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RESUMO

A Sindrome do X-Fragil (SXF) representa a principal condicdo genética
associada ao desenvolvimento de Transtornos do Espectro Autista (TEA) e de
Deficiéncia Intelectual hereditaria. Uma vez que esta sindrome apresenta
expressividade variavel e alta prevaléncia em portadores de Transtornos do Espectro
Autista, os testes de triagem para a SXF se fazem necessarios para todos os
individuos diagnosticados com TEA e/ou com Deficiéncia Intelectual, pois a
observacéo de mutagcdes no gene FMR1 pode levar a novas op¢des de tratamento do
paciente. Neste estudo, foram verificadas a presenca e a frequéncia de mutacdes
dinamicas no gene FMR1 de 101 individuos diagnosticados com TEA, por meio da
analise molecular. Devido a caréncia de dados epidemiologicos sobre a SXF com a
populacéo brasileira e a auséncia de estudos ja realizados com a populacao do Estado
do Amazonas, este trabalho representa uma contribuicdo sobre a frequéncia desta
sindrome na populacao deste Estado brasileiro.

Palavras-chave: FMR1. PCR. Muta¢cédo dinamica. Trinucleotideo CGG.



ABSTRACT

Fragile X Syndrome (FXS) is the main genetic condition associated to the
development of Autism Spectrum Disorders (ASD) and hereditary Intellectual
Deficiency (ID). Due to the variable expressivity of this syndrome and to its high
prevalence among ASD patients, requiring screening tests for FXS is important for all
individuals diagnosed with ASD and/or ID, because the presence of mutations in the
FMR1 gene could lead to new options of treatment for the patient. In this study, the
presence and the frequency of dynamic mutations in the FMR1 gene of 101 ASD
patients has been verified by molecular analysis. There are few epidemiological data
about the frequency of FXS in the Brazilian population and no study has already been
performed in the State of Amazonas, so, this work provides a contribution to the
prevalence of this syndrome in this Brazilian state.

Keywords: FMR1. PCR. Dynamic mutation. CGG trinucleotide.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome do X-Fragil (SXF) é a forma mais frequente de Deficiéncia
Intelectual hereditaria e também a condicdo genética de origem monogénica mais
comum para os Transtornos do Espectro Autista (TEA). A causa mais observada para
a sindrome, além de raras mutacdes pontuais e delec¢des, sdo grandes expansdes de
uma regido microssatélite composta pelo trinucleotideo CGG na regidao 5’-UTR do
gene FMR1, localizado no cromossomo X. Numeros acima de duzentas repeticdes
geralmente levam ao silenciamento epigenético por hipermetilacdo no promotor do
gene e consequentemente a inativacdo de expressdo da proteina FMRP, cuja
auséncia nos neuronios é responsavel pelo desenvolvimento de Deficiéncia Intelectual
nos portadores de SXF. Os sintomas classicos da SXF estdo associados a Deficiéncia
Intelectual, a distirbios comportamentais e psiquiatricos e ainda a anomalias faciais,

as quais geralmente se apresentam de forma mais leve nas mulheres.

A comorbidade de Deficiéncia Intelectual comumente observada em individuos
portadores de Transtornos do Espectro Autista pode ser indicativa da presenca de
SXF. Devido a isso e também a alta prevaléncia de TEA em portadores de SXF, a
analise molecular do gene FMR1 nesses individuos se faz importante e necessaria,
pois a observacao de mutacfes neste gene pode levar a novas opc¢des de tratamento

do paciente.

Uma vez que nao ha trabalhos publicados para a deteccdo de mutacdes em
alelos do gene FMR1 em individuos da populacdo do Amazonas, este trabalho teve
como obijetivo fazer a investigacdo molecular de mutacées no gene FMR1, verificando
a prevaléncia da Sindrome do X-Fragil em individuos portadores de Transtornos do
Espectro Autista assistidos por duas instituicbes multidisciplinares da cidade de

Manaus, Amazonas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 TRANSTORNOS DO ESPECTRO AUTISTA (TEA)

Os Transtornos do Espectro Autista (TEA) representam uma nova
denominagéo para referéncia a quatro distdrbios do neurodesenvolvimento antes
diagnosticados separadamente: o autismo classico, a sindrome de Asperger, 0S
distarbios desintegrativos infantis e os disturbios pervasivos do desenvolvimento ndo
especificados (LAl et al., 2014). De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de
Distirbios Mentais (DSM-5, 2014), o qual mantem posicdo de referéncia na
classificacao de transtornos mentais, individuos que haviam recebido diagndéstico para
cada um dos quatro disturbios anteriormente citados devem entdo, a partir da

publicacdo da 52 edicdo deste manual, receber o diagnostico de TEA.

Na 42 edicdo do DSM (DSM-4), o autismo classico, assim como as outras trés
condicbes do neurodesenvolvimento, eram definidos por uma triade de
caracteristicas: (1) dificuldades de comunicacdo e interacdo sociais;
(2) comportamentos restritos e repetitivos; e (3) desenvolvimento atipico da
linguagem. Com a publicacdo do DSM-5 (2014), houve reducdo para uma diade,
tendo sido o desenvolvimento atipico da linguagem retirado dos critérios diagnosticos.
Esta caracteristica, apesar de ter ampla presenca em portadores de TEA e de
historicamente conduzir ao diagnéstico de autismo, agora é considerada apenas como

uma condi¢do comadrbida, ou, concomitante (LAl et al., 2014).

Os TEA, portanto, compreendem um amplo grupo de condi¢Bes que afetam o
neurodesenvolvimento, caracterizadas por dois critérios: (A) deficiéncias severas na
comunicacao e interacao sociais e (B) presenca de comportamentos estereotipados e
repetitivos (LIU e TAKUMI, 2014). A Tabela 1 abaixo lista alguns exemplos
especificos dos critérios A e B para o diagnéstico de TEA, constantes no DSM-5
(2014).
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Tabela 1. Critérios diagndsticos e caracteristicas comportamentais dos TEA (DSM-5, 2014).

Critérios diagnésticos Caracteristicas especificas

Déficits na reciprocidade socioemocional;
dificuldades em manter uma conversa normal;
comunicacdo verbal e nao verbal pouco
g e : integrada a normalidade; auséncia parcial ou
Critério A: déficits persistentes 9 P
. ~ . ~ total de expresséo facial,
na comunicacao e interacao

sociais .
Dificuldades para desenvolver, manter e

compreender relacionamentos; dificuldades
em fazer amigos, dificuldades em compartilhar

brincadeiras imaginativas, etc.

Movimentos motores; uso de objetos ou fala
estereotipados; insisténcia nas mesmas
. ] . : coisas; adesao inflexivel a rotinas; sofrimento
Critério B: padrdes restritos e

. extremo em relagéo a pequenas mudancgas;
repetitivos de comportamentos,

atividades e interesses. Hiper ou hiporreatividade a estimulos

sensoriais ou interesse incomum por aspectos

sensoriais do ambiente

O diagnéstico de TEA € geralmente realizado por pediatras, neuropediatras,
neurologistas, psiquiatras, psicologos e outros especialistas. Segundo a National X
Fragile Foundation, NFXF (Fundacdo Americana do X-Fragil), o profissional de saude
pode fornecer o diagnéstico de TEA a um individuo apds observacéo de seu fenotipo
comportamental e de seus padrées de linguagem e comunicacao, e também, pode
fazé-lo baseando-se nos critérios de avaliagdo contidos no DSM-5 (2014). Além disso,
outros instrumentos avaliativos como o Autism Diagnostic Observation Schedule, 22
edicdo (ADOS-2) e o Autism Diagnostic Interview — Revised (ADI-R), considerados
padrao-ouro devido a sua alta acuracidade, podem ser aplicados no diagndstico de

TEA. A intervencgéo e apoio aos portadores de TEA devem ser feitos por uma equipe
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multidisciplinar (neuropediatras, neurologistas, psicologos, pedagogos,
fonoaudidlogos, etc) e, se necessario, com a prescricdo de farmacos para amenizar
sintomas comorbidos como ansiedade, insénia e depresséo, ndo havendo, no entanto,

atuacdo direta sobre 0s prejuizos na interagdo social, afirmam Lai et al. (2014).

A prevaléncia média de TEA na populacdo mundial € 0.62 % (ELSABBAGH et
al., 2012), apesar de que alguns estudos em maior escala tenham apresentado dados
de 1 a 2% (LAl et al., 2014). Ja a prevaléncia de TEA em individuos portadores de
Sindrome do X-Fragil varia de 30% a 50% (KAUFFMAN et al., 2004; HAGERMAN e
HARRIS, 2008; ABBEDUTO et al., 2014), o que significa dizer que uma alta
porcentagem de pacientes afetados pela SXF que preenchem os critérios diagnosticos
para os TEA.

Os individuos do sexo masculino, de modo geral, sdo quatro vezes mais
afetados que os do sexo feminino (WINARNI et al., 2013), mas os fatores especificos
responsaveis pela maior incidéncia em homens ainda nédo estdo esclarecidos,
havendo algumas teorias que buscam explicacao para tal fato (BARON-COHEN et al.,
2011). A Teoria do cromossomo X associa a maior incidéncia de TEA em homens ao
fato de que o cromossomo X possui mais genes expressos no cérebro do que outros
cromossomos (NGUYEN e DISTECHE, 2006). Adiciona-se ainda a esta teoria a
observacdo de que mais de 10% dos individuos com déficits de aprendizado
apresentam padrdes de heranca relacionados ao cromossomo X (LAUMONNIER et
al., 2007).

A etiologia dos TEA é complexa, envolvendo fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais, bem como a associacdo de todos eles (ROBERTS et al., 2014).
Condicdes como baixo peso do individuo ao nascer, exposicdo fetal ao acido
valproico, idade parental avancada (DSM-5, 2014; SANDIN et al., 2015) e diferencas
significativas de idade entre os genitores (SANDIN et al., 2015) representam fatores
ambientais de risco que podem contribuir para o desenvolvimento de TEA em um
individuo. Os fatores genéticos, sejam eles de origem monogénica ou poligénica, sao
responsaveis por até 37% dos casos de TEA (DSM-5, 2014). Wheeler et al. (2014)
exemplificam algumas condi¢Bes genéticas relacionadas ao comportamento autista:

a Esclerose tuberosa, a Sindrome de Down, a Sindrome de Prader-Willi, a Sindrome
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de Angelman, delec¢des no braco longo do cromossomo 22 (22q) e a Sindrome do X-
Fragil. Segundo eles, esta ultima condicdo é a mais frequentemente observada em

portadores de TEA.

2.2 SINDROME DO X-FRAGIL (SXF)
2.2.1 Historico e Definicao

O atraso ou retardo mental hereditario (termo utilizado na época) ligado ao
cromossomo X foi primeiramente descrito em 1943 por J. Purdon Martin e Julia Bell
ao analisarem uma familia de seis geracdes, em que foram encontrados 11 individuos
do sexo masculino apresentando Deficiéncia Intelectual (DI). Durante a analise
familial, Martin e Bell (1943) observaram que esta condicdo neurolOgica, associada a
dismorfias faciais peculiares, apresentava-se em filhos (homens) de maes
aparentemente normais, mas nao nas filhas destas. A este conjunto de fendtipos
neurolégicos e dismorficos, com heranca ligada ao cromossomo X, deu-se

inicialmente o nome de Sindrome de Martin-Bell.

Lubs (1969), ao realizar cultura de leucdcitos de quatro homens também
apresentando Deficiéncia Intelectual e caracteristicas faciais dismorficas, observou
gue 10% a 30% dessas células apresentavam uma constricAo secundaria na
extremidade distal do braco longo do cromossomo X. Anos mais tarde, a localizac&o
mais precisa desta constricdo foi identificada em Xg27.3 por Sutherland (1977), e esta
regido similar a uma falha ou quebra passou a ser conhecida como “sitio fragil”
(MARTINS, 2014) (Figura 1).



16

Sitio fragil no cromossomo X

Figura 1. Imagens do cromossomo X metafasico apresentando sitio fragil na extremidade
distal do braco longo. Fonte: Gédmez (2011)

Até 1980, ainda ndo haviam sido relacionados os estudos de Martin e Bell em
1943 e os de Lubs em 1969 (MARTINS, 2014). Entdo no ano de 1991, Verkerk et al.
(1991) identificaram e sequenciaram por clonagem posicional o gene denominado
FMR1 (fragile X mental retardation 1) associado a sindrome descrita por Martin e Bell
(1943).

A Sindrome de Martin-Bell ou Sindrome de Escalante, atualmente denominada
Sindrome do X-Fragil (SXF), é caracterizada como um distarbio recessivo associado
ao cromossomo X, com penetrancia reduzida - 80% em homens e 30% em mulheres
(JIN e Warren, 2000), com expressividade variavel, e pertencente ao grupo de
doencas genéticas decorrentes da expansdo de repeticbes instaveis nao
codificadoras (BAGNI et al., 2012). Esta sindrome € considerada a causa de carater
monogénico mais frequente para os TEA e para a Deficiéncia Intelectual hereditaria
(CHOI et al., 2015).
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2.2.2 Caracteristicas fenotipicas do paciente

A caracterizacdo do fendtipo da SXF (dificuldades na linguagem,
comportamento repetitivo e contato visual reduzido) apresenta grande similaridade
com aquele observado em portadores de TEA, tendo sido tal fato o que primeiramente
motivou as pesquisas sobre a compreenséo da relacdo entre estas duas condi¢des
patolégicas (MEGUID et al., 2014). Um individuo pode ser portador de SXF ou de TEA
isoladamente, ou ainda, apresentar ambas as condicdes concomitantemente,
conforme Winarni et al. (2013). Quanto a esta Ultima situacdo, Wheeler et al. (2014)
afirmam que criangas que manifestam as duas patologias em comorbidade tém as
habilidades social e comunicativa geralmente menos desenvolvidas, os disturbios de
comportamento sdo mais graves e o déficit cognitivo € mais acentuado do que

individuos com TEA ou SXF isoladamente.

Os principais grupos sintomaticos observados em portadores da SXF sdo a
Deficiéncia Intelectual (DI), distarbios comportamentais e psiquiatricos e ainda
dismorfias anatdmicas (Tabela 2). As caracteristicas morfologicas, segundo Garber et
al. (2008), apresentam-se de forma sutil e podem muitas vezes ndo ser 6bvias.
Orelhas externas evertidas e de baixa implantacdo, as quais representam a
caracteristica morfolégica mais comum, podem estar ausentes em até 25% dos
afetados (MARTINS, 2014). Outros tracos fenotipicos, como prognatismo e o
macrorquidismo, sé se tornam evidentes apés a puberdade, afirmam Heulens et al.
(2013). Mandel e Biancalana (2004) acrescentam ainda que, devido ao fato de tais
caracteristicas ndo se manifestarem de maneira constante ou especifica, nem sempre
pode-se afirmar ou excluir o diagndéstico de SXF baseando-se unicamente na analise

clinica do paciente.

O quadro fenotipico dos portadores da SXF difere entre os géneros masculino
e feminino. Sendo a SXF uma condicdo ligada ao cromossomo X, mulheres
geralmente apresentam caracteristicas comportamentais e morfolégicas mais leves,
uma vez que apresentam um segundo cromossomo X normal (GARBER et al., 2008).
Segundo Bagni et al. (2012), homens afetados podem apresentar quadro clinico
bastante variado, com graus moderado a severo. Ja quanto a mulheres afetadas, a

maioria apresenta indices de QI na faixa da normalidade, apesar de que sejam
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comuns a dificuldade de aprendizagem e disturbios emocionais, como depressao e
ansiedade (HAGERMAN et al., 2011).

Tabela 2. Caracteristicas fenotipicas de pacientes portadores de SXF. Fonte (COLLINS et al.,
2010; DE ESCH et al., 2014).

Caracteristicas Exemplos especificos
Morfologia facial Face alongada, orelhas externas evertidas,
macrocefalia, prognatismo, curvatura

anormal do palato
Macrorquidismo pés-puberdade

Anormalidades do tecido conjuntivo Hiperextensibilidade das articulacoes,
infecgdes recorrentes da orelha interna.

Timidez ou pouco contato visual
Déficit de atencao / hiperatividade
Dificuldade de comunicacao

Comportamentos repetitivos Habito de bater e morder as maos

Além das caracteristicas supracitadas, portadores de SXF podem
ocasionalmente apresentar outras condicbes patoldgicas como estrabismo,
hiperextensibilidade articular, pes planus, palato alto e arqueado, prolapso da valva
mitral, escoliose e hipotonia (DE ESCH et al., 2014). Especialmente durante a
infancia, pode haver casos recorrentes de otite média e sinusite (HAGERMAN et al.,
1987), refluxo gastroesofagico em um terco dos portadores (HAGERMAN, 2002) e
ainda, convulsdes e quadros epilépticos com uma incidéncia de 13 a 18% em meninos
e 5% em meninas (MUSUMECI et al., 1999).

Dentre todas as caracteristicas apresentadas por individuos SXF, a DI
representa a mais acentuada e mais consistente, segundo o DSM-5 (2014). Os termos
Deficiéncia Intelectual e Deficiéncia do Desenvolvimento Intelectual surgiram
respectivamente no DSM-5 (2014) e no CID-11, em substituicAo ao antigo e
depreciativo Retardo Mental, o qual foi constante até a 42 edicdo do DSM. De acordo

com a Associacdo Americana de Disturbios Intelectuais e do Desenvolvimento
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(AAIDD, American Association on Intellectual and Developmental Disabilities), a DI é
definida por (1) significantes limitagcdes de fun¢bes cognitivas (como raciocinio, leitura,
solucao de problemas), por (2) dificuldades no desenvolvimento de comportamentos
adaptativos (como atividades sociais e praticas diarias) e pelo (3) inicio desses
sintomas anterior aos dezoito anos de idade do individuo. Estes trés critérios
juntamente com o teste de quoficiente de inteligéncia (QI) sé&o utlizados para o
complexo diagndstico de DI. O teste de QI € a principal ferramenta na mensuracao da
capacidade intelectual de um individuo e resultados abaixo ou proximos de 70 séo
indicativos de limitagdes cognitivas.

A incidéncia de DI na populacdo geral € de aproximadamente 3%
(TALLANTYRE e ROBERTSON, 2013). Na SXF, a DI esta presente em mais de 90%
dos casos de homens afetados (HESSL et al., 2009), mas em apenas um terco das
mulheres portadoras de FM (BAGNI et al., 2012).

2.2.3 Fisiopatologia da SXF

A principal causa para a SXF € a expansao expressiva de uma regido de
repeticdo instavel composta pelo trinucleotideo CGG (citosina-guanina-guanina)
localizada na regido 5’ ndo traduzida (5’-UTR) do éxon 1 do gene FMR1 (NOLIN et al.,
2014; DE ESCH et al., 2014; MYRICK et al., 2015). Este gene esta situado na
extremidade distal do braco longo do cromossomo X, em um loco denominado
FRAXA, na regido Xq27.3.

A expansdao da repeticdo CGG no gene FMR1 é um tipo de mutacdo dinamica
gue responde por mais de 98% dos casos de SXF (SHERMAN et al., 2005; PEPRAH,
2014). No entanto, h& outros tipos de mutacdes menos frequentes que acometem este
gene. Conforme afirmam Sethna et al. (2014), j4 foram relatados alguns poucos casos
de mutacdes pontuais de sentido trocado (missense mutations) e de dele¢des no gene

FMR1, ocasionando igualmente a sindrome.

Grandes expansodes do trinucleotideo CGG geralmente sdo acompanhadas por

extensa metilacdo na citosina da regido microssatélite e do promotor do gene, o que
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prejudica ou silencia a transcri¢cdo do pré-mRNA do gene FMR1 e consequentemente
diminui ou inibe a expressdo de uma proteina denominada FMRP (Fragile X-Mental
Retardation Protein) (NUSSBAUM et al., 2008). Essa inibi¢&do, segundo Penagarikano
etal. (2007), se da por meio do processo de ligacao de grupamentos metil ao promotor
do gene, o que impede a ligacdo de fatores proteicos de transcricdo e induz a

condensacao da cromatina, impedindo a acdo da maquinaria transcricional.

A FMRP é o produto proteico resultante da traducdo do mRNA do gene FMR1,
sendo expressa em Varios tecidos corporais, principalmente no cérebro e nos
testiculos (NUSSBAUM et al., 2008). Nos neurbnios de um individuo néo afetado, esta
proteina é encontrada no corpo celular, nas espinhas dendriticas e ainda nas sinapses
(SETHNA et al.,, 2014). Por meio do blogueio da montagem ribossomica e da
interrupcéo de ribossomos ja em atividade, a FMRP age controlando a traducéo local
de mRNAs especificos (DE ESCH et al., 2014), incluindo o préprio transcrito que lhe
da origem (DARNELL e KLANN, 2013).

Uma vez que possui a capacidade de se ligar a moléculas de mRNA especificas,
a FMRP regula negativamente a sintese de proteinas nos dendritos neuronais
(GARBER et al., 2006). Estima-se que aproximadamente 4% de todo o RNA transcrito
nas células cerebrais sejam regulados por meio da ligacao deste acido ribonucleico a
FMRP (LIPTON e SAHIN, 2013), sendo que muitos desses RNA estédo envolvidos em
funcdes sinapticas, na sinalizacéo celular e no desenvolvimento neuronal (SETHNA
et al., 2014). Com isso, segundo Garber et al. (2008), a diminui¢cdo ou total auséncia
dos niveis de expressao da FMRP resultam respectivamente em menor regulacéo
traducional de RNAs-alvo e na falta de interacdo FMRP-RNA, havendo, portanto,
expressao descontrolada desses transcritos e aumento na concentracao de proteinas

nos dendritos.

Os dendritos neuronais apresentam estruturas diminutas em suas
extremidades chamadas de espinhas dendriticas (Figura 2), cujas principais funcdes
sdo aumentar a area de contato e a comunicacdo elétrica entre os neurbnios
(McLENNAN et al., 2011) e receber inputs (sinais elétricos) que chegam ao corpo
celular neuronal (MOURAO e ABRAMOV, 2011). A sintese proteica de FMRP nas

espinhas dendriticas é essencial para a sua completa maturacdo e para a realizacéo
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de trocas sinapticas de longa duracdo, o que fortalece o papel desta proteina na
plasticidade sinaptica (WINARNI et al., 2013; DE ESCH et al., 2014).

Morfologia das espinhas dendriticas

|

immature mature

Figura 2. (A) Fotomicrografia apresentando a morfologia das espinhas dendriticas, obtida pelo
método de impregnacdo de Golgi. (B) Representacdo grafica da morfologia de espinhas
dendriticas com maturagao incompleta (esq.) e completa (dir). Fonte: DE ESCH et al. (2014).

A plasticidade sinaptica ou neuroplasticidade € definida por Mourédo e Abramov
(2011) como o processo continuo em que novas conexdes sinapticas sao formadas —
e as antigas sao interrompidas — em resposta a estimulos externos, sendo entao este
mecanismo vital para funcdes cerebrais como memoaria e aprendizado. Uma vez que
estas funcdes sdo sustentadas pela sintese proteica de FMRP nas espinhas
dendriticas, a reducdo ou total auséncia de sua expressdo estdo associadas a
sintomas como DI e caracteristicas autistas em um individuo (MCCARY e ROBERTS,
2013). O desequilibrio entre vias excitatoria e inibitéria causado pela reducdo ou
auséncia de expressdo da FMRP também acarreta a reducdo da sintese de
serotonina, sendo esta Ultima condicdo também presente em varias formas de TEA
(WINARNI et al., 2013).

2.2.4 O gene FMRL1 e as diferentes classes alélicas

O gene FMR1(Fragile X-Mental Retardation Gene 1) apresenta extensao de
38kb e esta localizado em um loco denominado FRAXA em Xq27.3 (brago longo
cromossomo X, regido 2, banda 7, sub-banda 3) (MCLENNAN et al., 2011). Seu
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MRNA apresenta um comprimento de 4,4kb compostos por 17 éxons
(PENAGARIKANO et al., 2007), sendo que o primeiro desses éxons contém uma
regido microssatélite compostas por trinucleotideos CGG, localizada entre a ilha CpG
na regido promotora e a sequéncia codificadora (ou ORF —open reading frame) (Figura
3).

Representacao esquemaética do gene FMR1

5,-.L.'.1.-.R ' AUG Exon — intron 3-UTR

o .
N .

E O

_______________

_______________

Figura 3. Gene FMR1 composto de 17 éxons (blocos verdes), intercalados por introns (blocos
negros). A regido microssatélite composta do trinucleotideo CGG encontra-se na regiao 5’-UTR
do éxon 1, anteriormente ao cddon de inicio de traducdo AUG. Fonte: GAomez (2011) com
modificac@es.

O gene FMR1 pode ser classificado de acordo com o namero de repeticoes
CGG que possui e a relacdo deste numero com fatores epidemiologicos. Existem
guatro classes alélicas para o gene FMR1: (1) alelos normais, (2) alelos intermediarios

ou grey zone, (3) alelos pré-mutados e (4) alelos com mutagdo completa.

Alelos normais (NM): a primeira classe alélica é representada por individuos
nao afetados. A populacédo normal apresenta polimorfismo para a regido microssatélite
CGG, cuja quantidade de repeticbes pode variar de 5 a 44, sendo 29 e 30 0s nimeros
mais comuns (SETHNA et al., 2014). Geralmente a repeticdo é herdada de forma
estavel e apresenta repeticdes regularmente intercaladas do trinucleotideo AGG
(adenina-guanina-guanina), as quais parecem ter funcdo na manutencdo da

estabilidade durante a transmissado de uma geracao a outra (JIN e WARREN, 2000).
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Alelo intermediario (GZ): a classe alélica denominada zona cinzenta, grey
zone ou ainda zona intermediaria é representada por uma faixa que varia de 45 a 54
repeticoes CGG (FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2009). Segundo Bagni et al. (2012),
este tipo de alelo apresenta instabilidade meidtica em potencial, sendo possivel haver
expansao durante transmissao de uma geracao a outra, e por conta disso, Nolin et al.
(2003) classificam os alelos intermediarios como precursores de pré-mutacao.
Expansdes de alelos GZ para alelos FM no periodo de uma Unica geracao ainda nao
foram relatadas (CRONISTER et al., 2008).

Alelos com pré-mutacdo (PM): os alelos pré-mutados sdo aqueles que
apresentam de 55 a 200 repeticdes CGG no gene FMR1 (JANG et al., 2014). Alelos
contendo esta faixa de repeticdes geralmente ndo sofrem a acéo de metiltransferases
na regido promotora, mas sao altamente instaveis durante a transmissdo de uma
geracdo para a proxima, conforme afirmam SHERMAN et al. (2005). A PM é
relativamente comum na populacéo geral, estando presente em aproximadamente 1
entre 130 a 250 mulheres e 1 entre 250 a 810 homens (MEGUID et al., 2014).

Alelos com mutacdo completa (FM, de full mutation): a mutacdo completa
no gene FMR1 é caracterizada por alelos com expansao superior a 200 repeticdoes
CGG (NUSSBAUM et al., 2008), sendo possivel encontrar casos com ndameros
maiores que 1000 (MANDEL e BIANCALANA, 2004). Em geral, quando ha expansao
para acima de 200 codons CGGs, ocorre a acdo de metiltransferases (metilagéo) na
citosina da regido microssatélite e no promotor do gene FMR1 (DE ESCH et al., 2014).
Segundo estes mesmos autores, 0S mecanismos relacionados a expansdo da
repeticdo CGG e ao consequente silenciamento transcricional do gene ainda ndo séo

totalmente compreendidos.
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Tabela 3. Diferentes tipos de alelos para o gene FMR1 e suas respectivas quantidades de
repeticdes CGG.

Alelos do gene FMR1 Ne de repeticbes CGG

Normal (NM) 5ad4
Grey zone (GZ) 45 a 54
Pré-mutado (PM) 55 a 200
Mutacéo completa (FM) >200

O polimorfismo para o numero de repeticbes CGG também pode ser observado
em células de um mesmo individuo ou de um mesmo tecido. Segundo McCary e
Roberts (2013), alguns pacientes possuem uma mistura de células em cujo DNA se
observam numeros variados desse trinucleotideo (mosaicismo de tamanho de
repeticéo), ou ainda, podem apresentar metilacdo completa ou apenas parcial do gene
(mosaicismo de metilacdo). Mandel e Biancalana (2004) acrescentam que o
mosaicismo se apresenta em aproximadamente 15% dos pacientes com SXF, e que
tal fendbmeno pode ser explicado pela instabilidade somatica durante os primeiros

estadios da embriogénese.

As diferencas fenotipicas observadas entre diferentes pacientes com SXF sao
explicadas em parte pela variacdo residual dos niveis de FMRP (JACQUEMONT et
al., 2014). Esta variacao, conforme estes autores, € determinada pelos padrdes de
mosaicismo de repeticdo, de metilacdo, e ainda, pela inativacdo aleatéria do
cromossomo X (em mulheres). Todos os homens mosaicos para o tamanho da
repeticdo e para a metilacdo sdo afetados. Ja as mulheres mosaicas para estas duas
condi¢cBes vado de normais a totalmente afetadas, uma vez que o fenétipo delas é
dependente também do grau de inativacdo do cromossomo X (NUSSBAUM et al.,
2008).
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2.2.5 Herancga e instabilidade das repeticbes CGG

A SXF € um distarbio recessivo que diverge dos padrdes tipicamente
Mendelianos quanto a heranca e as proporcdes de segregacdo: o gene FMR1 é
transmitido de mae para filhos de ambos os sexos, e de pai apenas para filhas,
(NUSSBAUM et al., 2008). Estes autores listam abaixo as principais caracteristicas
de uma condi¢cdo com heranca recessiva ligada ao X:

o Os homens sdo mais comumente afetados do que as mulheres;

o Mulheres heterozigotas geralmente ndo sdo afetadas, mas algumas podem
expressar a condicdo com expressividade variavel, determinada pelo grau de
inativacdo do cromossomo X;

o Um homem afetado transmite o gene responsavel pela condicdo a todas as suas
filhas, as quais seréo portadoras, mas nao afetadas. O homem nunca transmite
0 gene responsavel para seus filhos homens (Figura 2).

o Mulheres portadoras tém 50% de chance de transmitir a caracteristica para seus
filhos (&) e 50% para suas filhas (?) (Figura 3).

Heranca recessiva ligada ao cromossomo X

X-linked recessive, affected father X-linked recessive, carrier mother
Affected Unaffected Unaffected Carrier
father mother father mother
i}
[l Affected B Affected
Unaffected Unaffected
I carrier Jl Carrier
u | | B
Unaffected Carrier Carrier Unaffected Unaffected  Unaffected Carrier Affected
son daughter daughter son son daughter daughter son
U.S. National Librany of Medicine U.S. National Librany of Medicine

Figura 4. A esquerda, cruzamento entre um homem afetado e uma mulher normal: os filhos
homens serdo todos ndo portadores, uma vez que herdam do pai o cromossomo Y. J4 as filhas
serdo apenas portadoras e ndo afetadas. A direita, cruzamento entre um homem normal e uma
mulher portadora, hd 50% de chance de que filhos homens sejam afetados e 50% de chance de
gue as filhas sejam portadoras ndo afetadas. Fonte: http://laneccgenetics.pbworks.com



26

A SXF foi a primeira condicdo genética humana decorrente de mutacao
dindmica causada por expansao de repeticdo de trinucleotideos (JIN e WARREN,
2000). A instabilidade de alelos contendo repeti¢cdes de nucleotideos esté relacionada
a mais de 40 distirbios neurolégicos, neurodegenerativos e neuromusculares
(PEARSON et al., 2005). Estes autores afirmam que pode haver mutacdes durante a
transmissao de genitor para prole em todas as doencas decorrentes de expanséo de
trinucleotideos. No entanto, a expansao da repeticdo CGG que ocorre em alelos GZ,
PM ou FM ainda ndo é completamente compreendida. Segundo Cronister et al.
(2008), h& trés fatores principais que podem estar relacionados a expansao da
repeticdo de uma classe alélica para outra: (1) o numero de repeticbes CGG contidos
na regido microssatélite, (2) a quantidade de sequéncias AGG (adenina-guanina-
guanina) dentro da regido microssatélite CGG e (3) o sexo do portador.

O numero de repeticbes CGG em um alelo PM é proporcional a sua
instabilidade (NOLIN et al., 2003). Em casos em que o alelo possui mais de 100
repeticdes desse trinucleotideo, ha 100% de risco de que um alelo materno PM sofra
expansao para FM durante a transmissao para a prole (NOLIN et al., 2003; MANDEL
e BIANCALANA, 2004). No entanto, em casos raros, também é possivel que alelos
menores sofram expansdo. Em um estudo realizado por Genereux e Laird (2013),
observou-se que o menor alelo PM que sofreu expansao para FM tinha apenas 59
repeticdes. Ja Fernandez-Carvajal et al. (2009), em seu trabalho, relataram um caso
em que um alelo materno com 56 repeti¢cdes sofreu expansao para FM em apenas

duas geracoes.

A regido microssatélite CGG do gene FMR1 possui também sequéncias
intercaladas do trinucleotideo AGG em alelos normais, sendo por isso classificada por
Oliveira et al. (2006) como imperfeita e ndo interrompida, uma vez que ambos CGG e
AGG possuem o0 mesmo motivo de repeticdo: um trinucleotideo. Segundo Jang et al.
(2014), sequéncias AGG podem ocorrer regularmente a cada 9 ou 11 repeticbes CGG
[(CGG)e-11AGG (CGG)e.11AGG(CGG)n] de alelos normais e sua funcédo seria a de

promover a estabilidade alélica.

A presenca de sequéncias do trinucleotideo AGG na regido microssatélite CGG

estd entre as hipdteses mais aceitas para se explicar a ocorréncia da expansao
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durante a transmissdo de genitor para prole. No trabalho de Nolin et al. (2014),
mulheres com alelos PM sem sequéncias AGG apresentaram 0S maiores riscos de
expansdo para a FM, enquanto no estudo de Nolin et al. (2003), um alelo materno
contendo apenas 59 repeticbes CGG sem nenhuma sequéncia intercalada AGG
sofreu expanséo para FM em uma Unica gerac¢do. Jin e Warren (2000) afirmam que,
guando o fragmento de Okazaki formado durante o processo de replicacdo do DNA é
composto por muitas repeticdes perfeitas CGG, sem nenhum AGG servindo como
estabilizador, ocorre a formacdo de estruturas secundarias denominada hairpins.
Estas estruturas, segundo eles, seriam responsaveis por fazem com que a DNA
polimerase derrapasse durante sua acdo revisora, possivelmente ocasionando o
aumento de repeticbes CGG. Hipoteses mais recentes sugerem que a instabilidade
alélica ndo é devida diretamente a auséncia do trinucleotideo AGG, mas sim a
extensdo de CGGs ininterruptos (MANDEL e BIANCALANA, 2004).

O sexo do portador também apresenta relacdo com a taxa de expansao da
repeticdo CGG. Alelos PM sdo meidtica e mitoticamente instaveis e apresentam maior
tendéncia a se expandir durante a gametogénese feminina. Com isso, curiosamente
expansodes de alelos PM para FM s6 ocorrem por meio da transmissao materna (FU
et al., 1991; JIN e WARREN, 2000). NOLIN et al. (2003) afirmam que, quando um
alelo PM é transmitido por uma mae, ocorre expansao da repeticdo em quase todos
0S casos, seja ela dentro dessa mesma classe alélica (PM) ou para a classe seguinte
(FM). Uma possivel explicacéo para a expansao de origem materna, segundo Pearson
et al. (2005), estaria relacionada ao longo periodo de processamento da meiose
durante a oogénese (com inicio na vida intrauterina e término apenas durante a

fertilizacao).

Alelos de origem paterna raramente sofrem expansao. Quando o fazem, tais
expansdes sao atribuidas ao grande numero de divises mitéticas durante o processo
de gametogénese, afirmam Pearson et al. (2005). Logo, na grande maioria dos casos,
alelos PM de origem paterna se mantém estaveis quando transmitidos para filhas, nédo
havendo, portando, expansao para FM (JANG et al., 2014). Em alguns casos, ja foram
observadas contracdes da regido microssatélite CGG por meio de transmisséo

paterna. O primeiro caso em que houve esse tipo de contragao foi relatado por
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Vaisanen et al. (1996), quando foi verificada a reducéo no tamanho de um alelo PM
com 130 CGGs transmitido de um pai para sua filha, a qual herdou este alelo contendo
apenas 34 repeticbes. Geralmente, as filhas de um pai portador de alelo PM,
denominados NTMs (normal transmitting males), ndo apresentam DI e nem expressao
citogenética da mutacao, afirma Reyniers (1993), mas possuem alta probabilidade de
gerar filhos afetados pela SXF (MANDEL e BIANCALANA, 2004).

A observacao de que as filhas de um pai afetado (FM) comumente sdo nao
afetadas e o fato de que ndo sao encontradas mutacdes completas em
espermatozoides maduros (REYNIERS, 1993; PEPRAH, 2012) levaram a formulacao
de duas principais hipoteses para se tentar compreender o modo incomum de
transmissao do alelo FMR1 entre pai e filhas: hipotese pré-zigodtica e hipotese poés-
zigotica. A hipdtese pré-zigotica foi testada em um estudo realizado por Reyniers
(1993), quando foi comparado o material genético de ambos linfécitos e
espermatozoides de quatro homens afetados pela SXF, e verificou-se que naquele
tipo celular havia FM, enquanto neste apenas a PM foi observada. As possiveis
explicacbes para tal condi¢cdo, segundo o autor, € que durante a espermatogénese, a
FM sofre regressao para PM ou ainda, que algum mecanismo fisioldgico selecione os
espermatozoides com o alelo PM em favor daqueles com FM durante o processo de
maturacdo dos espermatozoides (espermiogénese). Malter et al. (1997)
complementam que esta possivel selecao de linhagens celulares esteja relacionada a
expressao ou ndo da FMRP, ou seja, durante a espermiogénese, linhagens incapazes
de expressar esta proteina seriam descartadas ou degradadas. No entanto, estes
autores também consideram a hipétese pos-zigotica, segundo a qual ha expanséo ou
contracdo da regido microssatélite nas células germinativas (espermatogdnias) em

algum momento apds a 132 semana de desenvolvimento embrionario.

Apesar de pouco frequentes, contracbes do tamanho da repeticdo CGG de
origem materna também ja foram relatadas. Nolin et al. (2003) identificaram em seu
estudo a presenca de cinco alelos maternos PM ou GZ que sofreram reversao para
um alelo menor. Outros autores verificaram ainda a presenca da mutacao reversa
(contracédo) em que foi observada a mudanca de classificacao alélica entre mae e filha.

Vits et al. (1994) evidenciaram um alelo de uma mae com 110 CGGs que reverteu
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para 44 na sua filha. Ja Gasteiger et al. (2003) apresentaram um caso em que um
alelo materno PM com 130 CGGs sofreu dele¢&o durante transmissao para uma prole
do sexo feminino, a qual herdou um alelo contendo apenas 10 repeti¢cdes.

O fendmeno de expansdo do tamanho da regido microssatélite CGG instavel
leva a outro fenbmeno observado entre as doencas genéticas da categoria de
expansao de repeticdes instaveis, a antecipacdo genética, a qual € definida por Jorde
et al. (2004) como a expressao progressivamente mais precoce ou mais severa das
caracteristicas de uma doenca genética, a medida que a condicéo € transmitida de

uma geracao para outra.

2.2.6 Diagnostico e Tratamento

O diagnostico da SXF geralmente € feito por volta dos trés anos de idade,
guando os primeiros sintomas de desenvolvimento e comportamento comecam a se
apresentar no individuo (DE ESCH et al.,, 2014). Até os anos 90, as técnicas
citogenéticas eram majoritarias no diagnostico da sindrome e consistiam basicamente
na verificacdo da presenca do sitio fragil no loco Xg27.3. No entanto, devido a sua
baixa sensibilidade, este tipo de analise foi abandonado nos grandes laboratérios
(WINARNI et al., 2013). O termo “X Fragil” constante em SXF refere-se ao marcador
citogenético FRAXA (sitio fragil, cromossomo X, sitio A) observado na analise do
cariotipo de individuos afetados. Neste sitio, a cromatina ndo se condensa durante o
empacotamento do cromossomo X na metafase, formando uma regido de constricao

na porcéo distal do braco longo deste cromossomo (JIN e WARREN, 2000).

Atualmente, as técnicas moleculares como a Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR) e de hibridizacdo de Southern Blotting sdo as mais utilizadas para a andlise de
mutacdes no gene FMR1 (BAGNI et al., 2012). A transferéncia de Southern Blotting
baseia-se, de acordo com a definicdo de Rousseau et al. (2011), na utilizacdo de
enzimas de restricdo especificas que digerem o DNA gendmico, ao qual se hibridiza

uma sonda de DNA também especifica. Porém, esta técnica apresenta limitagdes pelo
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fato de sua execucao ser complexa e laborosa, por requerer corpo técnico experiente

e por levar varios dias para apresentar resultados.

A reacdo de PCR, devido a sua simplicidade e rapidez, ainda € o método
preferido para o diagnéstico molecular da SXF, afirmam Rousseau et al. (2011). No
entanto, a amplificacéo de alelos com quantidade superior a 200 repeticdes da trinca
CGG é bastante dificultosa devido ao alto contetdo de nucleotideos citosina e quanina
(SALUTO et al., 2005; KHANIANI et al., 2008; ROUSSEAU et al., 2011). As maiores
amplificacdes de grandes alelos do gene FMR1 por PCR convencional ja registradas
continham 250 (HAMDAN et al., 1997) e 330 (SALUTO et al., 2005) repeticbes CGG.

Alguns autores (MANDEL e BIANCALANA, 2004; HAGERMAN et al., 2010)
sugerem que os testes de triagem para a SXF sejam efetuados em todos os individuos
diagnosticados com TEA ou com Deficiéncia Intelectual, devido a fatores como a alta
prevaléncia de TEA em individuos portadores de SXF, a relacéo etioldgica existente
entre as duas condi¢des patologicas, e ainda, ao fato de que as caracteristicas fisicas
sugestivas para a SXF nem sempre se manifestam de forma evidente durante a
infancia. Até o momento ndo ha cura efetiva para a sindrome. O tratamento dos
sintomas é feito basicamente por farmacos que agem controlando a hiperatividade, a
impulsividade, a ansiedade, a agressao e os disturbios de humor, associados a

psicoterapia e a terapia comportamental (DE ESCH et al., 2014).

2.2.7 Dados epidemiolégicos

Na populacédo geral, 1 em cada 2500 a 5000 homens é afetado pela SXF,
enquanto que nas mulheres a prevaléncia é de 1 em cada 4000 a 6000 (SETHNA et
al., 2014). Ja a prevaléncia da SXF na populacéo de individuos com Transtornos do
Espectro Autista € de 2% a 6% (HAGERMAN et al., 2010), e de cerca de 10% nos
casos de Deficiéncia Intelectual (DE ESCH et al., 2014).

No Brasil, dados epidemiolégicos da SXF sdo bastante escassos, ndao tendo
sido encontradas estatisticas sobre a incidéncia desta sindrome na populacdo em

sitios de busca eletrénicos oficiais como, por exemplo, o do Ministério da Saude.
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Poucos estudos ja foram realizados no pais com o objetivo de se verificar a ocorréncia
da SXF. A tabela 4 apresenta os estudos ja realizados com a populacao brasileira e

relaciona o nUmero amostral analisado com os resultados obtidos.

Tabela 4. Estudos sobre a ocorréncia de SXF na populagéo brasileira

Autor Amostra Prevaléncia
Amancio (2013) 35 0
Fristch (2011) 128 8
Gomez (2011) 511 0
Stegani (2011) 33 0
Queiroz (2006) 122 0
Silva (2004) 442 4
Sucharov et al. (1999) 100 0

A SXF parece ter distribuicdo igualitaria a nivel mundial, ndo havendo relacao
significativa com algum grupo étnico (ROUSSEAU et al., 2011), apesar de que alguns
estudos (BUYLE et al., 1993; BONAVENTURE et al., 1998; DE DIEGO et al., 2002)
tenham relatado maiores frequéncias da mutacdo no gene FMR1 em algumas

populacdes, possivelmente associados ao efeito do fundador).

2.2.8 Fendtipos associados a pré-mutacdo em FMR1

As consequéncias clinicas da expansao do microssatélite CGG no gene FMR1
nao estao restritas apenas a individuos com a mutacao completa. Portadores de alelos
PM geralmente ndo séo afetados pelos sintomas classicos da SXF, mas apresentam
risco aumentado de expansao para a FM e também de desenvolvimento de distlrbios

secundarios associados a esta sindrome (JANG et al., 2014). Entre os disturbios
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associados a PM estédo a Sindrome do Tremor/Ataxia associados ao X Fragil (FXTAS)
e a Insuficiéncia Ovariana Prematura Associada ao X-Fragil (FXPOI).

A FXTAS (OMIM #300623) é um disturbio neurodegenerativo de inicio tardio
gue acomete individuos portadores de alelos PM, havendo maior predominancia em
homens (BOURGEOIS et al., 2009). O quadro clinico é caracterizado por disturbios
cinéticos como tremor de intencdo e auséncia de coordenagcdo nos movimentos dos
membros, ataxia cerebelar, perda de memoria recente e até mesmo parkinsionismo,
de acordo com Hagerman e Hagerman (2015). Estes sintomas parecem estar
atribuidos a um fenébmeno conhecido como toxicidade do RNA nos neurdnios,
causado por niveis elevados do transcrito gene FMR1 geralmente encontrados em
portadores de alelos PM (RASKE e HAGERMAN, 2006; LIU et al., 2013).

A penetrancia desta sindrome é de 17% em individuos na sexta década de
vida, 38% na sétima década, 47% na oitava e de 75% em pacientes com mais de
oitenta anos, afirmam Nussbaum et al. (2008). Apesar de sua maior prevaléncia em
pacientes com alelos PM, também ja foram relatados alguns casos da sindrome em
individuos com alelos da zona intermediaria GZ (HALL et al., 2012; LIU et al., 2013).

A segunda condicdo patolégica associada a alelos PM é denominada
Insuficiéncia Ovariana Prematura Associada ao X-Fragil (FXPOI) (OMIM #311360),
com prevaléncia de aproximadamente 20% das mulheres que possuem alelos PM
(BAGNI et al., 2012). A FXPOI é definida como a interrup¢do da menstruacao anterior
aos 40 anos de idade, com acentuada diminuicdo ou total auséncia da funcéo
ovariana, perda de fertilidade e hipoestrogenismo (PEPRAH, 2014). As primeiras
evidéncias desta sindrome se deram pela observacao de que uma grande proporcao
(~24%) de mulheres maes de filhos afetados pela SXF apresentavam faléncia
ovariana prematura (WOAD et al., 2006). Até 0 momento, 0s mecanismos moleculares

gue desencadeiam a FXPOI ndo sao claramente compreendidos (PEPRAH, 2014).
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3 OBJETIVO GERAL

Realizar uma investigacdo molecular da Sindrome do X-Fragil em individuos
portadores de Transtornos do Espectro Autista assistidos por duas instituicbes

multidisciplinares da cidade de Manaus, Amazonas.

3.1 Objetivos especificos

e Calcular a frequéncia de cada classe alélica, a média e o nUmero modal de

repeticbes CGG nos alelos do gene FMR1 da populagao estudada,;

e Classificar os individuos quanto ao numero de repeticbes CGG contidas no

alelo do gene FMR1;

e Contribuir para o levantamento de dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia

de SXF no Estado do Amazonas.
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Estudo do gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) em uma

amostra da populacao autista de Manaus-AM
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Estudo dos alelos do gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) em uma

amostra da populacao autista de Manaus-AM
Ferreira, J.F; Fantin, C; Batista, J.S; Mouréao, L.S

Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia,
Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, Brasil.

Resumo

A Sindrome do X-Fragil (SXF) representa a principal condicdo genética
associada ao desenvolvimento de Transtornos do Espectro Autista (TEA) e de
Deficiéncia Intelectual hereditaria (DI). Uma vez que esta sindrome apresenta
expressividade variavel e alta prevaléncia em portadores de Transtornos do Espectro
Autista, os testes de triagem para a SXF se fazem necesséarios para todos os
individuos diagnosticados com TEA e/ou com Deficiéncia Intelectual, pois a
observacao de mutacdes no gene FMR1 pode levar a novas opcdes de tratamento do
paciente. Devido a caréncia de dados epidemioldgicos sobre a SXF com a populagéo
brasileira e a auséncia de estudos ja realizados com a populacdo do Estado do
Amazonas, este trabalho representa uma contribuicdo sobre a frequéncia desta
sindrome na populacéo deste Estado brasileiro. Por meio da analise molecular, foi
verificada a presenca e a frequéncia de mutacfes dinamicas no gene FMR1 de 101
individuos diagnosticados com TEA. Quatro individuos apresentaram alelos da zona
intermediaria e quatro outros, da zona de pré-mutacdo. Nenhum dos individuos

estudados apresentou expansao alélica expressiva condizente com a SXF.

Palavras-chave: Sindrome do X-Frégil. Transtornos do Espectro Autista. Andlise

molecular
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1 INTRODUCAO

A Sindrome do X-Fréagil (SXF) € considerada a causa de carater monogénico
mais frequente para os Transtornos do Espectro Autista (TEA) e para a Deficiéncia
Intelectual hereditaria (DI) (CHOI et al., 2015). Esta sindrome, caracterizada por
distarbios comportamentais e cognitivos associados aos TEA e ainda por dismorfias
faciais (HEULENS et al., 2013; WINARNI et al., 2013), é causada pela expanséo
expressiva de uma regido de repeticao instavel composta pelo trinucleotideo CGG,
localizada na regido 5-UTR do gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) (NOLIN
et al.,, 2014; DE ESCH et al., 2014; MYRICK et al., 2015). Este tipo de mutacéo
dindmica responde por mais de 98% dos casos de SXF (SHERMAN et al., 2005;
PEPRAH, 2014), levando a hipermetilacdo do promotor do gene e ao silenciamento
transcricional (SETHA et al., 2014), e portanto, impedindo a producéo da proteina
FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein), cuja auséncia esta associada a
sintomas como DI e caracteristicas autistas em um individuo (MCCARY e ROBERTS,
2013).

Devido a alta prevaléncia de TEA em individuos portadores de SXF, a relacéo
etiologica existente entre estas duas condicdes patologicas e ao fato de que as
caracteristicas fisicas sugestivas para a SXF nem sempre se manifestam de forma
evidente durante a infancia, alguns autores (MANDEL e BIANCALANA, 2004;
HAGERMAN et al., 2010) sugerem que os testes de triagem para a SXF sejam
efetuados em todos os individuos diagnosticados com TEA e/ou com Deficiéncia
Intelectual, pois a observacdo de mutacdes no gene FMR1 pode levar a novas opcoes
de tratamento do paciente.

Uma vez que nao ha trabalhos publicados para a deteccdo de mutacdes
dindmicas em alelos do gene FMR1 com a populacdo do Amazonas, este estudo teve
como objetivo realizar uma investigagdo molecular de mutacdes no gene FMR1,
verificando a prevaléncia da Sindrome do X-Fragil em individuos portadores de
Transtornos do Espectro Autista assistidos por duas instituicées multidisciplinares da

cidade de Manaus, Amazonas.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido ao e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEP), da Universidade do Estado do Amazonas
(UEA), conforme parecer consubstanciado Ne CEP-UEA 363.912/2013.

O DNA genomico de 87 homens e de 14 mulheres foi analisado para o estudo
do polimorfismo do loco FRAXA, localizado na regido 5UTR do gene FMR1,
cromossomo X. Esta amostra foi composta por individuos diagnosticados com TEA
com faixa etaria variando de 3 a 26 anos, assistidos por duas instituicbes
multidisciplinares da cidade Manaus-Amazonas (Centro de Educacao Especial André
Vidal de Araujo e Espaco de Atendimento Multidisciplinar ao Autista Amigo Ruy).
Também foi incluida na pesquisa uma amostra pertencente a um individuo com
suspeita clinica de SXF encaminhado ao Laboratorio de Proteémica e Genbmica da
UEA por uma médica geneticista. Todos 0s pais ou responsaveis legais assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1), no qual concordaram
com a participacao voluntaria na pesquisa. Células da mucosa jugal de cada individuo
foram coletadas com o auxilio de um bastdo de SWAB e armazenadas em solucéo de
Tris-EDTA (10mM/0.1mM). A extracdo do DNA foi efetuada pelo método CTAB 2%
(DOYLE e DOYLE, 1990) (Anexo Il) e quantificado em aparelho BioSpectrometer
Eppendorf®.

O loco de interesse foi amplificado por PCR, utilizando-se iniciadores
fluorescentes desenvolvidos por Fu et al. (1991): 5’-gctcagctccgtticggtttcacttccggt-3’ e
6-FAM-5’-agccccgcacttccaccaccagctcctcca-3’. As amplificacdes foram efetuadas em
aparelho termociclador SimpliAmp™ Applied Byosystems com a seguinte
programacao: desnaturacao inicial a 94°C por 5’, seguida de 32 ciclos de 94°C por
45”,65°C por 1°30” e 72°C por 2’), e extensao final a 72°C por 10’. O volume total da
reacao foi 24uL, contendo 2,4uL de tampao de amplificacdo para Pfu DNA polimerase
(Biotech Amazonia, Manaus, BRA); 0,85mM de cada dNTP; 0,33uM de cada
oligonucleotideo iniciador; 0,63% de DMSO (dimetilsulfoxido — Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA); 1,65uM de BSA (bovine serum albumine acetylated) (Promega,
Madison, WI, EUA); 1U de Platinum Pfx DNA polimerase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA); e ~60ng de DNA genémico.
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A confirmagédo da reacao de amplificacdo foi feita por submissao a eletroforese
em gel de agarose 1%, em tampao TBE 1X (Tris-Borato-EDTA). Foram utilizados
ainda, como parametros comparativos, dois controles positivos para SXF (gentilmente
concedidos pelos Profs, Dre, Renata Lucia Ferreira de Lima - UFBA e José Pereira
de Moura Neto - UFAM) e um controle negativo (DNA de individuo sabidamente ndo
afetado pela SXF). Os géis foram fotografados em transiluminador UV L-PIX HE.

O tamanho dos alelos foi determinado por meio de eletroforese capilar em
aparelho sequenciador automatico ABI-3130XL, utilizando o polimero 3130 POP-7
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Foi utilizado o marcador interno ROX-
1000 pUC-19, ao qual adicionaram-se 1,0uL da reacéo de PCR e 8,0uL de formamida.
A interpretacdo dos eletroferogramas foi feita por meio do programa GeneMarker
v.2.6.0. O tamanho esperado para o produto de amplificacéo foi de 221 pares de bases
(pb), excluindo-se a regiao microssatélite CGG.

Para o calculo de numero de repeticbes CGG no gene FMRI1, a seguinte
formula foi  utlizada, desenvolvida por HAMDAN et al. (1997):

(tamanho do alelo em pb)—(221pb)
3

Ne de CGG = . Os individuos foram classificados quanto

ao numero de copias CGG em normal (5-44), grey-zone (45-54), pré-mutado (55-200)
e com mutacdo completa (>200) (NUSSBAUM et al., 2008; FERNANDEZ-CARVAJAL
et al., 2009; JANG et al., 2014; SETHNA et al., 2014). A frequéncia das diferentes

classes alélicas foi obtida por meio da seguinte formula:

Ne de individuos em cada classé alélica A moda e a média aritmética do

Frequéncia alélica =
Ne amostral total

numero de copias CGG foram calculadas por meio de programa computacional Excel
2016®

3 RESULTADOS

De um total de 101 individuos analisados, 85 apresentaram alelos para o gene
FMR1 dentro da classe normal de repeticbes CGG, 4 apresentaram alelos
intermediéarios, 4 apresentaram alelos pré-mutados e nenhum alelo com mutacéo
completa foi encontrado. A frequéncia de cada classe alélica é apresentada na Figura
5.
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Frequéncia das
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Figura 5. Frequéncia das classes alélicas para o gene FMR1. A frequéncia de alelos FM foi nula.
O numero modal para o quantitativo de repeticbes CGG foi 27, aparecendo em

26 homens e 2 mulheres (Tabela 5).

Tabela 5. Gen6tipo e respectivo nimero de individuos para cada género, de acordo com cada
classe alélica.

Normal NM (5 - 44 CGG) Grey zone GZ (45-54 CGG)
(CGG)x Homens Mulheres (CGG)n Homens Mulheres
N=73 N=12 N=4 N=0

13 - 1

16 1 45 1

17 2 1 47 1

19 2 49 1

20 2 53 1

21 1 1

25 6 2

26 19 3

27* 26 2

28 5 1

29 4

34 1

38 2

39 - 1

40 1

42 1

Pré-mutado PM (55-200 CGG) Mutacdo completa FM (>200 CGG)
(CGG)n Homens Mulheres (CGG)n Homens Mulheres
N=4 N=0 N=0 N=0

55 1

68 1

88 1

90 1
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A média total do nimero de repeticbes CGG observadas nesta populagéo foi de
29. A média e a amplitudes observadas dentro de cada classe alélica estédo

constantes na Figura 6.

Ne de CGG: amplitude e média

l
|

o ——————————
NM (5-44) GZ (45-54) PM (55-200) FM (>200)
13 45 55
53 90

49 75

Figura 6. Comparativo da média de repeticdes CGG dentro de cada classe alélica. A amplitude
também pode ser observada, ou seja, 0 menor e 0 maior numero de repeticdes observados
dentro de cada classe.

Por meio da eletroforese capilar, pode-se verificar a intensidade dos picos de
fluorescéncia para os alelos do gene FMR1 (Figura 7). Verificou-se que apenas um
dos individuos do sexo feminino apresentou heterozigose para o gene FMR1 (Figuras
7). Os demais individuos deste género apresentaram resultado inconclusivo, uma vez
gue nao foi possivel determinar com exatidao se houve homozigose ou se nédo houve

amplificacdo do segundo alelo devido a sua grande extensao.
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Eletroferograma de individuo homozigoto

Figura 7. Eletroferograma de individuo do sexo masculino, apresentando um unico alelo para o
gene FMR1 com 298pb, ou, 26 repeticdes CGG.

Eletroferograma de individuo heterozigoto
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Figura 8. Eletroferograma de individuo do sexo feminino, apresentando alelos heterozigotos
para o gene FMR1 com 298 e 339pb, ou, 26 e 39 repeticdes CGG, respectivamente.

DISCUSSAO

Este é possivelmente o primeiro estudo verificando a presenca de mutacdes

dindmicas no gene FMR1 de individuos portadores de TEA na cidade de Manaus-
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Amazonas. No Brasil, ndo foram encontrados trabalhos utilizando como critério de
inclusado “portador de Transtornos do Espectro Autista” para analise molecular do gene
FMRL1. Neste estudo, nao foi realizada triagem clinica para SXF previamente a andlise
molecular, uma vez que, como ja citado anteriormente, as caracteristicas fisicas que
seriam sugestivas para a SXF nem sempre se manifestam de forma evidente durante
a infancia, devido a expressividade variavel da sindrome (MANDEL e BIANCALANA,
2004; HAGERMAN et al., 2010).

A classe alélica mais frequente observada nesta populacdo de individuos com
TEA foi obviamente a de 5 a 44 copias CGG. Quatro individuos apresentaram alelos
GZ e outros quatro, alelos PM. Nao foram observados alelos com mutagédo completa,
provavelmente devido ao pequeno numero amostral. A presenca de alelos PM nesta
populacdo é um dado que apresenta interesse tanto para médicos geneticistas
guando para a familia do probando, uma vez que tais alelos apresentam instabilidade
meiotica, havendo risco de expanséo durante a transmissao materna, e ainda, existe
certa probabilidade de desenvolvimento de condi¢Bes de inicio tardio relacionadas a
pré-mutacao, como a FXPOI e a FXTAS.

A média de repeticbes CGG observada (29) é condizente com o apresentado por
outros autores (MADALENA et al., 2001; SETHNA et al.,, 2014). O numero modal
observado neste trabalho foi de 27 repeticbes CGG, aparecendo em 27 de 93
individuos. Diferentes trabalhos ja realizados com a populacdo brasileira ou com
populacdes de outros paises apresentaram variacao na frequéncia alélica, sugerindo
gue existe uma relacdo entre esse polimorfismo no tamanho dos alelos e a origem
étnica da populacdo estudada. No Brasil, Sucharov et al. (1999), Mingronni-Netto et
al. (2002), Silva et al. (2004) e Gomez (2011) encontraram moda de 20 repeticdes,
enquanto Queiroz (2006) observou namero bimodal de 28 e 30. Em outros estudos
com as populacdes da Indonésia (FARADZ et al., 2000), China (FARADZ et al., 2000;
ZHOU et al., 2006) e México (ROSALES-REYNOSO et al., 2005), foram encontradas
frequéncias alélicas de 29, 29 e 32, respectivamente.

Brown et al. (1993), Chiurazzi et al. (1996) e Kunst et al. (1996) afirmam que alelos
contendo de 28 a 30 repeticbes CGG sdo mais frequentes na populagédo caucasiana,
apesar de que Mingronni-Netto et al. (2002) tenham encontrado na populacdo de Séo
Paulo, a qual possui em sua maioria ancestralidade europeia, valores modais de 20

CGGs. A importancia de se calcular a frequéncia alélica do gene FMR1 em
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determinada populagéo, segundo Peprah (2012), reside no fato de se poder verificar
a instabilidade genética no loco FRAXA e de se identificar os possiveis riscos de
expansdo alélica, o que pode ser de interesse para médicos geneticistas e para
portadores de alelos pré-mutados com risco de expansao para mutacdo completa.

Outros estudos ja realizados no pais utilizaram critérios diversos para a
observacdo da prevaléncia de SXF. Sucharov et al. (1999), Silva (2004) e Gémez
(2011) estudaram o DNA de pacientes da populacdo normal e encontraram
respectivamente 0%, 0,09% e 0% de prevaléncia de SXF. Queiroz (2006), Stegani
(2011) e Améncio (2013) utilizaram como critério de inclusdo a suspeita clinica para
SXF, mas nao foram encontrados individuos portadores de mutagdo completa no gene
FMRL1. Fristch (2011) fez analise molecular de pacientes com Deficiéncia Intelectual e
observou 8 pacientes com mutacao dinamica relativa a SXF.

A técnica de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase se mostrou
dificultosa neste estudo. Foram realizados testes com diferentes enzimas polimerases
- Tag DNA polimerase (Biotech Amazonia, Manaus, BRA), OneTaq DNA polimerase
(New England Biolabs), Pfu DNA polimerase (Biotech Amazonia, Manaus, BRA),
HotStart Tag DNA polimerase (Ludwig Biotec) e Pfx DNA polimerase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA).
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4 CONCLUSAO

Apesar de a Sindrome do X-Fragil ser considerada a condicdo genética mais
observada em individuos portadores de Transtornos do Espectro Autista, neste estudo
nao foram encontrados pacientes apresentando expansdo expressiva de CGG no
alelo do gene FMR1, condizente com a manifestagédo desta sindrome. Este resultado
pdde ter sido devido ao reduzido niumero amostral estudado.

N&o foi possivel aumentar o quantitativo de individuos para se realizar esta
analise, uma vez que o critério de inclusdo utilizado foi o de possuir diagndstico
positivo para Transtornos do Espectro Autista, e também que, nas duas instituicdes
multidisciplinares que aceitaram participar da pesquisa, ha muitos individuos com
diagnostico ainda em andamento. Outro fator que também ndo permitiu uma maior
abrangéncia de portadores de TEA neste estudo foi a auséncia de registros oficiais
sobre a prevaléncia destes transtornos na populacdo da cidade de Manaus. Em sitios
eletrdnicos como os Prefeitura de Manaus, Governo do Estado do Amazonas e
Secretarias de Saude, ndo ha dados sobre a prevaléncia de TEA na populacao
manauense ou amazonense, bem como, ndo ha registros do numero de instituicdes
na cidade que assistem individuos portadores de TEA.

Apesar do pequeno numero amostral, os resultados deste trabalho podem servir
como base para a execucao de estudos futuros sobre a frequéncia de mutacdes no
gene FMR1 em individuos da populacdo do Estado do Amazonas, bem como para
contribuir para o conhecimento da existéncia da Sindrome do X-Fragil por parte dos
pais e responsaveis por portadores de TEA e ainda por parte dos profissionais que 0s

assistem.
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Anexo |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
Senhores pai, mae ou responsaveis

Seu (sua) filho (a) est4 sendo convidado (a) a participar como voluntario deste
estudo intitulado “Investigacdo Molecular Da Sindrome Do X-Fragil Em Portadores De
Transtornos Do Espectro Autista Assistidos por Uma Instituicio De Manaus,
Amazonas”, porque apresenta perfil compativel e preenche os critérios para ser
incluso nesta pesquisa na condicdo de sujeito. Sujeito da pesquisa é a expressao
dada a todo ser humano que, de livre e espontanea vontade e apés devidamente
esclarecido, concorda em participar de pesquisa, doando material bioldgico,
submetendo-se a variados procedimentos invasivos ou ndo, ou ainda fornecendo

informacoes.

Os Transtornos do Espectro Autista (TEAs) sdo condicbes que atingem o
desenvolvimento cerebral prejudicando o estabelecimento da interacdo social
reciproca e da comunicacdo verbal e ndo verbal e sdo acompanhados por
comportamentos repetitivos e padrdoes diferentes de interesse e atividades. A
Sindrome do X-Fragil é o distarbio genético mais estudado, relacionado com o
diagnostico do autismo, sendo importante devido ao fator hereditario, isto €,
transmitido aos filhos através do material genético dos pais. Assim o presente estudo
tem como objetivo investigar uma das possiveis causas do autismo, importante para
a melhor compreensédo destas condicbes que permitird o tratamento adequado,

estudo de recorréncia na familia e aconselhamento genético.

Neste estudo, sera realizada primeiramente uma entrevista com o objetivo de
fornecer informacdes sobre aspectos de diagndsticos e analise de caracteristicas
clinicas relacionadas a Sindrome do X-Fragil e ao autismo. Também sera realizada a
analise do gene FMR1, presente na molécula de DNA. Para esta analise sera
solicitada a coleta de células da mucosa bucal, utilizando para isso um bastdo de
Swab. A partir desta coleta sera extraido o DNA dos individuos que participam desta

pesquisa. Este DNA sera submetido a andlises genéticas, em uma técnica
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denominada PCR. A partir desta técnica, seré verificado se o paciente tem uma
mutacdo (alteracdo) no gene, o que determinard o diagndstico positivo para a
Sindrome do X-fragil. Esta andlise sera realizada no Laboratério de Protedmica e
Gendmica, localizado na Escola de Ciéncias da Saude da Universidade do Estado do

Amazonas, bairro Cachoeirinha.

Vocé, como responsavel, tera toda autonomia para decidir se seu (sua) filho (a)
participa ou ndo na pesquisa. Também, vocé tera toda liberdade para retirar seu (sua)
filho (a) do estudo a qualquer momento, sem prejuizo de qualquer natureza. A sua
participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndao ird acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios. Tanto a identidade do participante, quanto 0s
dados fornecidos serdo mantidos sob absoluta confidencialidade e, portanto, ninguém

mais terd conhecimento sobre a participacgao.

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade e de seu filho com padrdes
profissionais de sigilo. Vocé e seu filho ndo serdo identificados em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma coépia deste consentimento
informado seré arquivada no laboratorio de Genética Humana, na Escola Superior de

Ciéncias da Saude da Universidade do Estado do Amazonas.

Embora a natureza desta pesquisa apresente risco muito baixo, existe a
garantia de indenizacdo por parte da Instituicdo promotora da pesquisa, do
investigador e do patrocinador (quando houver) se acontecer dano (s) a sua saude,
em decorréncia da pesquisa; e a decisdo de participar do estudo ndo esta de maneira

alguma associada a qualquer tipo de recompensa financeira ou em outra espécie.

Esta pesquisa € pioneira em nosso Estado e importante para o servico de
orientacdo genética e ao final ou durante a pesquisa 0s pesquisadores colocam-se a

disposicéo para esclarecimentos sobre a hereditariedade da condicdo em questao.

Caso o seu filho apresente o diagndéstico positivo para a Sindrome do X-Fragil

vocé serd informado e orientado para os procedimentos médicos adequados.

Sempre que for necessario esclarecer alguma duvida sobre o estudo, vocé

deveréa buscar contato com os Coordenadores da Pesquisa Profa. M.Sc. Lucivana
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Prata de Souza, Fone: (92)98129-0258 (vivo), Prof. Dr. Cleiton Fantin Rezende,
Fone (92)98182-8204 e o académico Jorge Frank Braga Ferreira, Fone (92) 98240-
5219 / 99154-9163, na Escola Superior de Ciéncias da Saude da UEA, na Avenida

Carvalho Leal, 1777. Cachoeirinha.

No presente documento (TCLE) serdo obtidas as assinaturas do responsavel pelo menor
e dos pesquisadores, assim como em todas as paginas as rubricas do pesquisador e do
responsavel pelo menor;
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CONSENTIMENTO

Declaro que li, tomei conhecimento e entendi 0os aspectos da pesquisa. Sei que
em qualquer momento poderei solicitar novas informac¢des e motivar minha deciséo

se assim o desejar.

Declaro que concordo voluntariamente em participar desse estudo. Recebi uma
copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade

de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Caso o material coletado seja utilizado em nova pesquisa sobre a genética do

autismo desejo:

( ) aelaboracdo de um novo consentimento a cada pesquisa;

( ) adispensa de novo consentimento a cada pesquisa.

Assinatura do pai/responsavel (em caso do sujeito ser menor) ou impressao

datiloscopica

Residéncia:

Fone(s):




MEMBROS DA PESQUISA

Lucivana Prata de Souza
Professora Coordenadora do Projeto

ESA/UEA

Cleiton Fantin Rezende

Professor-Orientador

MBT/UEA

Jorge Frank Braga Ferreira
Académico de Pds-Graduagado em Biotecnologia

MBT/UEA

Manaus, de
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de 2015.
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Anexo |l

Protocolo de Extracao de DNA por CTAB 2%

- Friccionar o bastéo de Swab na mucosa jugal do individuo, por aproxidamamente 20
vezes. Apos isso, inserir imediatamente o bastdo em microtdbulo contendo 300uL de
Tris-EDTA,;

-Centrifugar o microtibulo com a amostra, a 8.000 rpm por 2 minutos. Descartar 0
sobrenadante, tomando o cuidado de manter as amostras de células depositadas no

fundo do microtubulo;

- Inserir no microtubulo 500uL de solucdo CTAB, previamente aquecida em banho-

maria a 60°C por 30 minutos;

- Adicionar 4pL de RNase (10mg/mL), homogeneizar a solugcdo (sem movimentos

bruscos) por 5 minutos e incubar a 37°C por 30 minutos;

- Adicionar 5uL de Proteinase K (10mg/mL) e incubar as amostras a 55°C por 90
minutos, agitando os tubos a cada 10 minutos para homogeneizar a solucéo (ou deixar

overnight);

-Deixar as amostras em temperatura ambiente, adicionar 500uL de Cloroférmio-
Alcool Isoamilico (CIA — 24:1) e misturar suavemente por inversdo em mesa

agitadora durante 5 minutos;
- Centrifugar as amostras a 10.000rpm por 10 minutos;
- Coletar o sobrenadante e transferir para um novo tubo previamente identificado;

-Adicionar 400uL de Isopropanol 100% resfriado e misturar suavemente por inversao

durante 2 minutos para que as nuvens de DNA sejam observadas;

-Incubar o material a -20°C (congelador) por 1 a 2 horas para que ocorra a

precipitacao;
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- Centrifugar as amostras a 13.000rpm por 15 mi nutos e o DNA ficara visivel na forma

de um pequeno pellet;

-Descartar o sobrenadante e inverter o tubo em papel absorvente. Adicionar 1mL de
Etanol 70% e inverter os tubos por 5 minutos para lavar o pellet;

-Centrifugar as amostras a 13.000rpm por 15 minutos;

-Descartar o sobrenadante sem deslocar o pellet, inverter os tubos em papel

absorvente e esperar secar por 3 horas;

-Diluir o pellet em 30uL de agua ultrapura.



