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RESUMO

A fibrose cistica é uma doenga autossdmica recessiva causada por
mutagdes no gene regulador de conduténcia transmembrana na
fibrose cistica. Produz fenétipo variavel, incluindo doenca pulmonar,
insuficiéncia pancreética, leo meconial, além de agenesia bilateral dos
ductos deferentes, causando azoospermia obstrutiva e infertilidade
masculina. 0 diagnéstico genético pré-implantacional é uma alternativa
diagnéstica, que permite identificar embrides portadores de fibrose
cistica e outras doencas genéticas. Relatamos o caso de um casal
portador de fibrose cistica, sendo a mulher portadora da mutagéo 1148 T
e 0 homem da mutacdo génica Delta F508. O casal foi submetido a
técnicas de fertilizagao in vitro associadas ao diagnéstico genético
pré-implantacional, com consequente selecao de embrides saudaveis,
que foram transferidos para o (tero, resultando em gravidez sem
intercorréncias e com feto saudével, do sexo masculino.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis is an autosomal recessive disorder caused by mutations
in the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene.
This disorder produces a variable phenotype including lung disease,
pancreatic insufficiency, and meconium ileus plus bilateral agenesis of
the vas deferens causing obstructive azoospermia and male infertility.
Preimplantation genetic diagnosis is an alternative that allows
identification of embryos affected by this or other genetic diseases.
We report a case of couple with cystic fibrosis; the woman had the
1148 T mutation and the man had the Delta F508 gene mutation. The
couple underwent in vitro fertilization, associated with preimplantation
genetic diagnosis, and with subsequent selection of healthy embryos

for uterine transfer. The result was an uneventful pregnancy and delivery
of a healthy male baby.
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INTRODUGAO

As técnicas de reproducio assistida evoluem a cada dia,
gracas a melhoria nos equipamentos laboratoriais e dos
meios para cultivo de gametas e embrides. A introdu-
¢ao de novas drogas utilizadas na indugao da ovulacao,
e o aperfeicoamento de técnicas de criopreservacao de
gametas e embriodes sdo parte desse desenvolvimento.
Com esses avancos, casais portadores ou com ante-
cedente de doengas genéticas podem ser beneficiados
com a fertilizagdo in vitro (FIV) associada ao diagndsti-
co genético pré-implantacional (PGD, preimplantation
genetic diagnosis), permitindo a selecdo de embrides
saudaveis previamente a transferéncia intrauterina.®

Diagndstico genético pré-implantacional

O PGD foi desenvolvido com o intuito de fornecer al-
ternativas para o diagnostico pré-natal em casais com
risco de transmissido de doencgas genéticas a prole. Esse
procedimento pode ser 1til nos casos de doencas liga-
das ao sexo, anomalias cromossOmicas e defeitos envol-
vendo um dnico gene.V)
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Na realizacao do PGD, os casais devem ser submeti-
dos a FIV, mesmo na auséncia da indicacao dessa técni-
ca (Figura 1). Para minimizar os riscos de contaminacao
por células parentais, durante a FIV, recomenda-se o
uso da técnica de injecao intracitoplasmatica de esper-
matozoides (ICSI, intra-citoplasmic sperm injection).®
Havendo fertilizagao, os embrides permanecem em cul-
tivo, até que uma ou mais células possam ser retiradas e
submetidas ao diagndstico genético.V)
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ICSI: intra-citoplasmic sperm injection, PGD: preimplantation genetic diagnosis.
Figura 1. Diagnéstico genético pré-implantacional

Para o PGD, utilizam-se técnicas baseadas na rea-
¢do em cadeia da polimerase (PCR) e na citogenética
molecular. Por muito tempo utilizada, a técnica de hibri-
dizagdo in situ fluorescente (FISH) vem sendo substitui-
da pela hibridizacdo comparativa do genoma em arrays
(aCGH, Array-Comparative Genomic Hybridization),*
que analisa amplificagcoes e delecdes especificas do ge-
noma, permitindo detectar ganhos e perdas de material
genético em regioes especificas do genoma com alta re-
solucdo (dez a cem vezes maior que as técnicas tradicio-
nais),® dependendo da plataforma de analise utilizada.
Além disso, aCGH permite um estudo mais acurado
das anomalias cromossOmicas e delecoes ou rearranjos
genéticos do que o FISH.

Bidpsia de embriao
A biodpsia de embrido consiste na remo¢ao de uma ou
mais células do embridao pré-implantacdo para subse-
quente estudo genético. O primeiro caso de PGD em
humanos foi relatado por Handyside et al.©®

Ap0s técnica de ICSI, os embrides sao cultivados
até o 3° dia de clivagem, podendo o cultivo se prolongar
até a fase de blastocisto (59/62 dia de cultivo) para, en-
tao, serem submetidos a bidpsia, sem que haja prejuizo
a implantagao ou ao desenvolvimento gestacional.® A
bidpsia ¢ mais frequentemente realizada no 32 dia de
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desenvolvimento embriondrio (estagio de seis a oito cé-
lulas), sendo que um ou dois blastdmeros € retirado de
cada embriao” (Figura 2). Uma das vantagens ao pos-
tergar a biopsia de embrides até o estdgio de blastocisto
¢ a possibilidade de obtencao de maior niimero de célu-
las (trofoderma) para a realizacdo da analise genética,
aumentado o nimero de copias de DNA e a acuracia
no diagnostico.®

Figura 2. Bidpsia

Fibrose cistica

A fibrose cistica (FC) ¢ uma doenca autossomica re-
cessiva causada por mutagdes no gene regulador de
condutancia transmembrana na fibrose cistica (CFTR,
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) e
afeta 1 a cada 2.500 recém-nascidos.”’) Esse gene co-
difica uma proteina expressa na membrana apical das
células epiteliais exdcrinas.'”) Mutacoes no gene CFTR
produzem um fenétipo variavel, incluindo doenga pul-
monar, insuficiéncia pancredtica, ileo meconio) e tam-
bém estao envolvidas na agenesia bilateral dos ductos
deferentes, causando azoospermia obstrutiva e infertili-
dade masculina® (Figura 3).
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Figura 3. Fibrose cistica
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RELATO DE CASO

Relatamos aqui o caso de paciente do género femini-
no, 33 anos, sem filhos, inicialmente avaliada em 25 de
marco de 2004, com dificuldade para engravidar havia
2 anos. Referia menarca aos 11 anos, ciclo menstrual
regular e antecedente materno de neoplasia maligna
de mama. Apresentava, a ultrassonografia transvaginal,
cisto simples paratubario a esquerda e imagem sugesti-
va de cisto dermoide a direita (16,0 x 12,0mm de diame-
tro), estaveis havia 12 meses. Os exames laboratoriais e
as pesquisas para fungo e bactérias, na secrecao vaginal,
foram normais. A paciente era sabidamente portadora
da mutacao 1148 T para FC.

A paciente era casada ha 12 anos. Seu parceiro de
33 anos apresentava acentuada oligospermia e diagnos-
tico de varicocele. Apds corregao cirdrgica, evoluiu com
melhora dos pardmetros seminais, cuja concentracao
aumentou de 0,75 milhdes/mL para 5,48 milhoes/mL.
O paciente era portador da mutagao génica Delta F508
para FC.

A paciente foi submetida a FIV/ICSI em setembro
de 2004, com obtencao de sete embrides, dos quais trés
foram transferidos para o tutero da paciente e quatro
congelados. O teste de gravidez foi positivo em 22 de
outubro de 2004, e a ultrassonografia transvaginal evi-
denciou um saco gestacional compativel com gestagao
de 5 semanas. Em 10 de dezembro, com 112 semanas
de gestacdo, foi submetida a bidpsia de vilo corial con-
firmando sexo masculino. Para avaliacio da mutagao
Delta F508, foi realizada PCR e eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12%. Para pesquisa da mutagio 1148 T,
foi realizada PCR com primers envolvendo o éxon 4. Em
seguida, procedeu-se a digestao enzimatica com enzima
Bsrl. Dessa forma, ficou comprovado tratar-se de embriao
portador de FC.

A paciente evoluiu para abortamento e foi subme-
tida a curetagem uterina em maio de 2005. Logo apds,
perdeu seguimento por 5 meses.

Observou-se que o casal apresentava os polimor-
fismos TUB18 e KM19, os quais possibilitariam a
identificacao de alelos mutantes em gestagoes futuras,
aumentando, assim, o poder de deteccao do embriao
afetado.

Em abril de 2006, a paciente foi submetida a his-
teroscopia para ressecgao de septo uterino secunda-
rio a curetagem prévia. Reiniciou o uso de analogo do
GnRH em maio de 2006, além de antibidtico e polivi-
taminico. Entretanto, teve ma resposta ao bloqueio do
eixo hipotalamo-hipofisario.

Na etapa seguinte, optou-se por ciclo natural, com
obtencao de foliculo de 19,0mm de diametro em ovario
direito e endométrio trilaminar, com 10,0mm de espes-
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sura a ultrassonografia transvaginal, realizada em 31 de
agosto de 2006.

Os quatro embrides previamente congelados foram
biopsiados, utilizando-se a técnica de laser para perfu-
racdo da zona pelucida, e, entao, os blastdmeros foram
submetidos a avaliagao genética. Nao houve amplifica-
¢ao de primers no primeiro embriao, ndo sendo possivel
a pesquisa das mutagoes. O segundo blastobmero era
portador de ambas as mutacoes e, desse modo, porta-
dor de FC. O terceiro apresentou apenas a mutagao
1148 T e o quarto blastdmero nao apresentou nenhu-
ma das mutagdes estudadas. O terceiro e o quarto em-
brides foram, entao, transferidos no dia 5 de setembro
de 2006. Ecografia realizada em 6 de novembro de 2006
evidenciou gestacdo compativel com 11 semanas e 5
dias pela biometria e feto com translucéncia nucal den-
tro da normalidade. Em 10 de maio de 2007, a paciente
foi submetida a cesariana, dando a luz um recém-nasci-
do do sexo masculino, com 3.320g e Apgar 8/10, sem in-
tercorréncias. Amamentou durante 2 meses e retornou
a clinica 11 meses apds o parto. A ocasido, a crianca
apresentava poliglobulia e eosinofilia aos exames labo-
ratoriais, sem quaisquer outras alteracoes ou queixas.

DISCUSSAO

Nas doencas autossdmicas recessivas, cada um dos pais
da crianca afetada € portador de uma tinica cépia do
alelo mutado. Em cada concepcao, a possibilidade da
crianga nascer com a doencga € 25%. Os portadores sao
assintomaticos e os casais somente tém consciéncia do
problema quando ja tiverem filhos afetados, algum pa-
rente acometido pela doenca ou se houve investigagcao
prévia do casal.!® Por essa razao, o PGD, associado a
FIV/ICSI, parece ser a Gnica maneira de evitar a re-
corréncia.!¥

Taylor et al. concluiram que o laser nao influenciou
o procedimento de bidpsia e nem afetou o desenvol-
vimento embrionario.® Keymolen et al., em estudo
realizado ao longo de 11 anos no Centro de Genética
Médica, na Bélgica, relataram PGD em embrides de 47
casais, sendo a FC a indicacao mais frequente desses
procedimentos (55% dos casos). No total, 461 embrides
foram submetidos a bidpsia e, ao final do estudo, dentre
os 25 recém-nascidos, ndo houve nenhum diagndstico
de FC.(9

Neste relato, descrevemos o caso de PGD com nas-
cimento de bebé saudavel cujo casal apresentava risco
de transmissao hereditaria de FC. A esposa era por-
tadora da mutacao 1148 T para FC e seu marido era
portador da mutacao génica Delta F508 para a mesma
doenca. O casal foi submetido a procedimento de FVI/



ICS], vitrificagao e desvitrificacao de embrides, PGD e
transferéncia embrionaria. Houve confirmacao de gra-
videz, que ocorreu sem intercorréncias, com nascimento
de um menino por parto cesarea.

Em conclusao, o uso do PGD foi eficiente para a
deteccao de FC nos embrides avaliados. Essa experién-
cia positiva serve de incentivo para o uso mais frequen-
te dessa técnica e, também, estimula o desenvolvimen-
to de protocolos de PGD para muitas outras doengas
genéticas.
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