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RESUMO

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

Duchenne/Becker, detecgao de portadoras, aconselhamento genético

A Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/BMD) é a doenga neuromuscular
mais frequente em criangas, afetando uma em cada 3.500 nascidos vivos do sexo
masculino (DMD), e um em cada 20.000 (BMD). A crianga nasce aparentemente
saudavel, com o aparecimento gradual e progressivo dos sintomas desde o
primeiro ano de vida. A perda da habilidade de caminhar se da entre os sete e 12
anos de idade, com sobrevivéncia rara acima dos 30 anos; e a BMD, de forma
mais amena, com 0s mesmos sintomas aparecendo mais tardiamente. O
diagnostico se baseia nas caracteristicas clinicas e na investigagdo genética de
delecbes e duplicagdes no gene da distrofina. Um teste preciso ainda é
necessario para a identificacdo de mulheres portadoras. O PCR quantitativo em
tempo real seria um bom ensaio para a determinagdo deste status. O obijetivo
deste trabalho foi identificar as mulheres portadoras de delegbes no gene da
distrofina através de PCR quantitativo em tempo real e apresentar informacgdes
diagnosticas sobre a populagdo de meninos com DMD/BMD do RS. Informagdes
pertinentes a 123 meninos com diagnostico clinico foram incluidos neste estudo.
Apoés analise dos exames de DNA nos meninos estudados, os exons 47, 48 e 50
se mostraram mais frequentemente deletados na nossa populagao, confirmando
que o segundo “hotspot” génico € o que mais sofre altera¢des. Cinco mulheres
com filhos com delegcbes nos exons 45, 47 e 51 foram testadas para
estabelecimento do seu status de portadora ou nao-portadora. A comparacao
direta dos exons especificos em relacdo aos mesmos em outras mulheres,
determinou, com uma facil visualizacdo, a confirmacdo de trés mulheres
portadoras e duas ndo-portadoras, sendo um método preciso e efetivo. E uma
abordagem pratica e importante para uma utilizagdo em casos de duplicagdes
neste mesmo gene e em outros que necessitem deste tipo de quantificagdo exata.
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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. INTRODUGCAO

1.1. Histoérico

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD; OMIM: 310200) foi inicialmente
descrita pelo neurologista francés Guillaume Benjamin Amand Duchenne na
década de 1860 e alguns anos depois, auxiliando no diagnéstico, W. R. Gowers
forneceu informagdes pertinentes quanto as caracteristicas sintomaticas do
afetado por esta doencga. Ela é causada por uma alteragdo no gene que codifica a
proteina distrofina, sendo a doenca muscular mais frequente em criangas,
afetando um em cada 3.500 nascidos vivos do sexo masculino (Moser, 1984).

O fato de a doenca afetar somente meninos incitou os cientistas a iniciarem
as procuras pela localizagdo genética da causa da doenga no cromossomo X.
Analises citogenéticas de diversos pacientes permitiram que os pesquisadores
encontrassem anormalidades no brago curto deste cromossomo. A partir destes
estudos, testes de desequilibrio de ligagado confirmaram a localizagdo 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 doenga debilitante (Koenig et al,
1987). Apds a clonagem do cDNA, foi possivel utilizar regides do préprio gene
como sonda para examinar especificamente todos os exons por analise de
“‘Southern Blot” (Beggs & Kunkel, 1990) demonstrando que aproximadamente
65% dos pacientes DMD/BMD tinham delegdes/duplicagbes em um ou mais
exons deste gene (Koenig et al, 1987), permitindo um melhor entendimento desta

enfermidade.
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1.2. Sinais Clinicos

A doenca é caracterizada clinicamente por uma fragilidade proximal dos
membros, com uma pseudohipertrofia caracteristica das panturrilhas, lordose
lombar, envolvimento cardiaco e elevacdo massiva dos niveis de creatina-
fosfoquinase (CPK) circulante no sangue (Arning et al, 2004). Os individuos
também apresentam um movimento caracteristico, que € a manobra de Gowers,
que a crianga realiza ao tentar se levantar da posicao deitada, utilizando as suas
mMAaos como apoio nas suas proprias pernas (Fig. 1.1) devido a fraqueza dos

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

e g * &b P
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Fig. 1.1 — Manobra de Gowers realizada por uma crianga com DMD/BMD
(Adaptado de http://www.sonderpaed-online.de/behind/progmd/progmd.htm).

Uma crianga com DMD nasce aparentemente saudavel, sendo que os

sintomas aparecem de forma gradual e progressiva durante o primeiro ano de
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vida. Os musculos da pélvis, da cintura e das coxas sdo afetados inicialmente,
dificultando a locomog¢ao dos afetados entre as idades de um a trés anos. Entre
os sete e doze anos ha uma perda da habilidade de caminhar, sendo rara a
sobrevivéncia acima dos 30 anos. No estagio terminal, os musculos voluntarios, o
musculo cardiaco e os musculos respiratérios sao afetados.

A falta da proteina 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 familia, ou sem comprometimento
algum em relagdo a fungdo intelectual. Com relagdo a retina, podem ocorrer
alteracdes nas eletroretinografias ou a visdo ser normal (Muntoni, Torelli & Ferlini,
2003). O estudo de Alho, e colaboradores, 1995, determinou que no Rio Grande
do Sul (RS) ndo existe correlagdo entre os niveis de inteligéncia e os tipos de

delecgdes encontradas em 50 pacientes DMD.

1.2.1. Mulheres portadoras

Em DMD de 5 a 10% das mulheres portadoras apresentam algum grau de
fragueza muscular e frequentemente tém panturriihas aumentadas, sendo
consideradas mulheres portadoras sintomaticas. Esta fraqueza pode ser
assimétrica e pode desenvolver em idade precoce e nao se tornar evidente até a
idade adulta, podendo ser progressiva de forma bastante lenta ou estatica. As
mulheres, mesmo assintomaticas, podem desenvolver cardiomiopatia dilatada

(Grain et al, 2001).
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1.3. Diagnéstico Clinico

O progresso de novas ferramentas na deteccdo da doenga providenciou
diagndsticos mais precisos, assim como testes genéticos e diagnosticos pré-natal
para a maioria das familias com DMD/BMD Para que esta doenga seja
diagnosticada, deve-se levar em conta diversos aspectos da doenga, como a
historia clinica, o histérico familiar, a dosagem da enzima CPK, a biopsia
muscular, a eletroneuromiografia (ENMG) e a analise do DNA. A primeira delas se
baseia fundamentalmente no exame e na evolucéao clinica do paciente que, com o
passar da idade, comeca a ter dificuldades para a locomogédo, tendo quedas
frequentes, aumento da panturrilha, lordose lombar e realizando a manobra de
Gowers (Fig. 1.1).

O diagnéstico com base na evolugao clinica frequentemente € avaliado em
conjunto com os dados do histérico familiar. Os sinais clinicos s&o avaliados
levando-se em consideragdo as caracteristicas principais desta doenga. O
historico familiar também €& de grande valia para o diagnostico, sendo de
fundamental importéncia para o melhor entendimento da forma como foi herdado,
ja que a presenga de uma alteragao poderia ter repercussdes familiares maiores.

A medida da atividade das enzimas musculares, em particular da CPK, que
aumenta significativamente no soro quando ha uma lesdo muscular, € um dos
exames mais informativos, nestes casos, como complemento para o diagnostico
clinico. Os niveis desta enzima especifica encontram-se elevados nos pacientes
com DMD muito precocemente. O exame CPK & um fator determinante para o

diagndstico de distrofia muscular em idades iniciais.
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Além das metodologias ja descritas, também pode ser realizada uma
bidpsia do musculo do menino afetado para a observacéo das fibras musculares
que sofrem infiltragbes de gordura e fibrose. Este método geralmente serve para a
distincdo, a partir de uma certa idade, entre DMD e BMD, mas nem sempre €&
recomendada por ser uma técnica bastante invasiva.

A ENMG é um outro exame importante para a compreensao da natureza
miopatica da distrofia e para a exclusdo de causas neurogénicas da fraqueza. Por
ser de natureza invasiva, esta se tornando uma técnica menos solicitada para a
investigacdo, mas ainda possui um importante papel no diagnostico da doencga
em adultos (Emery, 2002).

A analise de DNA é considerada um exame determinante em quase 6%
dos casos para a confirmagdo do diagnostico sendo que até 35% dos casos
resultam em um exame genético negativo (sem alteragcdo nenhuma), porém isto
nao significa que este menino ndo possui mutagdes no gene da distrofina. Isto
ocorre devido ao fato de que ndo existe exame genético viavel que consiga
abranger toda a regido génica para determinar 100% das alteragdes 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 distribuicdo da fraqueza muscular predominante (Fig.
1.2), além da Distrofia Muscular Congénita, na qual a fraqueza & considerada
mais generalizada. As causas genéticas e os defeitos protéicos envolvidos no

desenvolvimento destas doencas sdo as mais diversificadas (Tab. 1.1).
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Fig. 1.2 — Distribuicdo 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-Escapulo-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 heranga: AD — autossémico dominante; AR — autossémico

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

Distrofia Locus Génico Defeito na proteina

Congénita (AR) 6q Laminina a2 (merosina)
12q Receptor de laminina (a7 integrina)
9q Fukutina (distrofia de Fukuyama)
1p Selenoproteina N1 (sindrome da espinha rigida)
1p Glicosiltransferase

Duchenne e Becker (XR) Xp21 Distrofina

Emery-Dreifuss (XR) Xg28 Emerina

Emery-Dreifuss (AD/AR) 1q Laminina A/C

Distal (AD) 14q, 29 ?

Distal (AR) 2p Disferlina

Facio-Escapulo-Umeral (AD) 4q ?

Oculofaringeal (AD) 14q Proteina de ligagao a 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 15¢q Calpaina-3

2B 2p Disferlina

2C 13q y-sarcoglicano

2D 17q a -sarcoglicano

2E 4q B-sarcoglicano

2F 5q O-sarcoglicano

2G 179 Teletoina

2H 9q ?

2| 19q Relacionada a Fukutina

* Adaptado de Emery, 2002.

A Distrofia Muscular Congénita € uma doenga herdavel autossOGmica
recessiva no qual a criangca 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 auséncia da
proteina merosina ou integrina a7. A maioria das criangas acometidas néo
aprendem a caminhar e algumas conseguem se manter em posi¢cdo ereta com

algum apoio. Esta fraqueza muscular ndo € considerada progressiva, mas a
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expectativa de vida ndo é promissora, pois muitos pacientes desenvolvem sérios
problemas respiratorios e de alimentacéo (Emery, 2002).

A Distrofia Muscular de Emery-Dreifuss (EDMD) é caracterizada por uma
triade de manifestacdes, a primeira sendo as contraturas precoces do tendao
calcaneo, dos cotovelos e dos musculos cervicais posteriores, com limitacdo da
flexdao do pescoco. Mais tarde a flexdo de toda a espinha se torna restrita. Em
segundo lugar, ha o desgaste muscular progressivo com distribuicdo na regido do
umero e da fibula no inicio da doenga. Terceiro, ha o surgimento de
cardiomiopatia, geralmente presente aos 30 anos de idade. A forma ligada ao X
(EDMD; OMIM: 310300) é devido a uma mutagcdo no gene STA, que codifica a
proteina da membrana nuclear emerina. A forma autossbmica dominante
(EDMD2; OMIM: 181350) € clinicamente semelhante a outra forma, mas
provocada por uma alteragdo génica das proteinas laminina A e C (Emery, 1989).

Na Distrofia Muscular Distal a fraqueza € predominantemente distal, e pode
ser dividida em dois grupos principais, de inicio tardio (ap6s os 40 anos) de
heranga autossGmica dominante, e inicio precoce (antes dos 30 anos) com
heranca autossGmica recessiva que, no caso do tipo Myoshi, € causada por uma
alteracao na proteina disferlina. A causa dos outros tipos de Distrofias Musculares
Distais ainda é desconhecida (Nonaka, 1999).

A Distrofia Muscular Facio-Escapulo-Umeral (FSHMD1A; OMIM: 158900) é
uma doenga autossOmica dominante que atinge inicialmente os grupos
musculares da face e regido escapular (ombros). E tardiamente os musculos

extensores do pé e da pelve s&o envolvidos. Ja foi identificada a regido onde esta
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localizado o gene ou genes responsaveis por esta doenga, mas a fungao
especifica deles é desconhecida (Wijmenga et al, 1991).

A Distrofia Muscular Oculofaringeal (OPMD; OMIM: 164300) tem seu inicio
perto da terceira década de vida, afetando os musculos extraoculares e da face
superior com fraqueza do pesco¢go e musculatura dos membros proximais
superiores e, as vezes, inferiores. O gene que sofre mutagdes codifica uma
proteina 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 ja foram identificados com grande
heterogeneidade clinica e genética, podendo ser de heranga autossGmica

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
frequente, devido a auséncia da distrofina integralmente funcional, que é uma
proteina essencial para a manutencédo das fibras musculares (Beggs & Kunkel,
1990). As informacgdes clinicas, especificas desta doenga, ja foram descritas em

paragrafos anteriores.

1.4.2. Distrofia Muscular de Becker
Durante os anos 50, um médico alemao 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 musculos do
paciente, porém nao o debilitando de forma exacerbada.

A incidéncia dessa doenca é menor, quando comparada a da DMD,
acometendo 1 em cada 20.000 meninos nascidos. Os sintomas podem variar de
intermediarios 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 inicio do aparecimento dos sintomas é préximo dos 12 anos, porém
alguns pacientes nao apresentam sintomas até uma idade muito mais avangada.
A perda da habilidade de caminhar também & bastante arbitraria, podendo iniciar
na adolescéncia. Em alguns casos, também como na DMD, possuem algum tipo

de retardo mental (Emery, 2002).

1.4.3. Prevaléncia de delec¢des

A prevaléncia de dele¢cdes varia de 39 a 61%, mundialmente, com
frequéncia de 51,3% no Marrocos (Sbiti, Kerch, & Sefiani, 2002), 52% na
populacédo turca (Gokgoz et al, 1993) e 56,8% em pacientes iranianos (Kia et al,
2003), sendo que no sul do Brasil, a prevaléncia &€ de 49% (Alho et al, 1995).
Neste ultimo estudo, foram analisados 46% dos individuos afetados em Porto
Alegre, 13% dos meninos doentes no interior do estado e 4 casos em SC, tendo

uma amostra relativamente satisfatoria para a regido de Porto Alegre.

1.5. Tratamento
Atualmente ndo existe tratamento efetivo para DMD/BMD, considerada

incuravel e extremamente debilitante. Atualmente s&o empregados meios de
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amenizar os sintomas, como medicamentos, fisioterapias e uma énfase no
cuidado respiratorio e cardiologico. Os autores Campbell e Jacob (2003), fazendo
uma revisdo da literatura, viram que as drogas de maior interesse para a
amenizagdao dos sintomas tém sido os corticosterdides, como a Prednisona,
demonstrando uma possivel melhora inicial em alguns pacientes com o aumento
da funcdo e da forgca muscular e parada da degradagdo muscular em outros,
porém com diversos efeitos colaterais. O corticosterdide 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 sao efetivos na estabilizagdo da forca muscular ainda nao foi elucidado e
apesar do valor terapéutico ser limitado, ainda sdo considerados os melhores
para o tratamento atualmente (Angelini, 2007).

De uma forma geral, a cirurgia preventiva, em estagios iniciais da doenca
nao € recomendada, mas a corregao cirurgica de contraturas pode ser util em
estagios mais avancados da doenga, quando ha dificuldade na locomogéo. A
cirurgia corretiva da escoliose esta se tornando amplamente aceita, pois apos a
cirurgia o paciente senta-se mais facilmente e esta posigcdo torna-se mais

confortavel (Granata, 1996).

1.6. Proteina Distrofina

A distrofina € uma proteina em forma de haste, no qual a isoforma do
musculo possui 427kDa, ligada a membrana plasmatica das células musculares
por um complexo de proteinas transmembranas. Ela possui quatro dominios, um

amino-terminal, um central, outro rico em cisteinas e um ultimo carboxi-terminal.
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Existem diversos tipos de isoformas tecido-especificas da distrofina, algumas
exclusivamente ou predominantemente expressas no cérebro ou retina gerando
produtos protéicos de pesos diferentes, mas todos funcionais em regides
especificas do corpo (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003).

No musculo, a proteina € associada com a membrana plasmatica do
musculo esquelético e cardiaco (sarcolema) ligando o citoesqueleto da actina
intracelular funcionalmente a matriz extracelular (Ibraghimov-Beskrovnaya, Ervasti
& Leveille, 1992). Seu papel principal no sarcolema € interagir com proteinas
integras que estdo agrupadas no complexo glicoproteina-distrofina (GPD). Este
complexo forma uma ponte através do sarcolema e conecta a |lamina basal da
matriz extracelular ao citoesqueleto interno (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003). O
GPD estabiliza o sarcolema e permite uma resisténcia mecanica da membrana
(Pasternak, Wong & Elson, 1995), protegendo as fibras musculares de danos a
longo prazo induzidos por contragdes e necrose (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003)
(Fig. 1.3). O rompimento da GPD leva a quebras fisicas do sarcolema e/ou
abertura de canais de calcio, aumentando o calcio livre intracelular e necrose da

fibra (Rando, 2001).
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Fig. 1.3 — Representagdo esquematica do complexo glicoproteina-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, regiao p21.2, sendo o maior gene humano conhecido, com 79
exons e cerca de 2,4 milhdes 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 minimo, oito promotores independentes e tecido-especificos com dois
sitios de poli-adenilagdo (Fig. 1.4). O seu transcrito pode sofrer processamento
(“splicing”) alternativo, produzindo diversas isoformas protéicas, tanto por
exclusdo de alguns exons do transcrito primario (“exon skipping”) (Fig. 1.5) ou
pela alteragéo da ordem reciproca dos exons (“exon scrambling”) (Muntoni, Torelli

& Ferlini, 2003). O tamanho do gene explica a alta taxa de mutagao, visto que ele
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representa um grande alvo (Beggs & Kunkel, 1990). Estes eventos que
comumente ocorrem de maneira tecido-especificas geram maior diversidade
protéica e sao responsaveis pela complexa regulacdo da expressao das fungdes
da distrofina tecido-especificas. O mMRNA de 14.000pb é expresso
predominantemente no musculo esquelético e cardiaco com pequenas

quantidades expressas no cérebro (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003).
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Fig. 1.4 — Os oito promotores tecido-especificos do gene da distrofina. Acima, L —
linfocito; C — cortical; M — musculo; P — células de Purkinje; R — retina; CNS —
sistema nervoso central; S — células de Schwann; e G — geral. As posi¢des
aproximadas dos exons estdo ilustradas abaixo, com as regides de inicio de
transcricdo especifica 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 — Representagcdo esquematica da estratégia de “exon skipping”. A — Em

pacientes DMD com uma delecdo nos exons 45 ao 54, um transcrito fora do
quadro de leitura € gerado produzindo uma distrofina truncada. B — Usando um
oligonucleotidico antisenso interno (AON) no exon 44, ele acaba sendo ignorado
na formacédo da proteina, produzindo uma distrofina que mantém o quadro de
leitura gerando um fendtipo mais ameno (Adaptado de van Deutekom & van
Ommen, 2003).

1.7.1. Heranca

A DMD/BMD atinge os individuos do sexo masculino, com casos raros de
mulheres afetadas. Cerca de dois tercos dos casos existentes sdo devidos a
heranca familiar e, o restante, a mutagdes novas (Moser, 1984).

A DMD/BMD é herdada de forma recessiva, ligada ao X, portanto o risco
dos filhos serem afetados pela doenca depende do status de portadora ou ndo da

mae. Mulheres portadoras possuem 50% de chance de transmitirem a mutacao
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em cada gestacéo. Isto significa que metade dos filhos ira herdar esta mutagdo no
cromossomo X, sendo que os filhos do sexo masculino que herdarem a alteragao
serdo acometidos pela doenca e as filhas que a herdarem, serdo portadoras.
Entretanto, os individuos que herdarem o cromossomo X sem alteracdo serao
saudaveis. Homens com DMD n&o chegam a deixar descendentes, mas os
acometidos por BMD podem deixar descendentes. As filhas dos homens com
BMD serao todas portadoras da mutacdo, porém nenhum dos filhos homens
destes afetados sera acometido com a doenga (pois € o cromossomo Y saudavel

que é transmitido a eles).

1.7.2. Mutagdes

E necessario que o gene da distrofina tenha alguma alteragcdo, como uma
delegao, duplicacdo, insercao ou substituicdo de base para o aparecimento dos
sintomas clinicos da DMD/BMD.

Diversas mutacgdes ja foram descritas na literatura como causadoras da
doencga, na sua maioria afetando a expressao da isoforma muscular (Muntoni,
Torelli & Ferlini, 2003). Existem dois “hotspots” (regides propensas a sofrerem
mutagdes) neste gene, um localizado proximo ao centro, que inclui os exons 43
ao 52, e o outro proximo a regidao 5, dos exons 3 ao 19. As delegdes exdnicas
nestas duas regides sao responsaveis por cerca de 65% dos casos de
DMD/BMD, as duplicagdes por 5 a 10% e o restante por outros tipos de
mutacgdes, delecdes de introns, insercdes ou substituicdes. Em uma pesquisa
realizada com pacientes marroquinos, 81% dos casos de delegcbes foram

encontrados no segundo “hotspot” génico (Sbiti, Kerch & Sefiani, 2002).
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Infelizmente ainda nao foi possivel estabelecer uma relacao direta do tipo
ou da extensdo da delecdo com a severidade da doencga, casos familiais e
esporadicos e niveis de inteligéncia em diversos paises (Fig. 1.6). No Estado do
RS 50 pacientes de 41 familias foram estudados segundo seu fendtipo e
analisados quanto ao perfil genéticos para delegées moleculares em 13 exons e

também n&o foi encontrada tal relagéo (Alho et al, 1995).
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Fig. 1.6 — Delegbdes na parte central do gene da distrofina associados a
DMD/BMD. Caixas numeradas acima representam os exons 43 ao 55. Delegdes
que geram mudangas no quadro de leitura (coluna preenchida) causam DMD,
enquanto que delegbes sem alterar o quadro de leitura (colunas vazadas)
geralmente causam a forma mais amena, BMD (Reproduzido de Strachan &
Read, 1999).

Algumas das isoformas tecido-especificas ja foram associadas ao

envolvimento do SNC, devido a mutacdes que afetam a expressao correta destas.

Mutagdes raras também podem ser responsaveis por cardiomiopatias na qual a
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funcao ou expressao da distrofina € afetada na sua maioria ou exclusivamente no
coracéo (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003).

Ha uma hipotese que determina uma distingdo genética quase total entre
os individuos DMD e BMD que tem inicio da doenga precoce e tardiamente,
respectivamente. A diferenga amplamente aceita desta hipétese entre o BMD e o
DMD é devido a presengca da proteina distrofina de maneira parcialmente
funcional, no primeiro caso, e a completa auséncia dela no segundo caso. Na
maioria dos casos a DMD é causada por uma mutacao que interfere no quadro de
leitura (“frameshift mutation”) (Monaco et al, 1988) que pode levar a uma sintese
da distrofina prematuramente abortada (van Deutekom & van Ommen, 2003),
resultando em um mRNA instavel, ou uma proteina que é completamente nio-
funcional; e, o BMD ¢é conhecido por portar uma mutacdo sem alteracdo do
quadro de leitura (“in-frame mutation”), gerando uma proteina com uma falha
interna ou que pode estar presente em niveis reduzidos, mas ainda parcialmente
funcional (Fig. 1.6). Esta hipotese € verdadeira para aproximadamente 92% dos
casos e é utilizada para diagnostico diferencial entre DMD e BMD (Koenig, 1989).

Existem, de fato, excecbes a esta hipétese do quadro de leitura, que inclui
pacientes BMD com mutagbes “frameshift’ e DMD com mutagdes “in-frame”
(Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003). Os primeiros, BMD, possuem diversas
dele¢des/duplicacdes bem caracterizadas nos dois “hotspots”, mas o que permite
que eles produzam uma certa quantidade de proteina é o fato do gene sofrer
‘exon skipping” que ocorre por “splicing” alternativo, deixando de lado alguns
trechos da proteina, porém a regido carboxi-terminal precisa ser conservada para

que a proteina seja funcional (Arahata et al, 1991). Outra hipotese para estes
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casos inclui os pacientes BMD com dele¢des nos exons trés ao sete, nos quais
um outro sitio de inicio da traducdo localizado no exon oito, ainda n&o
caracterizado, facilita a tradugdo de uma proteina com menor peso, porém
funcional (Winnard et al, 1995). Delegcbes de grandes porgbes do dominio em
forma de haste da proteina aparentemente causam BMD, desde que as caudas
amino e carboxi terminais da distrofina sejam mantidos intactas (Arahata et al,
1991). As delegdes que mantém o quadro de leitura, mas que interrompem o
dominio de ligagdo 5’actina, tais como a delegdo dos exons trés ao treze estédo

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

1.7.3. Diagnéstico Genético

1.7.3.1. Diagndstico Genético de meninos afetados

A analise do DNA é um método para confirmagédo do diagndstico clinico
desta enfermidade. A técnica mais empregada envolve um PCR Multiplex, que
permite a analise simultdnea de 18 exons, na regido dos dois “hotspots”,
identificando aproximadamente 98% de todas as dele¢bes existentes (Beggs &
Kunkel, 1990; Chamberlain et al, 1988) (Fig. 1.7). Porém, este método n&o é
capaz de identificar mutagdes de ponto ou duplicagdes de certas regides, nem de

identificar as mulheres portadoras (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003).
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Fig. 1.7 — PCR multiplex para a identificacdo de delegbes no gene da distrofina
em pacientes DMD/BMD. A — produtos de PCR multiplex de pacientes DMD para
9 exons. B — Desenho esquematico do resultado do multiplex A. Linhas sodlidas
demonstram exons definitivamente deletados, linhas tracejadas, demonstram
possivel extensdo da delegdo em exons nao-testados. Nenhuma deleg¢ao foi

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

Outro teste bastante importante para o diagnéstico genético de meninos
afetados é o PTT (Protein Truncation Test) que é realizado com o mRNA do
musculo deste menino, em busca de mutagbes de ponto (Roberts, Bobrow &
Bentley, 1992) (Fig. 1.8). A sua unica desvantagem é a dificuldade técnica na

obtencdo do RNA muscular.
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Fig. 1.8 — O teste da proteina 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 unico produto normal
de 48kDa (coluna 6), de acordo com um marcador (coluna 7) (Reproduzido de
Strachan & Read, 1999).

O PCR Multiplex ndo consegue analisar de 20-35% das mutagdes
envolvidas na doenga, entdo formas alternativas ja estdo sendo testadas para
uma melhor compreensao das alteragdes existentes. Estas técnicas baseadas em
abordagens gendmicas também podem ser utilizadas, tais como o “Denaturating
Gradient Gel Eletrophoresis” (DGGE) (Dolinsky, Moura-Neto & Falcao-Conceigao,

2002), detecgao de virtualmente todas as mutagdes (Mendell et al, 2001; e Feng
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et al, 2002) e cromatografia liquida de alta performance desnaturante (DHPLC)
seguida de sequenciamento, a qual permite a detecgdo de pequenas mutagdes
(Bennett et al, 2001).

Infelizmente este tipo de metodologia ainda nao é utilizada amplamente
como rotina de diagnostico destes pacientes e a técnica do PCR Multiplex é a

mais empregada, por ser de custo mais acessivel.

1.7.3.1. Diagndstico Genético de mulheres portadoras

Uma das maiores dificuldades encontradas € diagnosticar as mulheres
portadoras com precisdo. Para este fim, & necessaria uma abordagem
quantitativa para detectar uma delecdo em uma mulher que tenha probabilidade
de ter um alelo normal e o outro deletado (Ginzinger, 2002). Nestes casos de
heterozigosidade, as estratégias sdo baseadas em “Southern Blot” quantitativo,
PCR quantitativo (Prior et al, 1990), “Fluorescent in-situ Hybridization” (FISH)
(Ligon et al, 2000), analise de ligagao, estratégias baseadas em fluorescéncias,
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
determinacdo de uma delegdo em um dos cromossomos X, mesmo na presenca
do outro cromossomo X n&o alterado. A técnica de “Southern Blot” € bastante
laboriosa e muitas vezes pode ter resultados expurios, falsos-negativos ou falsos-
positivos, e a de FISH & de custo elevado. O grupo de White (2002) utilizou a
técnica de MAPH para a deteccdo de duplicagbes e delegdes no gene do DMD,

gue envolve a recuperacado quantitativa de sondas desenhadas especificamente
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seguidas de hibridizagdo com DNA genbmico imobilizado. Hung e seus
colaboradores (2005) conseguiram utilizar a técnica de DHPLC em conjunto com
um PCR multiplex para detectar grandes dele¢cbes nas portadoras de DMD. O
DHPLC é um método que nao se baseia em fluorescéncia, mas que utiliza uma
cromatografia liquida de fase reversa de ions pareados na sua deteccdo, sendo
simples, rapido e sem a utilizagdo de gel. Além de todas estas técnicas, ainda ha
dificuldades na deteccao, pois geralmente ndo existem marcadores para todas as

regides do gene.

1.7.4. Aconselhamento Genético e Pré-Natal

Os exames pré-natais para gestagdes de risco s&o possiveis se a mutagao
causadora da doenga ja foi anteriormente identificada em um membro da familia
ou se marcadores de ligagédo informativos forem identificados (Simard, Gingras &
Labuda, 1991). O aconselhamento genético pode ajudar a familia a tomar
decisbes reprodutivas no caso de existirem mulheres portadoras de alguma

alterac&o no gene da distrofina (Beggs et al, 1990).

1.7.5. Terapia Génica

O maior desafio dos estudos com terapia génica é justamente o tamanho
do gene que, neste caso, precisa ser substituido ou reparado para que a crianga
nao sofra mais a lesdo muscular (van Deutekom e van Ommen, 2003). Diversos
estudos estédo sendo realizados com terapias génicas na tentativa de amenizar os
sintomas debilitantes e reverter os danos causados as fibras musculares, através

de trés estratégias principais. A primeira delas € 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 relagdo a indugdo de “exon skipping”
antisense terapéutico (Fig. 1.5) (Kapsa et al, 2001; e Barton-Davies et al, 1999). E
a ultima substituindo-se a distrofina através da superexpressdo da utrofina
(Tinsley et al, 1996; e Rafael et al, 1998). Van Deutekom e van Ommen (2003)
acreditam que a proxima estratégia a ser implementada para testes clinicos seja a
abordagem antisense que tem se mostrado como sendo a mais promissora até o
momento.

A possibilidade de terapia com células-tronco esta sendo explorada e
pesquisadores mostraram que uma pequena propor¢gdo de células-troncos
hematopoiéticas de camundongos normais podem ser relocadas no musculo 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 estdo acumulando, sendo um detector
confiavel medindo a quantidade de produto de PCR em um ponto no qual a
reacao ainda se encontra na fase exponencial. Somente a fase exponencial do
PCR pode ser utilizada para determinar a quantidade de cépias iniciais. Durante
esta fase, um limiar do sinal de fluorescéncia € determinado, onde todas as
amostras podem ser comparadas. Este limiar é calculado como funcdo da
quantidade de ruido (“background”) de fluorescéncia e € plotado exatamente onde

o sinal gerado pela amostra é significativamente maior que a florescéncia de
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ruido. Portanto, o numero fracional de ciclos de PCR necessarios para gerar sinal
fluorescente suficiente para alcancar este limiar € definido como o limiar do ciclo
(“cycle threshold” — Ct). Estes valores Ct s&o diretamente proporcionais a
quantidade de codpias iniciais e sdo a base para calcular niveis de expressao de

MRNA e medidas de numeros de copias de DNA (Fig. 1.9).

=
1

Threshold
(Ct)

¥

N° do ciclo de PCR
4 Linha de base 14 20 no threshold (Ct)

ACt=Ct20-Ct18=2

Sinal Fluorescente (Rn)

1] T T T T T ] ]
(] 5 10 15 n o] E]1] 15 40

Numero de ciclos do PCR

Fig. 1.9 — Representagdo esquematica de uma curva de amplificagéo
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 ACt de 2. Devido a natureza exponencial do PCR, a
diferenga entre as duas amostras € de 2 elevado ao ACt, que é uma diferencga de
4x (Adaptado de Ginzinger, 2002).

38



O primeiro ensaio de PCR real-time, relatado por Higuchi et al, (1993),
utilizou o brometo de etideo como fluorescéncia intercalante durante o processo
de PCR para a deteccido deste sinal fluorescente resultante. Ele construiu um
termociclador modificado para irradiar as amostras com luz ultravioleta e depois
captar estes sinal por uma camera CCD (“Charged Coupled Devise”) (Ginzinger,
2002). Yau e colaboradores, em 1996, desenvolveram dois PCR Multiplex semi-
quantitativos para delegao/duplicagdo de 25 exons do gene da distrofina,
diagnosticando precisamente mulheres portadoras e meninos afetados por
analise da fluorescéncia por um quociente de dosagem, em comparagdo com
outros exons, abrangendo mais de 70% de todas as mutagdes. O PCR
quantitativo em tempo real foi sugerido e desenvolvido por Heid et al (1996)
permitindo o monitoramento continuo da formagao do produto de PCR, servindo
como uma ferramenta de quantificacdo absoluta do material em estudo,
conseguindo determinar um alelo deletado ou duplicado dependendo do ensaio a
ser utilizado. Para a quantificagdo relativa, um gene de interesse € comparado
com um gene controle ou constitutivo (Ginzinger, 2002), com base no limiar do
ciclo (Ct). O Ct do gene controle é subtraido do Ct do gene de interesse e a
diferenca resultante do numero de ciclos (ACt) é o exponencial com base dois, ja
que o PCR possui a fungdo de duplicagdo, representando a diferengca 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 € a
utilizagdo do ensaio TagMan®, que possui uma sonda especifica para a regido de

interesse, além dos “primers”, e depende da atividade exonucleasica da Tag DNA
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Polimerase. No sistema TagMan é necessario que a sonda especifica seja
degradada para que haja emissdo de fluorescéncia, sendo de maior
especificidade. Outras duas alternativas sdo os “molecular beacons” e o corante
SYBR Green | intercalante, no qual o primeiro € semelhante ao sistema TagMan,
no que diz respeito a ter um “quencher” para inibir a liberacdo da fluorescéncia
indesejada, porém n&o emite fluorescéncia quando é clivado pela atividade
exonucleasica, mas so gera sinal quando ha hibridizagado do “beacon” (Ginzinger,

2002).

1.8.1. SYBR Green

O SYBR Green | é um reagente que se liga a dupla fita de DNA emitindo
fluorescéncia e é utilizado no sistema de PCR em tempo real, com diferentes
pares de “primers”, sem a necessidade de aquisicdo de sondas especificas a
regido de interesse. O SYBR Green |, quando esta ligado ao DNA, é excitado por
uma fonte de luz e emite uma grande quantidade de fluorescéncia, podendo ser
utilizado para quantificar o material a ser estudado. O contratempo do ensaio se
baseia no fato de que o SYBR n&o consegue discriminar entre a regido de DNA
de interesse a ser amplificada e outras regides que possam ser amplificadas
erroneamente (Ginzinger, 2002) e, por isso, € necessaria a utilizagdo de controles
positivos para confirmacéo do resultado esperado. A fluorescéncia SYBR Green |
pode ser uma alternativa para a quantificacdo relativa de rearranjos de genes,
amplificagbes génicas e micro delegbes génicas, sendo uma ferramenta

importante para a clinica oferecendo resultados diagndsticos 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 ultimos anos € que o PCR quantitativo em tempo real tem
sido aceito como uma técnica valiosa. O ensaio deste PCR ja esta sendo utilizado
para a detecgao de diversas doengas, com pequenas alteracdes, como delegdes
hemizigdticas ou duplicagdes. Testes para analise de delegbes de uma certa
regido em pacientes com sindrome de Angelman e Prader-Willi por PCR em
tempo real estdo sendo implementadas (Raca, Buiting & Das, 2004). A rapida
deteccdo de delecdes e duplicagbes do gene PMP22 em pacientes com a doencga
Charcot-Marie-Tooth do tipo 1A e neuropatia hereditaria por PCR quantitativo em
tempo real usando o corante SYBR Green | é mais um exemplo do emprego
desta técnica (Kim et al, 2003). Analises 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 Feldkdtter e seus colaboradores em 2002.

O grupo de Joncourt (2004) conseguiu identificar mulheres portadoras de
delecgbes/duplicagdes no gene da DMD/BMD por PCR quantitativo em tempo real
inicialmente usando o sistema TagMan e, posteriormente, validar a técnica para
SYBR Green | nos exons 44, 45 e 49 em 100% dos casos. O método deles
demonstrou-se simples, rapido, confiavel e com um bom custo-beneficio, podendo
ser facilmente adaptado para outras condi¢ées genéticas envolvendo delegdes e

duplicagdes, com base na comparacdo entre um exon potencialmente deletado
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(exon testes) e um de referéncia (ndo-deletado). Cada individuo precisou ser
calculado separadamente para determinar o seu status de portador ou nao-
portador, sendo que uma mulher portadora possuiria no seu exon teste metade da
qguantidade de DNA do que seu exon referéncia.

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 TagMan especifica para estas regides, visando a determinagdo de
mulheres portadoras de dele¢des/duplicacdes, com sucesso.

O PCR quantitativo em tempo real com SYBR Green | poderia ser um bom
ensaio para a identificagdo de mulheres portadoras, que possuem uma regido
deletada ou duplicada em um dos alelos do gene da distrofina, por ser rapido,
robusto e de baixo custo. Para aconselhar as mulheres portadoras de
delecgbes/duplicagdes neste gene € importante que haja um teste preciso para a
correta identificacdo desse status, auxiliando-as a tomarem decisdes reprodutivas

futuras.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar as mulheres portadoras de delegdes/duplicagbes no gene da distrofina

através de PCR quantitativo em tempo real.

2.2. Objetivos Especificos

1) Avaliar a informacédo diagndstica existente na populagdo de meninos com

DMD/BMD do Rio Grande do Sul.

2) Determinar quais dos exons estudados no segundo “hotspot” génico sdo mais
predominantes no Estado do Rio Grande do Sul em relagao a outras populagdes

e estudos anteriores realizados no préprio Estado.

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

deteccao 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 serdo apresentados na forma de um

manuscrito que sera submetido para publicacéo

Neuromuscular Disorders.

na

revista cientifica
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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 |) 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 Tagman 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 Servigo de Genética Médica (SGM) in Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), the Associagdo Gaucha de Distrofias
Musculares (AGADIM), and the Associagcdo de Assisténcia a Crianga 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 4°C 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 -20°C freezer until future

utilization.
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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 0,5uM 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 94°C for 10 min,
followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 sec, annealing at 58°C for 20
sec (for exons 45 and 47), and an elongation/extension step at 72°C for 35 sec,
followed by a 40° cooling phase and a melting curve, starting at 45°C until 94°C, at
0,1°C/sec transition rate. For exon 51, the annealing temperature was 59°C. 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 Sdo 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 Sdo 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 | 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
101 15 116
CPK
(93.5%) (100%) (94.3%)
65 12 77
ENMG
(60.2%) (80%) (62.6%)
18 1 19
Muscle Biopsy
(16.7%) (6.7%) (15.4%)
61 6 67
PCR (DNA)
(56.5%) (40%) (54.4%)
108 15 123
Clinical analysis
(100%) (100%) (100%)
Origin [n(%)]
104 15 119
RS
(96.3%) (100%) (96.7%)
4 0 4
Other states
(3.7%) (0%) (3.3%)
Transmission
16 2 18
Familial
(14.8%) (13.3%) (14.6%)
0 0 0
Sporadic
(0%) (0%) (0%)
92 13 105
Unknown
(85.2%) (86.7%) (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

guantitative PCR.

N° 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. DISCUSSAO

O diagnéstico 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 analise clinica. Destes sete casos, seis séo
meninos portadores diagnosticados ha mais de 20 anos atras, 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 clinico. O outro menino sem a
realizagdo da dosagem da enzima CPK, nascido em 1991, fez a ENMG,
confirmando o diagnostico.

O diagnostico nunca é realizado somente pela CPK, mas sempre em
conjunto com exames complementares, como a ENMG, a biépsia muscular, ou o
exame genético. Somente dois casos portavam exclusivamente o diagndéstico por
analise clinica 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 complementagdo ao resultado clinico e para confirmacido de
que existe uma lesdo muscular, causando o aumento da CPK, confirmando a
DMD/BMD.

A biopsia muscular € significativamente menos usada, em 15,4% dos
casos, pois € um exame bastante invasivo, apesar de ser importante também na
diferenciacao entre a DMD e a BMD.

As técnicas utilizadas anteriormente para complementagcdo dos exames

clinicos, como o “Southern Blot” e o PTT, medindo a quantidade de proteina
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distrofina presente e o “Western Blot®, para identificacdo do gene da proteina
distrofina presente no DNA n&o sdo mais solicitadas. Ja o sequenciamento de
toda a regido, de diversas regides especificas ou dos dois “hotspots” génicos, é
uma técnica que nao foi utilizada em nenhum dos casos registrados aqui. Esta
técnica é de alto custo, e muitas vezes considerada inviavel tecnicamente, devido
ao tamanho do gene, e ndo é muito mais eficiente que o PCR Multiplex na
identificacdo das delecdes e duplicagoes.

A transmissdo da maioria dos casos ainda é desconhecida, como esta
demonstrado na Tabela 1, sem nenhum caso esporadico ja identificado. Os casos
de transmissao familiar, com confirmacdo de portadoras por diversos métodos,
sado verdade para 14,6% da populagdo estudada. Este numero baixo € devido ao
alto custo para identificar mulheres portadoras e as familias que possuem estas
condi¢gdes precisam mandar o seu material para analise em Sao Paulo ou no
exterior.

Apos diversas tentativas de obter maior numero de contatos para
ampliacido da amostra, ndo obtivemos 0 sucesso esperado. A primeira busca por
pacientes DMD/BMD foi na AGADIM, pois seria a fonte com mais facil acesso aos
registros, pois ja haviamos um vinculo com a instituicdo. Esta associagdo n&o
presta servicos somente a pacientes, parentes e familiares DMD/BMD, mas todos
os tipos de distrofias musculares, entdo a busca pelo maior numero possivel de
familias com esta doencga foi diminuindo. O resultado obtido desta abordagem foi
27 pacientes com contatos telefénicos, do RS. Destes, nove ndo possuiam exame
de DNA realizado; nao foi possivel entrar em contato com oito familias, pois os

telefones para contato ja ndo existiam, ou n&o era possivel encontra-los em casa;
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sete ndo possuiam delecdo no exame de DNA; dois resultaram em coletas
positivas, com delecdes nos exons 45 ou 51; e uma nao tinha interesse em
participar, por motivo de depressdo. Entdo, dos 27 pacientes, s6 conseguimos
informacgdes pertinentes a 19 familias com DMD/BMD.

A proxima fonte para obtengdo de informagdes foram as fichas clinicas do
SGM do HCPA. Conseguimos informagcbes completas dos pacientes, com
resultados de todos os exames realizados de 101 meninos com DMD/BMD.
Alguns destes meninos eram os mesmos que ja haviam sido contatados pela
AGADIM.

Um anuncio no jornal foi outra abordagem buscada, pois seria uma fonte
possivel de obtencdo de novas amostras com filhos com DMD/BMD com
delecdes na regido de nosso interesse. Apesar da veiculagdo nos grandes jornais
de Porto Alegre, como Zero Hora, Correio do Povo e Diario Gaucho, o retorno foi
minimo, e ndo se mostrou muito eficaz no recrutamento de novas familias a
participarem do estudo.

Achamos mais uma alternativa para a busca de novas coletas na AACD.
Desde o principio 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 mae com o filho com a delegdo nos exons 47 e
52. Estas familias possuem uma situagdo econémica mais fragilizada e por isso é
mais dificil a realizagdo de exames que n&o s&o incluidos no Sistema Unico de
Saude (SUS), dificultando a obtengdo de familias capacitadas a realizarem este

exame de detecgao de mulheres portadoras.
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Ndo s6 o fato de ndo conseguirmos obter mulheres com filhos com
delecdes nas regides que estamos estudando, a dificuldade em obter um contato
atualizado, com telefone ou endereco, se tornou recorrente. O banco de dados
acaba se tornando desatualizado devido a mudanca de endereco dos pacientes e
troca constante de numero 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
situagdo econdmica deles € 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 énfase deste trabalho estava voltada para a identificacdo das mulheres
portadoras, e devido a isso, ndo buscamos fazer testes moleculares nos meninos
acometidos para a identificacdo de delecdes e duplicagdes, por PCR Multiplex.
Nao acreditavamos que teriamos problemas na busca de meninos com analise de
DNA realizado, e isto ndo foi abordado no inicio 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, as vezes tao fundamental para o esclarecimento da
heranca familiar, permitindo um aconselhamento genético mais esclarecido.

Considerando que 54,4% dos pacientes possuiam um exame de DNA
realizado, diminuindo a nossa amostra de interesse em busca de possiveis

mulheres portadoras, muitos resultados eram negativos, sem nenhuma delecgéo
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encontrada nos dois hotspots génicos testados por PCR Multiplex (Tab. 2). Este
numero era elevado, de 43,3%, diminuindo a nossa amostra para 38 pacientes
possiveis de serem contatados por apresentarem um exame de DNA positivo ja
realizado.

Destes 38 pacientes com o exame de DNA realizado, 18 meninos tinham
delegcbes nas regides de interesse para o nosso estudo (o segundo hotspot
génico), sendo que tivemos somente cinco coletas positivas, com mulheres
concordantes em participar da pesquisa na obteng¢ao do status de portadora ou
nao. Do restante, uma nao tinha interesse em participar, pois estava em estado
depressivo pronunciado e nao foi possivel localizar as outras mulheres, devido a
falta de um contato telefénico ou endereco correto.

Acreditavamos que nao podiamos contar com as amostras que tinham todo
o segundo “hotspot” génico deletado, ja que a nossa analise e identificagao de
portadoras se basearia fundamentalmente na quantificagao relativa entre um exon
deletado e um outro n&o deletado (Joncourt et al, 2004). Apdés as analises
realizadas, conseguimos demonstrar que isto ndo se tornava verdade para o
nosso teste, pois a quantificagdo se baseava na comparacgao direta de um unico
exon por vez em todas as mulheres em estudo. As portadoras deste exon tinham
metade do material inicial do que as nao-portadoras deste exon, sendo possivel
verificar esta diferenga pela quantificagao inicial do DNA de todas as mulheres.

As delecgdes nos exons 47, 48 e 50 foram as mais frequentes encontradas
na nossa amostra, com 33,3% de frequéncia, e logo apés o exon 51 com uma
frequéncia de 27,3% (Tab. 2). O segundo “hotspot” génico 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 delecao nesta regido central (Sbiti, Kerch & Stefiani, 2002). Em
outro estudo, com iranianos, 74% das delecbes se concentram nesta mesma
regiao, com os exons 50, 48 e 47 mais frequentemente deletados (16,2%, 16,2%,

e 12%, respectivamente) (Kia, 2003).
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6.1. Protocolo de liberagdo pelo Comité de Etica

S‘.J‘t HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
=, F Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagio
4 COMISSAC CIENTIFICA E COMIBSAD DE FESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Cormessds Cenliica 8 a Comssao de Pesquisa & Etica em Saude. gue & reconhecda pela Comssi
Macional de Elica sm Pesgquma [COMEP S coma Comitd de Etica em Pesquisa do HCPA a pelg OFice
For Human Research Projectons (OHRPYUSDHHS. comao Insttucenal Review Board jIRBIOKAEEZT)
analisaram o projetn.

Projeto: (5389 Versdo do Projeto: 071102005 Versdo do TCLE:  24/11/2005

Fesguisadores

ROBZRTO GIIGLIAN |
CLARICE SARDAID ALHD
CARD WA ROEA FRANCO
JRSULE DA BLVEIRA MATTE
fd AR LUIZA SERE RA

Titulo: ANALISE DE DELECOES/DUPLICAGOES NO GENE DA DISTROFIA MUSCULAR DE
DUCHENMEBECKER EM MULHERES PORTADORAS DO RIO GRANDE DO SUL POR
FCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

- Esta projets o0 Agravado am seos sspectos dlicos 8 melodoligicos, nclusive quanto 2o seu Termo de
Consentimento Livre e Eackarecido. de acordo com as Diretrizes e Nornas Infernacknais e Maoonasis,
especlaimente as Reanluches 196/96 & compementanes do Conseiho Macanel de Szude. Os membras do
CEP/HCFA ndo partciparam do processo de avalagdo dos projatos o coqslam coma pisduisadonos
Toda e qualquer alteragdo o Projeto. assim como o5 eventns adversas dravas, deverSo ser Comunicacss
imedlataments a0 CER/HCPA, Somente poderdo ser utilizades os Termos da Consantimanto ande canale

a aprovagio do GPPGIHCPA

- D acordo com a reguismentagio da Resalucdo 340°2004 do CNSIMS o CEPHCRPA foi credenciade,
através ca Carta Circular N7 037 CONEPICNEMS de 11 oe agosto de 2004, para dar aprovagae final para
esba projgeto

Alagra, 24 da novembro ce 2005
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6.2. Carta de libertagcéo de recursos pelo FIPE

GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

5:% HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
COMISSAC CIENTIFICA E COMISSAD DE PESOLISA E ETICA EM SAIDE

Porta Alegre, 12 de dezembro de 2005

N.mofa) Sr.{n)
RORBERTO GITGLIANMI
Prezadoia) Pesyuisadora)

Giostanansed de comumsar gue e rewnada realizada oo dis 06122005 o Comissfo Clentifica
& # Comissde de Peaquisa ¢ Btica em Satede aprwaram recuraos finoncesros do FIPE. pars o projes GPPG:

[k5-385 !

ANALISE DE DELECOESDUPLIC ACOTS NO GENE DA IMSTROFLA MUSCULAR DE
DLCHEKNEBECKER BV MULHERFS PORTADORAS DO RIO GRANDE DO SLL FPOR PCR
QUANTITATIVO BEM TEMPO REAL

APROVADD O VALOR DE RS 3.575.00, SENDO RS 1.075,00 PARA AQUISICAO DR

MATERIAIS DE CONSLMPO F RS 90000 PARA AXAMES LABORATORIAIR.

Solicitames scu compareciments ne GPPG para esclarecimentos quanto ss normas de ulilizacie deste
Tecurssy, caso ndo seja do s conhecimento.

2 )
“Prof* Nagrng Clausel
Coordbnande.do GRPG & CEP-HCPA
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6.3. Formulario para coleta de dados

COLETA DE DADOS

Mulheres aparentadas de Pacientes com Distrofia Muscular de
Duchenne / Becker (DMD/BMD)

Data: ! !

DADOS PESSOAIS
Nome do Sujeito da Pesquisa:

Data de Nascimento: / /
Estado Civil:
MNdmero de Filhos: homens e mulheres
Escolaridade:

Profissaao:

Enderego:
Cidade; Estado: CEP:

Telefone:
Telefone altemativo;
Endereco alternativo para contato:

Parentesco com ¢ paciente:

DADOS DO PACIENTE (MENINO APARENTADO COM DMD/EMD)
- DADOS PESSOAIS
Nome do paciente:

Data de Nascimento do paciente: / /

- DADOS GENETICOS DO PACIENTE
Delegac ou Duplicagdo ja identificada: {sublinhar se defecso ou duplicagso)
Exons deletados ou duplicados:

Data do exame genético: / /
Local da realizag&o do exame genético:

COLETA DE SANGUE

Coleta de Sangue do sujeito da pesquisa:
{ }Sim
( ) NZo

Ficha preenchida por:

83



6.4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD - SUJEITOS DA PESQUISA
Pagina-1-ded

Tivlo da pesquisa:
Analisa de delegdes'duplicages no gene da Distofia Muscular de Duchenne/Becker em
mulheres portadoras do Rio Grande do Sul por PCR quantitative em tempo real

Justificativa e objetivos da pesquisa:

Esta pesquisa tem como objelivo principal identificar as mulheres porladoras de afieragfies
(delecties/duplicacties) no gene da Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/BMD). A
DMOVEMD ocorme devido a alguma alteraglo no gene da distrofina, que esla contido no NOSSD
material gendtico (DMA). Este gene, guando alterado, diminui ou mpeda a produgdo da
proleina distrofing, Esta proteina & imporante para a manutencdo dos nossos misculos.
permitindo que eles suporiem a contragdo muscular, A auséncia ou a baixa produgac desta
proteing leva uma pessoa a ter esta doenga muscular que impede ela de manter 05 seus
muscutos. O gene da distrofia se localiza numa parte do ONA chamada cromossomo X. As
mulheres possuem dois cromossomos X, portanto, duas copias deste gene, e o5 homens 50
POSSUEIM UM CrOMOSSOME X, 8 COM iS50, 30 UMa copia deste gene.

Esta doanga muscular atinge basicaments os homens, justamente por terem uma dnica copia
deste gena da distrofing. Quando esta Gnica copia se encontra allerada, o individuo apresenta
DMOVEMD. As mulheres, por possuirem duas copies deske gene s3o prolegidas da doenga,
pois quando uma das copias se enconta aherada, a outra. geralmente, & funcipnal. Ter
somente uma copia do gene funcional j permite que as mulheres confinuem produzindg niveis
normais da proteina necessania para os seus misculos, sendo consideradas saudaveds, apesar
de sefem portadoras.

Mulheres familiares (maes, mas e Bas) de memncs com DMDBMD podem possuir a mesma
alterag3o que 05 Meninos em uma das duas copias do gene da distrofia. Uma mubher que
possul uma copia do gene da distrofia é tida como portadora da doenga. |5ko quer dizer que ela
“carega” esta alteragio em uma das copias do seu gene da disofing, mas nao e doents
Sendo portadora, ela tem 50% de possibilidade de passar este gena alierado aos seus fithos.
Cuando a mae fransmite eske gene allerado aos seus filhos homens, esles serdo doentes com
DMDBMD, porém gquando ela transmile este gene alierado as suas fihas mulheres, elas
tambem serdo portadoras como a mae.

Saber o seu estado de porladora, sendo tia, imd ou mae de uma cnanga com DMOVBMD &
importante na hora de planejar ter uma familia, ja que a chance de se ter um filho com a
doanga é alta. Queremos, com aste estudo permitr que as mulheras familianes de meninos
com Distrofia Muscular de Duchenne/Becker possam saber se 53¢ ou ndo portadoras deska
ateragdo neske gene.

Como esle gene & bastanle grande, & necessario para os pesquisadores saberem qual a
aleracdo que 0 menino aparentado apresenta, para buscarmas no seu DNA esta mesma
alleragdo. Se vocé ndo possuir a mesma atleragao, sera considerada “no-portadora” do gene
allerado da distrofina e nfo precisara se preacupar com isso na hora de pensar em ler filhos.
Ja se vooh possui esta alteragdo no gene, serd considerada “portadors” & poderd receber

Rutsica do Sufeito d Peschasa {ou responsav] Ribrica ioPesqisader  C P b & Tisemi
HCPAICOFS 23 80V 705
YrRSAD AFRCHAS e
S il 1EE Pt Thans o '_‘._J";F:l.:‘jlli
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TERWO DE CONSENTIMENTO LVRE E ESCLARECIDO - SUJEITOS DA PESQUISA
Pagina -2 - de 4
aconselhamento genético para entender 05 riscos & chances de ter um filha com esta doenca
Este teste nfo & necesséno nos homens, pois o5 que #m a alleraglo no gene aprasantam
DMD/DME e os que nio possuem a alleracdo s3o saudaveis e nao-partadores.

Os procedimentos a serem utilfzados:

Para realizar este rabalho, vamos usar uma amostra de seu sangue e deste sangue serd
exlraido o DNA para analse. Lim questionann também sera realizado, sobre os seus dados
pessoais 40 Sueitn, para poskrion conlato, e dados referentes a ateragao (delecdo/duplicagaa)
o gene de mening afetado com DMDBMD aparentado,

05 desconfortos ou riscos esperados:

A participagdo no estudo implica na coleta de 4ml de sangue, com riscos e desconforios
minmos, Que poderd ser dor no momenio da coleta e formagio de hematoma (vermethidao)
na regide da coleta, apds e ter sido realizada.

Garantia de resposta a qualquer pengu nta;
Vool (ou responsivel) deve sentir-se & vontade para fazer gualquer pergunla a fim de
esclarecer suas dovidas. s responsaveis pela pesquisa garantidamente responderdo,

Os beneficios gue se pode obter:

ook pbterd conhecimento do estado de portadora ou ndo-portadora do gene da distrofia, Este
resultado poders influenciar sua escolha de querer ou ndo ter filhos. Este exame & meraments
um leste de detecgdo, e ndo impede, de maneira alguma, que vood desep engravidar
futuramente.

Alémn do conhecimento a respeito do seu estado, sera oferecido aconselhamento genetico a
fodas as mulheres que participaram deste estudo, ncluindo as portadoras e ndc-portadoras.

Liberdade de ahandonar a pesquisa sem prejuizo para si:

Caso vool {ou o responsével) fBnha vontade de ser retirado da pesquiss, iss0 poderd ser feito
a qualguer momento, sem necessidade de que se apresentem justificalivas & sam que ale sofra
qualquer tipo de prejuizo. Unicamente vocé (ou o responsdwel) dewerd comunicar aos
pesquisadores sua decisio de abandonar a pesquisa, refirando-se o consentimento dado.

Compromisso com informacao atualizada do estudo:

Toda e qualquer informacao atualizada sobre este estudo estara & disposicao de odos 08 que
participam do mesmo. Os resultados deste estudo poderdo ser comunicados a0s sujeitos da
pesquisa (ou responsanveis), semprs que soficitados.

Garantia de Privacklade:

A dignidade & a sua prvacidade, em relaglo a qualguer dado ublizado nesta pesquisa, serdo
mantidas. Seus dados estarfo prolegides pelos pesquisadores responsavers contra gualguer

Rutvrica oo Sujmio da 2 [ reaporsivel| Fubrica do Pt scdoer
HCFA | CFP
\"RIAD APROVACA

R A -
|5 R
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - SUJEITOS DA PESQUISA
Pigina-3-ded

tipo de uso que ndo o5 previstos na investigagdo. Além disto, o5 dados receberdo um ndmerg
pelo qual serfio identificados, garantindo assim, ambém, seu anonimato Sua identidade serd,
portanto, wtaimente protegida peda equipe do frabalho de pesquisa ou por qualguer oulra
pessoa

Permissio para uso da amostra de DNA e outros dados em estudos futuros:

A parir da mesma amostra do matenial genético, poderdo ser uturamente estudados outros
sagmentas de DNA ou culras Bonicas para 0 diagnostico de mulherss portadoras. Para isso,
vool {ou D responsével) poders permitr que sua amostra de DNA seja usada em novos
estpdos. Mesmo gue esta pamissdp seja dada, eshudos fulurps s poderdo sor realizados
desde que sejam aprovados antes por urn Comité de Etica em Pesquisa,

Eu, {preancher com nome oo rosponsaver) ful
informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada Recebi informacao a
respeity dos procedimentos do estude e esclareci minhas dividas, Sei que em qualquer
momento poderei solicitar novas informagtes e modificar minha decis3o se assim eu ¢ desejar,
A Bidloga Caroling Rosa Franco certificou-me de que indos os dados referenies ao sujedto
dasla pesquisa serBo confidenciais, e que, ainda, kEre a liberdade de relirar meu
consentimento de participag3o na pesquisa se assim 0 desejar. Assim, como responsavel pelo
sujefto da pesquisa loreencher com mome
o sujait da pesquisa), doul consenfimento para que ele participe da pesquisa.

Paralelamenta.
{ ) permitc que a amostra de malerial gendtico seja usada em pesquisas futuras, sem a
necessidade de nova consulta, desde que 0s novos estudos sejam devidamente aprovados por
um Comité de Etica em Pesquisa e estejam sob responsabilidade do mesmo Pesquisador
Coordenador. Fui informado que, tambem nesta situago, caso alguma inlormaco considerada
mportants seja ienfificada no matenial genético analisadc em decoméncia da pesquisa, os
pesquisadores poderlio buscar ao paciknte (v a0 responsavel) para oferecer-lhe acesso 2 bl
mformaido. Assim,

{ )estou de acorda em receber a informacan.

{  )nadomeinleresso pelas inlomaches,
{ 1} ndo permito gue o material genético seja usado em novos esludos,

Caso lenha novas perguntas sobre este estudo. para qualquer pergunta sobire o5 meus direits
coma participante deste esludo, ou se penso que fui prejudicada pela minha parbicipacfo posso
lalefonar & Bidloga Carolina Rosa Franca nos telefones (51) 9548-1606 ou (51) 3381-2824 ou 0
Or. Roberto Givgliani pelo Servigo de Gendtica Medica no kekefone (51) 2101-8011

Rusbrica oo Sujaiin ca Pasquesa jou retponse) Fubnca do Pesquisador

HCFA ! GPFG
mRSAD APRCVADA
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - SUJEMOS DA PESQUISA

Pagina - 4 - de 4
Declar que recebi cdpia do presente Termo de Consentimenic,
I IR |
Assinatura do Sijeito da Pesquisa Home da Sufoito da Pesgelsa Data
[0 res pona-dvel) fou responainvel)
- I -
Assinaiura do Pesquisador Heme do Sujeltc da Pesquisa Dhala

Na impossibilidade de aulonomia para a leitura deste Termo de Consentimenio Lire e
Esclarecido, o mesmo fiw o para
|presncher com mome de sueds da pesquiss ou do respensivel) pelo pesquisador
[presncher com nome do pesquissdo’] ENQUANID eu eslava presents como

festemunha

Assinatura da Tostemunha Home da Testamunha Data

HCFA { GPPG
VERSAD APROVADA
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6.5. Recorte dos anuncios nos jornais

1 / PORTO ALEGRE, SABADO, 30 DE DEZEMBRO DE 2006 Vida ZERO HORA

Distrofia
muscular

I O Servigo de Genética
Médica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (Rua Ramiro
| Barcelos, 2.350) estd
para a deteccio de portadores do
gene da distrofia muscular dos
tipos Duchenne e Becker. Essas
doencas afetam homens, mas
5do transmitidas por mulheres
normais, j& que 0 gene se localiza
no cromossomo X Os resultados
do trabalho devern conduzir a
uma maneira mais répida e
precisa de detectar as mulheres
que, embora sendo normais,
podem transmitir a doenca
dﬁfttbdﬂmﬂsfamﬂiarfsﬁaem
pacientes que quiserem
participar do projeto devem
entrar em contato com a
pesquisadora Carolina Franco,




] 62 ’ ZERO HORA > SEXTA | 29| DEZEMBRO | 2006

muscular dos tipos Duchenne ¢
Becker Estas doencas afetam ho-
MeNs mas s50 transmitidas por
mulheres normais, As familiares
de pacientes que quiserery parti-
cipar do projeto devem entrar em
COrfaLo coHm & pesquisadora Carg-
lina Franco, pebo telefone (51)
F648-1606. A participacao envol-
Y& apenas a coleta de oma amos-
lra de sangue,



6.6. Carta de liberagc&o do acesso aos registros AACD

”
AACD

PORTO ALEGRE
Porto Alegre, 05 de feversiro de 2007

Ao
Prof. Roberto Giugllani
Prof. Titular Departamento de Genética da UFRGS

Em resposta ac seu pedido para BCaS80 A0 Nosso cadastro de
se paclentes
g:m DNM, para participagio em pesquisa com mulheres portadoras de
Istrofia Muscular de Duchenne/Becker, em projeto de mestrado da aluna
Carolina Franco (sob sua orlentacio), venha informd-io que estamos de acordo
com esta solicitagiio. Pedimos somenie que seja cllada a AACD neste astudo.

Atencipsamente,

ra. Rosane Boger Stetzer
Médica Fislatra
Coordenadora Clinica da AACDVRS

s Considarmda oe Uilidece Piblice Docreto Faderal re1 325 de 30 08,52
2= A, Profissor Crstlane Fecher, 1510 - Jardm do Satso
Porn AMlegre - RS - CEF 94 00-{0K]
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6.7. Resultados do PCR em tempo real
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Fig 6.1 — Grafico de amplificagao das triplicatas de dois individuos para o exon 45,

para a determinacao do status de portadora. Curvas a esquerda demonstram uma

mulher nao-portadora (Cts

29,12; 29,13; e 29,10), e curvas a direita

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