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RESUMO

A Deficiéncia Intelectual (DI) é definida como uma incapacidade caracterizada por
limitagdes significativas, tanto no funcionamento intelectual quanto no
comportamento adaptativo e esta expressa nas habilidades praticas, sociais e
conceituais, originando-se antes dos 18 anos de idade. E um dos transtornos
neuropsiquiatricos mais comuns em criangas e adolescentes, com taxa de
prevaléncia de 5% na populagéo brasileira. A Sindrome do X-Fragil (SXF) é a forma
mais frequente, mais pesquisada e melhor documentada de DI herdavel em seres
humanos. O fen6tipo da SXF estd associado a mutagbes no gene FMR1 (Fragile X-
linked Mental Retardation type 1) e abrange um amplo espectro de envolvimento
fisico e comportamental. E causada por uma expansao de trinucleotideos CGG no
primeiro éxon do gene FMR1 localizado na regido Xg27.3 no cromossomo X. Em
funcdo de sua diversidade fenotipica, esta doenca tem sido subdiagnosticada na
populacdo pediatrica. A importancia do reconhecimento clinico e diagnostico
especifico da SXF vem do fato de que teoricamente todos os casos s&o hereditarios
e familiais. Entre as técnicas moleculares utilizadas para o diagnéstico da SXF, a
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) tem sido considerada
promissora. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo validar o diagnostico
genético-molecular de pacientes com suspeita da SXF no Laboratério de
Citogenética e Genética Molecular (LaGene) da Secretaria Estadual de Saude do
Estado de Goias, na cidade de Goiania, pela técnica de MLPA. Foram selecionados
33 pacientes encaminhados pelo servico médico da rede publica de saude ao
LaGene com indicacao clinica de diagnostico da SXF. Para realizagdo da analise por
MLPA foi utilizado o Kit: Salsa MLPA P106-B1 MRX. Foram obtidas amplificagbes de
apenas 15% dos pacientes. O Kit utilizado ndo detectou alteragcbes no numero de
copias do gene FMR1 em nenhum paciente analisado, sendo necessario a utilizagéo
de outros métodos moleculares para confirmagdo do diagnoéstico da SXF. Dessa
forma, concluimos que o Kit utilizado néo foi especifico para detectar alteragdes no
numero de cdpias do gene FMR1, ndo se mostrou sensivel e especifico na deteccao
de portadores da SXF, sendo considerado oneroso. Assim a técnica de MLPA, com
o uso do Kit Salsa MLPA P106-B1 MRX , ndo devera ser utilizada para se triar
pacientes com suspeita da SXF.

Palavras-chave: Sindrome X-Fragil, deficiéncia intelectual, diagnostico genético-
molecular, MLPA.



ABSTRACT

The Intellectual Disability (ID) is defined as a disability characterized by significant
limitations both in intellectual functioning and in the adaptive behavior and it is
expressed in practical, social and conceptual skills, originating before the age of 18.
It is one of the most common neuropsychiatric disorders in children and adolescents,
with a 5% prevalence in our population. The Fragile X Syndrome (FXS) is the most
frequent and best documented DI heritable in humans. The phenotype of FXS is
associated with mutations in the gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation-linked
type 1) and it covers a broad spectrum of behavioral and physical involvement. It is
caused by a CGG trinucleotide expansion in the first exon of the FMR1 gene located
in the region Xq27.3 on the X chromosome Because of its phenotypic diversity, this
disease has been under diagnosed in the pediatric population. Among the techniques
used for molecular diagnosis of FXS, the MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) has been considered promising. In this context, this study aimed to
validate the molecular diagnosis of patients suspected of FXS in the Laboratory of
Cytogenetics and Molecular Genetics (Lagene) by the MLPA technique. We selected
33 patients referred by medical from public health to Lagene with clinical of FXS. To
perform the analysis by MLPA the Salsa MLPA P106-B1 MRX kit was used. The
amplificons were obtained only for 15% of the patients. The MLPA kit used did not
detect changes in the copy number of the FMR1 gene in any examined patient, being
useful the need of other molecular methods to confirm the diagnosis of FXS. Thus,
we concluded that such MLPA kit was not useful to detect specific changes in the
copy numbers of the FMR1 gene. So the Salsa MLPA Kit P106-B1 MRX should not
be used to the trial of patients with FXS.

Keywords: Fragile X syndrome, intellectual disabilities, molecular genetic diagnosis, MLPA.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introdugao

A deficiéncia intelectual (Dl) isolada ou associada a anomalias congénitas &
um dos principais fatores de redugédo da qualidade de vida. Para o individuo e sua
familia, a DI representa limitagdo em diferentes graus, em geral determinando
necessidade de supervisdo, suporte e protecdo permanente. Para os gestores
publicos, a DI deve ser considerado um problema de saude publica devido a sua
prevaléncia alta. Em geral, para a populacdo a DI impde consequéncias negativas
para a produtividade e as relagdes sociais causando transtornos e constrangimentos
desnecessarios aos pacientes e suas familias (VASCONCELQOS, 2004).

Trata-se de uma condicdo complexa, identificada pela reducao substancial
das funcgdes intelectuais, concomitante a déficits no comportamento adaptativo, com
limitacbes observadas em duas ou mais areas como comunicagdo, cuidados
pessoais, cotidiano, senso de direcéo, fun¢cdes académicas, trabalho, saude e lazer
(FRANCA et al., 2011).

No Brasil, segundo dados do Censo Demografico de 2000, existem ao
menos 24 milhdes de pessoas com pelo menos uma forma de deficiéncia intelectual
ou fisica, representando, aproximadamente, 15% da populagdo. Entre os afetados,
em torno de 2,8 milhdes (ou 1,6% da populacdo residente) seriam deficientes
intelectuais. Os dados nacionais provavelmenteencontram-se subestimados, porém
0s numeros atuais sao suficientes para considerar a DI como um problema de saude
publica (CARDOZO e SOARES, 2011).

A Sindrome do X-Fragil (SXF) é a forma mais frequente, mais pesquisada e
melhor documentada de deficiéncia intelectual herdavel em seres humanos. No
ambito das etiologias genéticas mais frequentes de deficiéncia intelectual, a SXF &
precedida apenas pela trissomia do cromossomo 21 (YIM et al., 2008). Sua
incidéncia € de 1 em 4.000 no sexo masculino e 1 em 6000 no sexo feminino
(LIANG et al., 2008). A SXF ocorre em todo os grupos étnicos e é responsavel por
30% de todos os casos de deficiéncia intelectual hereditaria (RUIZ et al., 2009).

O reconhecimento clinico e diagnostico especifico corretos tem implicacdes
importantes no acompanhamento e na atencao a saude dos afetados. A priori, todos
0s casos sao hereditarios e familiais (VEIGA e TORALLES, 2002). Portanto, mesmo
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na auséncia de um tratamento especifico o diagnoéstico da SXF precoce prové
oportunidade para intervencéo educativa e terapéutica. A identificacao de individuos
afetados € importante para o aconselhamento genético familiar de membros sob o
risco de serem portadores da pré-mutacéo, com medidas de prevencado secundaria
através do diagnoéstico pré-natal, o que reduziria o risco de recorréncia com
consequente diminuicdo de custos institucionais de saude publica (BHOGAL e
JONGENS, 2010).

Na SXF ha uma grande variabilidade de sinais e uma ampla diversidade
fenotipica, que podem complicar o diagnéstico clinico (LAMONICA et al., 2011).
Este fato aliado a frequéncia relativamente alta da sindrome entre individuos com DI,
torna compulsério a realizagdo de testes moleculares para investigar a SXF, uma
vez que os testes disponiveis oferecem sensibilidade e especificidade satisfatérios
para o diagnéstico correto(LIANG et al., 2008).

As técnicas padrao de laborat6rio para diagnostico da SXF sao capazes de
indicar, como a citogenética e MLPA (Multiplex Ligationdependent Probe
Ampilification) e quantificar, como a PCR (Polymerase Chain Reaction) e Southern
Blotting o numero de repeticbes CGG na regidao 5’ do gene FMR1(Fragile X-linked
Mental Retardation Type 1). A Tabela 1 demonstra as vantagens e desvantagens de
cada técnica (STEINER et al., 2005).

Tabela 1: Vantagens e desvantagens dos métodos para diagnostico laboratorial da
SXF.

Método Vantagens Desvantagens
Tempo gasto;
Analisa os cromossomos, Risco de resultado falso positivo;
Citogenética petrmtltlndo a Identlfll%a%ao das Nao diferencia FRAXA de FRAXE;
estruturas, anormalidades Nao detecta portadores;

estruturais e o sitio fragil. N3o identifica mutac&o pontual.
Confirmagéo apenas para SXF em
homens;
Resultado rapido; Risco de resultado inconclusivo;
PCR S _ _
Utiliza pequena amostra de DNA;  Risco de nao detectar portadores;
Nao identifica mutacdo pontual.

Tempo consumido;

Southerm Blotting Confiavel para _homens e Alto custo;
mulheres, incluindo portadores. Utiliza grande amostra de DNA;
Identificacdo de duplicagdes e Alto custo:

MLPA delegbes em um grande numero Requer DNA de alta qualidade;

de sequéncias simultaneamente;

Rapidez nos resultados. Dificil padronizago.

Fonte: Stener et al. (2005).
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Entre as técnicas utilizadas para detectar a SXF, a técnica de MLPA tem
sido considerada a mais promissora, por ser um método sensivel e rapido, que visa
quantificacao relativa, quanto ao numero de cépias, de mais de 50 sequéncias de
acidos nucléicos em um unico experimento, sendo capaz de detectar delecdes e
duplicacdes de diversos genes, além de mutacgdes de ponto conhecidas (UEHARA,
2010).

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo validar o diagnostico
genético-molecular de pacientes com suspeita da SXF no Laboratorio de
Citogenética e Genética Molecular (LaGene) da Secretaria Estadual de Saude do

Estado de Goias, utilizando a técnica de MLPA.
1.2 Doengas Genéticas

E importante compreender que doenca genética ndo é sindnimo de doenca
hereditaria. Doenga genética é todo e qualquer disturbio que afete o material
genético. Portanto, qualquer doenca néo infecciosa e ndo contagiosa que afete o
material genético, em maior ou menor escala, € uma doencga genética (GARRAFA,
1997). Algumas caracteristicas genéticas dependem ndo s6 dos genes, mas
também de ambiente favoravel, para se manifestarem (YONAMINE e SILVA, 2002).

Conforme Jorde et al. (2004), estima-se que o genoma humano possua
aproximadamente 25.000 genes diferentes. As alteracées nesses genes ou em uma
combinacgdes deles € que podem produzir diversos disturbios genéticos. Segundo
Farah (1997), os disturbios genéticos incluem:

1) Doengas monogénicas: sdo causadas pela alteragdo de um unico par de
genes. A mutagcédo pode estar presente em apenas um alelo normal no
cromossomo homélogo, e neste caso o individuo é heterozigoto (alelos
nao idénticos para determinado carater), ou em ambos os alelos e neste
caso o individuo €& homozigoto (alelos idénticos para determinado

carater). Sdo quatro padrdes basicos de heranga monogénica:
1.1.1 Heranga autossdmica dominante

O fendtipo aparece em todas as geragdes e todo individuo afetado tem um
genitor afetado.

Qualquer filho de genitor afetado tem risco de 50% de herdar o carater.
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Homens e Mulheres tem a mesma probabilidade de transmitir o fenotipo aos
filhos de ambos os sexos.

Individuos normais gerados por um afetado ndo transmitem a anomalia.

Normalmente a prole é afetada pela unido entre um homozigoto normal (aa)

e um heterozigoto afetado (Aa).

1.1.2 Heranga autossGmica recessiva

O fendtipo se expressa apenas em homozigotos recessivos, isto &, tendo
herdado um alelo mutante de cada genitor e pode ficar por varias geracées sem
aparecer.

Os genitores de um afetado tem probabilidade de 25% de gerar outro filho
afetado.

De um casal de afetados nascem apenas filhos afetados, enquanto que de
casais constituidos de um afetado e outro normal nascem, em geral, individuos
normais.

A anomalia afeta individuos de ambos 0s sexos na mesma proporgao.

Normalmente, o pai e a mae dos afetados quase nunca tem a anomalia e a
propor¢cao de casais consanguineos entre os genitores de afetados € mais alta do

que da populagéo.

1.1.3 Heranga dominante ligada ao X

Homens normais, casados com mulheres afetadas, poderao ter filhos e filhas
normais e afetados em proporc¢des iguais.

Homens afetados, casados com mulheres normais, nao tem filhos afetados,
mas todas as filhas sédo afetadas.

Normalmente, a frequéncia de mulheres afetadas é o dobro daquela de

homens afetados.

1.1.4 Heranga recessiva ligada ao X

O fendtipo aparece em todos os homens que apresentam o alelo, mas as

mulheres s6 expressam o fendtipo se em homozigose recessiva.
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O pai afetado nunca passa o gene para os filhos, mas passa para todas as
filhas.

Homens afetados geralmente n&o tem filhos afetados. A presenca de filhos
afetados de pai afetado, somente ocorre quando a mulher € heterozigota (portadora
do gene para a anomalia).

O gene pode transmitir-se por uma série de mulheres portadoras.

Normalmente, a incidéncia do carater € muito mais alta em homens do que
em mulheres, porém mulheres heterozig6ticas geralmente ndo séo afetadas, mas
algumas expressam a afecgéo com intensidade variavel.

Exemplos de algumas doencas monogénicas sao: anemia falciforme, fibrose
cistica, doenca de Batten, doenca de Huntington, sindrome de Marfan, sindrome do
X-Fragil, hemocromatose, deficiéncia de alfa-1 antitripsina, distrofia muscular de
Duchenne, hemofilia A, fenilcetonuria, etc.

2) Doengas poligénicas ou multifatoriais: sdo causadas pela interacédo de
varios genes e provém de multiplos fatores ambientais. Exemplos:
hipertenséo arterial, doenga de Alzheimer, diabetes mellitus, varios tipos
de céncer e obesidade.

3) Doengas cromossOmicas: sdo causadas devido a alteragbes na estrutura
do cromossomo, como perda cromossémica, aumento do numero de
cromossomos ou translocagdes cromossémicas e originadas devido a
erros na divisao celular. Exemplos de algumas doencas cromossémicas
sdo: sindrome de cri-du-chat (miado de gato); sindrome de delecédo e
duplicacdo do cromossomo 3; sindrome de Down; trissomia do 18;

trissomia do 13; sindrome de Klinefelter; sindrome de Turner.

1.3 Deficiéncia Intelectual (DI)

O termo deficiéncia intelectual tem sido objeto de controvérsia na literatura
especializada. A definicdo da Organizagcdo Mundial de Saude (CID-10, 1993) faz
referéncia genérica a aspectos funcionais colocando-os como indicadores ou
consequéncias do funcionamento intelectual rebaixado. Esse funcionamento é
percebido como o nucleo da prépria definicdo e do critério diagnéstico. Para se ter
um diagnostico definitivo, segundo a Classificagéo Internacional de Doengas, na sua

102 revisao (CID-10, 1993), deve-se observar um nivel reduzido de funcionamento



18

intelectual, o que resultard em capacidade diminuida para se adaptar as exigéncias
diarias do contexto social normal (CARDOZO e SOARES, 2011).

O DSM-IV(2003), Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
muito embora destaque uma etiologia organica, adiciona critérios funcionais e
psicométricos na caracterizacdo da deficiéncia intelectual, enfatizando os aspectos
funcionais, ao definir e especificar areas de conduta adaptativa como parte dos
critérios diagnosticos. Essa definicdo orienta na verificagdo do funcionamento
intelectual significativamente inferior a média, dos déficits ou comprometimentos
concomitantes ao funcionamento adaptativo em pelo menos duas das seguintes
areas: comunicagdo, cuidados pessoais, vida doméstica, habilidades
sociais/interpessoais, uso de recursos da comunidade, independéncia, habilidades
académicas, trabalho, lazer, saude e seguranca. Além disso, para a caracterizagéo
da deficiéncia intelectual, € necessario o inicio anterior aos 18 anos.

Até pouco tempo atras, tanto o termo deficiéncia mental quanto o termo
retardo mental eram usados de modo intercambiavel, quando entdo a American
Association on Intellectual and Developmental Disabilities (2010) escolheu
deficiéncia intelectual como o preferivel. A AAIDD (2010) vem liderando o campo de
estudos sobre deficiéncia intelectual, definindo conceituacdes, classificagdes,
modelos teoricos e orientagdes de intervengbes em diferentes areas. Embora
secular e influenciando sistemas de classificacdo internacionalmente conhecidos
como o DSM e a CID-10, a AAIDD n&o é conhecida no Brasil como s&o os outros
dois sistemas. Esse fato talvez se deva a pouca divulgacéo de suas producdes entre
especialistas e pesquisadores brasileiros. O atual modelo proposto pela AAIDD
traduz uma concepgdo multidimensional, funcional e bioecologica de deficiéncia
intelectual, adicionando sucessivas inovagbes e reflexdes tedricas e empiricas em
relagéo aos seus modelos anteriores (CARDOZO e SOARES, 2011).

Luckasson et al (2002) apresenta a seguinte definicdo de deficiéncia
intelectual: incapacidade caracterizada por limitagbes significativas, tanto no
funcionamento intelectual quanto no comportamento adaptativo e esta expressa nas
habilidades praticas, sociais e conceituais, originando-se antes dos 18 anos de
idade. Observa-se, nessa definicdo, que a deficiéncia intelectual ndo representa um
atributo da pessoa, mas um estado particular de funcionamento.

Estima-se que 650 milhdes de individuos no mundo todo tenham DI, a

maioria deles residindo em paises desenvolvidos, com idade pediatrica. De acordo
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com um censo realizado pela Organizacao das Nagdes Unidas (ONU), cerca de 5%
da populacéao brasileira apresenta algum tipo de DI. A prevaléncia de DI no Brasil &
elevada se comparada com a de outros paises em desenvolvimento como o México,
cuja prevaléncia recentemente relatada foi de 4,2/10.000 recém-nascidos com DI
(KACHANI e CORDAS, 2011).

A DI é um dos transtornos neuropsiquiatricos mais comuns em criangas e
adolescentes. As criangas acometidas muitas vezes apresentam-se ao pediatra com
queixa de atraso na fala/linguagem, alteracdo do comportamento, ou baixo
rendimento escolar (VASCONCELOQOS et al., 2004).

A DI divide-se em quatro niveis de gravidade, variando de leve a profunda. A
adaptacdo a sociedade e a possibilidade de adquirir habilidades sociais e
profissionais adequadas para um custeio minimo das proprias despesas dependem
do nivel de gravidade do individuo, embora graus variados de supervisao, orientagao
e assisténcia sejam em geral necessario (AVILA, 2009).

Em pacientes com DI, a funcdo intelectual estd abaixo da média,
demonstrado por um quociente intelectual (Ql) igual ou menor que 70. Um QI normal
é considerado acima de 85, e os individuos com um escore de 71 a 84 s&o descritos
como tendo funcgao intelectual limitrofe (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
1994).

Os testes do QI sdo mais validos e confiaveis em criangas maiores de 5
anos, e por isso muitos autores preferem termos alternativos, tais como atraso do
desenvolvimento, dificuldade do aprendizado, transtorno do desenvolvimento ou
deficiéncia do desenvolvimento. Além disso, como os testes do QI nem sempre
estdo disponiveis, ha uma tendéncia natural a utilizar os termos atraso do
desenvolvimento e DI como sinbnimos, mas € preciso ter em mente que nem toda
crianga pequena com retardo na aquisigcdo dos marcos do desenvolvimento tera DI
quando testada formalmente em uma idade maior (VASCONCELQS, 2004).

As causas de DI podem ser genéticas ou ambientais, e congénitas (por
exemplo, exposicado fetal a teratdogenos, disturbios cromossémicos) ou adquiridas
(por exemplo, infeccdo do sistema nervoso central, traumatismo craniano)
(CARDOZO e SOARES, 2011). A DI pode, ainda, ser categorizada em sindrémica,
isto €, a crianca apresenta caracteristicas dismoérficas associadas que levam a
identificagdo de uma sindrome genética, ou ndo-sindromica. Convém mencionar que

0s recém-nascidos diagnosticados com defeitos estruturais congénitos tem uma
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chance 27 vezes mais alta de receber o diagnéstico de DI aos 7 anos de idade
(AVILA, 2009).

O mapeamento do genoma humano e a capacidade de desativar um
determinado gene em animais de laboratério possibilitaram o estudo das alteragcdes
intracelulares especificas de cada mutacao génica e a correlacdo de uma molécula
deficiente com o resultante déficit cognitivo, estabelecendo as bases celulares da
cognicao (RAMAKERS, 2002).

Os neurdnios séo as unidades condutoras de sinais do sistema nervoso e
apresentam dois tipos de prolongamentos: varios dendritos curtos, que s&o
arborizados e recebem os sinais de outros neurdnios, e um unico axénio longo, que
transmite os sinais adiante. As espinhas dendriticas s&o elementos diminutos
localizados em locais pos-sinapticos das sinapses excitatorias, como locais de
contato entre axénios e dendritos, medeiam a plasticidade sinaptica que fundamenta
o aprendizado, a memoria e a cogni¢ao (LUNDY-EKMAN, 2004).

Isto €, a remodelagem das sinapses e as alteracbes na forma e no numero
das espinhas dendriticas sé&o a base anatdbmica do aprendizado e da memoria.
Ademais, diversas proteinas codificadas por genes cujas mutagées produzem DI
ligado ao cromossomo X executam as vias de sinalizagdo que regulam a morfologia
das espinhas dendriticas, a liberagcdo de neurotransmissores, o crescimento dos
axbnios e o citoesqueleto de actina. A hip6tese atual é a de que a DI origina-se de
um defeito da estrutura e fun¢ao das sinapses neuronais (VASCONCELQOS, 2004).

O conceito de plasticidade abrange as capacidades do cérebro de ser
moldado pela experiéncia, de aprender e recordar e de reorganizar-se e recuperar-
se apos uma leséo. A plasticidade se desenvolve a partir da interagdo das vias
excitatorias e inibitorias atuantes nas sinapses, com um predominio das primeiras,
servidas pelo neurotransmissor glutamato (LUNDY-EKMAN, 2004). A ativagdo dos
receptores glutamatérgicos leva a formacgao e estabilizacdo das sinapses. Algumas
proteinas intracelulares também estdo implicadas, pois regulam o citoesqueleto de
actina, o qual é crucial para o crescimento e a diferenciacdo dos neurdnios
(KANDEL, 2001). O aprendizado e a memoéria envolvem altera¢des a curto prazo na
forca ou eficacia da neurotransmissdo nas sinapses, bem como alteragdes a longo
prazo na estrutura e no numero das sinapses. A transcricao de genes é a via comum

final para o registro das memodrias a longo prazo e para a construgdo de circuitos



21

neuroniais maduros no cérebro em desenvolvimento (CHRISTOFOLINE et al.,
2007).

Croen et al. (2001) avaliaram as caracteristicas epidemioldgicas da DI no
Estado da California entre 1987 e 1994. Depois de excluir as criangas
diagnosticadas com paralisia cerebral, autismo, anormalidades cromossdmicas,
infecgdes, disturbios endoécrinos ou metabdlicos, traumatismos ou intoxicagdes,
malformagdes cerebrais e doengas ou neoplasias do sistema nervoso central, os
autores encontraram 11.114 criangas com DI de origem desconhecida. Constataram,
entdo, que um peso ao nascer < 2.500 g foi o fator preditivo mais forte de DI, e
encontraram outros fatores de risco associados a DI, tais como nivel educacional
inferior da mée, idade maior da mae ao nascimento da crianca e multiplos
nascimentos.

A grande maioria das causas de DI ndo tem cura disponivel, porém a
definicdo da causa frequentemente ajuda a familia a compreender o progndstico e a
estimar o risco de recorréncia. A este respeito, um diagnostico preciso € inestimavel
para o aconselhamento genético do paciente e da sua familia, pois as vezes é
possivel antecipar futuros problemas médicos. Por exemplo, 21% das mulheres
portadoras da pré-mutacdo da SXF apresentardo insuficiéncia ovariana prematura
(FOP) (RITTEY, 2003).

O pediatra pode promover o bem-estar e a qualidade de vida das criangas
acometida com DI, indicando programas de estimulagcdo precoce, tratando os
disturbios associados e atuando como defensor dos direitos dos pacientes na
comunidade (FINUCANE, 2003).

Por exemplo, quando o transtorno de déficit de atencao/hiperatividade esta
associado a DI, o uso de metilfenidato pode melhorar a aten¢do e o comportamento
das criangas, embora ndo melhore o aprendizado. Outro disturbio comumente
associado a DI & a epilepsia, e aqui deve-se dar atencdo especial aos efeitos
adversos cognitivos e comportamentais em potencial na escolha das drogas
antiepilépticas. O pediatra também deve ter em mente que as criangcas e o0s
adolescentes com DI constituem um grupo de alto risco para maus-tratos infantis
(GROSSMAN et al., 2010).

As doencas que causam DI mais prevalentes sdo: sindrome de Down,
sindrome do X-Fragil (SXF), sindrome do alcool fetal, intoxicagdo por chumbo,

infeccbes congénitas, sindromes neurocutaneas, sindrome de Rett, malformagbes
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cerebrais, erros inatos do metabolismo e desnutricdo protéico-calérica
(VASCONCELOS, 2004). Estimativas atuais demonstram a SXF como sendo a
causa mais comum e mais pesquisada de DI herdavel em seres humanos
(KACHANI e CONDAS, 2011).

1.4 Sindrome do X-Fragil (SXF)

1.4.1 Histéria e Definicao

Desde o final do século XIX observacéao intrigante despertou a curiosidade
dos pesquisadores, um: a preponderancia significativa de homens em instituicdes
para pessoas com comprometimento intelectual. A frequéncia de homens, nessas
instituicées, chegava a ser 25% maior do que a de mulheres ndo sendo, na época,
possivel encontrar explicacao plausivel para esse fato (SHERMAN, 1991).

Em meados do século XX, na Inglaterra, J. Purdon Martin e Julia Bell
(1943) descreveram uma familia com 11 homens afetados por deficiéncia
intelectual, em duas geragdes e provenientes de mées intelectualmente normais. O
heredograma da familia era sugestivo de heranca ligada ao cromossomo X.
Subsequentemente, outras familias com deficiéncia intelectual de heranca ligada
ao cromossomo X foram descritas e estes estudos levaram Lehrke (1972) postular
a provavel influéncia de genes localizados no cromossomo X sobre a inteligéncia
humana. O cromossomo X deveria conter varios loci que, quando mutados,
originariam varias sindromes de deficiéncia intelectual (QUEIROZ, 2007).

Em 1969, Lubs estudando os cromossomos dos individuos afetados de
uma familia na qual tanto a m&e como dois de seus filhos apresentavam
comprometimento intelectual, observou uma falha peculiar préximo a extremidade
distal do brago longo do cromossomo X. Algumas mulheres heterozigotas quanto
ao gene da sindrome também apresentavam este cromossomo X com a falha, que
foi denominada de cromossomo X marcador (REIS, 2006).

O cromossomo X marcador foi também observado em uma familia
brasileira, sendo esta a segunda descricdo do marcador citogenético. Havia, assim,
uma forma de deficiéncia intelectual de heranga ligada ao X (CARVALHO, 2003).

Em 1981, Richards et al. estudaram os cromossomos dos individuos da

familia inicialmente descrita por Martin e Bell (1943) e detectaram o sitio fragil
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caracteristico no cromossomo X dos individuos afetados daquela familia.
Sugeriram que a sindrome, até entdo denominada de Martin-Bell, para identificar o
quadro clinico associado ao cromossomo marcador passasse a ser chamada de
Sindrome do X-Fragil (SXF), como é referida até hoje. A citogenética representou,
portanto, importante marco das pesquisas laboratoriais relacionadas a SXF
(QUEIROZ, 2007).

Do ponto de vista genético, a SXF € uma doenga monogénica, de heranca
recessiva ligada ao X, que causa um disturbio do neurodesenvolvimento, devido
ao gene chamado FMR1 (Fragile X-linked Mental Retardation Type 1), localizado
no Xq27.3, cuja regido do promotor apresenta-se instavel e susceptivel a expansao
de trinucleotideos contidos nessa regidao (KUMARI e USDIN, 2010).

Na SXF, o X-Fragil refere-se a um marcador citogenético (FRAXA), chamado
de sitio fragil folato sensivel, no qual a cromatina ndo se condensa, caracterizando-
se por uma constricao e tendéncia para quebras (Figura 1) (ZEIER et al., 2009). O
gene contido nesta regido foi designado FMR1 e contém 38 quilobases (kb) e 17
éxons (BIACSI et al., 2008), sendo dele transcrito um mRNA de 4,8 Kb, que servira
de molde para a sintese da proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein)
(KHALIL et al., 2008). O sequenciamento do gene revelou em humanos, um total de
185.775 pares de bases no gene FMR1 (COLLINS et al., 2010).

fragile X chromosome

Figura 1: O cromossomo X com uma falha em seu brago longo - FRAXA(q27.3) -

presente nos individuos afetados pela SXF.
Fonte: http://fragilexsyndrome.blogspot.com/.

O mecanismo que origina a mutagao presente na SXF consiste na expansao

repetida do numero de copias de uma sequéncia de bases CGG (citosina-guanina-
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guanina) do DNA, que ocorre normalmente na por¢ao inicial, na extremidade 5 do
primeiro éxon, do gene FMR1 (RUEDA et al., 2009).

A sequéncia de repeticdo que se encontra no promotor do gene é
funcionalmente associada a transcricdo do mRNA (KHALIL et al., 2008). A expanséo
dos trinucleotideos resulta na hipermetilacdo da regido, impossibilitando a enzima
RNA polimerase, necessaria para a transcricdo do mRNA, de se ligar a regiao
promotora do gene, levando-o a instabilidade. Consequentemente, o mRNA nao é
produzido e o gene é silenciado, ocasionando assim, a falta do produto final, a
proteina FMRP, indispensavel para o desenvolvimento normal do sistema nervoso e
de varios outros sistemas (YIM et al., 2008).

A clonagem do gene FMR1 em 1991 propiciou o diagndstico molecular
acurado. Individuos afetados que apresentam acima de 200 repeticdes da sequéncia
CGG, sédo chamados de portadores da mutagdo completa. Na populagcdo normal, o
numero de repetigdes CGG é polimérfico e varia de 6-50 unidades. Individuos,
fenotipicamente normais, que apresentam repeticdes CGG entre 50-200 unidades
sé&o chamados de portadores da pré-mutacédo (COFEE et al., 2009). A Figura 2, na
pagina a seguir, mostra o numero de repeticbes no promotor do gene, de acordo

com as categorias relatadas acima.

CROMOSS0OMO X
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MutagEo Complets Mitzcdio completa @ acima 200 repetiges
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Figura 2: Cromossomo X e Gene FMR1 com numero de repeticbes. Categorias:

normal; zona cinza; pré-mutagcéo e mutagdo completa.
Fonte: http://spnl.stanford.edu/researchproj/fragilex.htm.
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Convém elucidar que um numero de repeticdes CGG entre 45 e 55 pode ser
estavel em certas pessoas, mas em outras, apresentar tendéncias a se expandir
quando o gene é transmitido para as geragdes seguintes. Os genes com repeticdes
CGG nessa faixa sao considerados como fazendo parte de uma zona intermediaria
ou cinzenta (gray zone) (ARRIETA et al., 2008).

Os pacientes, portadores da repeticdo compreendidos na zona cinza,
desenvolvem deficiéncias como disturbio de aprendizado e comportamento, apesar
da mutagao relacionada ao numero de CGG estar préxima do normal (BECHARA et
al., 2009).

O sexo masculino € o mais afetado porque os homens sdao hemizigéticos
para o cromossomo X e as mulheres tem a compensacao do outro cromossomo X.
Com isso, as mulheres portadoras do gene mutado apresentam sinais e sintomas
mais brandos que variam conforme o grau de mutag¢do ou pré-mutagdo em que se
encontra o gene FMR1 (OOSTRA e WILLEMSEN, 2009).

1.4.2 Heranca Genética

A SXF afeta homens e mulheres e tem suas peculiaridades de heranga. A
maioria da populagcédo tem no cromossomo X o gene FMR1 normal, entretanto, este
também pode apresentar alteragbes, conforme observado na Figura 3 (SILVA,
2008).

muiher homem

A e A

N XX f/) (\B Y norm al
' I

XY pré-mutacan

* eI k @Y imutagao complata

Figura 3. Formas alteradas de transmissao do FMR1. Homens e mulheres poderao

ser normais, portadores da pré-mutacéo ou afetados pela mutagdo completa.
Fonte: Silva (2008).
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A heranca da SXF n&o segue os padrées mendelianos classicos. As
mutacdes encontradas fornecem uma explicacédo para a heranca genética atipica
observada para esta doencga. O aspecto mais intrigante da SXF é sua penetrancia
incompleta tanto em homens quanto em mulheres portadores da expansédo de
trinucleotideos. Isto se torna peculiar nos casos dos homens portadores,
fenotipicamente normais, que transmitem a mutacéo para seus netos através de
suas filhas, aparentemente nao afetadas (DOBYNS et al., 2004).

Sherman et al. (1985) chamou atencdo para o fato de que a chance de
ocorrerem afetados era menor na prole das avos portadoras do gene alterado do
que entre as criangas de suas netas portadoras da expansdo CGG maior. Portanto,
com maiores chances de expandir para uma mutagdo completa.

Esse padrédo de heranga ficou conhecido na época como o “Paradoxo de
Sherman”. Atualmente, esta esclarecido esse aparente paradoxo: a pré-mutacdo nas
geracdes mais recentes tem uma repeticdo CGG maior e, portanto, uma maior chance
de se expandir para uma mutacao completa (OOSTRA e WILLEMSEN, 2009).

Estudos de segregacédo indicam que o numero de trinucleotideos tende a
aumentar a cada geragdo, durante a meiose feminina, na oogénese e na fase das
mitoses poOs-zigoticas (podendo gerar mosaicismo cromossOmico)
(SOONTARAPORNCHAI et al., 2008). A instabilidade em relagéo a replicagdo da
seqléncia expandida explicaria as diferengcas de penetrancia do quadro clinico se a
mutacdo foi herdada do pai ou da mae, assintomaticos ou afetados. Quando
transmitida pela mulher, o numero de repeticbes de trinucleotideos tende a
aumentar de geracao para geragao, podendo continuar na categoria de pré-
mutag&o ou transformar-se em mutag&o completa, caso nao sofra interrupgédo por
trincas que estabilizam a sequéncia como AGG, a cada 9 ou 10 trincas (QUEIROZ,
2006).

Logo, a frequéncia e localizagdo dessas trincas interruptoras (AGG)
influenciam na estabilidade do polimorfismo CGG do gene FMR1, que impede que
essa regiao evolua, através de geracdes, para a pré-mutagdo e para a mutacao
completa. Aparentemente haveria um limiar de 34-38 repeticdes CGG néo
interrompidas para a ocorréncia de expansdes meioticas (GRANT et al., 2007).

Estudos acerca da herangca do gene FMR1 nas familias mostram que
homens afetados, portadores da mutacdo completa, transmitem o cromossomo X

com a mutacédo completa para suas filhas, porém, de modo inesperado e, ainda néo
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elucidado, o gene passado a elas, retorna o estado de mutacdo completa para pre-
mutacdo. Portanto, todas as filhas de homens portadores tanto da pré-mutacéo,
quanto da mutacdo completa, herdarao do pai a pré-mutacao (SILVA, 2008).

A frequéncia da pré-mutagcdo em FMR1, estimada em caucasianos, é de
1:259 em mulheres e 1:813 em homens. Dados empiricos mostraram que a
transicdo da pré-mutacdo para mutagdo completa ocorre somente na meiose
materna e depende tipicamente do tamanho da pré-mutagédo. Uma mulher com uma
pré-mutacao de 60 repeticbes de CGG tem uma risco pequeno de ter uma crianga
afetada, ao passo que se a pré-mutagédo for de 90 ou mais repeticbes de CGG o
risco relativo € de aproximadamente 100% (COFEE et al., 2009).

N&o ocorre expansédo de pré-mutagdo a mutacdo completa na meiose
masculina. Deste modo, as filhas de homens portadores de pré-mutacao ndo séo
afetadas. Em funcéao disto, os homens portadores de pré-mutacdo sdo denominados
homens transmissores normais . Em contrapartida, a expansao mitética da repeticao
de CGG é maior nos homens. Por este motivo, os filhos de mulheres transmissoras

tem expansdes muito maiores que as filhas (POUYA et al., 2009).
1.4.3 Gene FMR1

Dentre as 155 Mb que perfazem a sequéncia do cromossomo X humano
(VAN ESH, 2006), o gene FMR1 ocupa 38 Kb . Esse gene é localizado na regido
Xq27.3 no cromossomo X (Figura 4), composto por 17 éxons e 16 introns, tem em
seu primeiro e maior deles a sequéncia repetitiva do trinucleotideo CGG, que
apresenta em alelos normais um numero variavel de 6 a aproximadamente 50

copias, com valor médio na populagéo de 29 repeticbes (COLLINS et al., 2010).
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Figura 4: ldeograma do cromossomo X indicando o mapa fisico do gene FMR1,

localizado em Xq27.3.
Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/FMR1.



28

O gene FMR1, mostra-se altamente conservado do ponto de vista evolutivo
e chega a apresentar 95% de homologia com o gene FMR1 encontrado em
camundongos, o que torna este animal um bom modelo para estudar a SXF. O gene
FMR1 codifica pelo menos 12 tipos de mRNA originados por meio de
processamento alternativo do pré-mRNA (splicing alternativo) (OOSTRA e
WILLEMSEN, 2009).

O gene FMR1 se expressa forte e generalizadamente no inicio do
desenvolvimento embrionario em camundongos. Porém, nos adultos a expressao é
mais localizada, concentrando-se no cérebro (hipocampo e cerebelo) e tubulos
seminiferos. Em tecidos humanos o padrdo de expressdo de FMR1 & semelhante
ao observado em camundongos (QUEIROZ, 2007).

A mutacdo mais frequente no gene FMR1 ocorre pela expansdo de um
trecho instavel de repeticdbes de trinucleotideos CGG na extremidade 5 néao
traduzida do gene FMR1 (COLLINS et al., 2010). A origem da instabilidade dos
alelos de FMR1 ainda é questionavel. E fato que quando um alelo apresenta entre
45 e 55 copias CGG, a instabilidade gerada resulta em expansdo da repeticéo.
Estes constituem a segunda classe alélica, algumas vezes categorizados como
protomutados, amplamente conhecidos como “zona de transi¢gao” (ARRIETA et al.,
2008).

A terceira classe é constituida de alelos com a expansdo que variam entre
50 e 200 cépias CGG, denominados, em grupo, de pré-mutagdes. Sao estas pré-
mutacdes, instaveis, que durante as meioses, principalmente, femininas originam a
quarta classe alélica de FMR1, chamada de mutagcdo completa. Quando as
expansodes apresentam mais de 200 cépias da repeti¢cao, ocorre metilacdo das ilhas
CpG adjacentes. A metilagdo resulta no bloqueio das bases citosina por grupos
metila, impedindo a transcricdo e, consequentemente a inativagdo do gene, a
proteina FMRP néo é produzida (Figura 5) (QUEIROZ, 2007).
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Figura 5: Gene FMR1 no estado normal, pré-mutado e mutado completaménte.
Fonte: Queiroz (2007).

As mutagbes completas sdao mitoticamente instaveis, determinando a
ocorréncia de mosaicismo, que significa que ha presenca no mesmo individuo de
uma mutacdo completa e de uma pré-mutacdo, sendo estabelecido precocemente,
durante a embriogénese. Posteriormente as expansdes CGG se estabilizam e se
transmitem de maneira clonal (ARRIETA et al., 2008).

O mosaicismo € mais frequente entre as mulheres. Nesse caso, as células
que apresentam a pré-mutagao continuam produzindo a proteina FMRP e as células
que apresentam a mutacdo completa n&o, pois o0 gene encontra-se silenciado. Os
individuos mosaicos apresentardo menor severidade dos sintomas associados as
mutacdes completas (HANSON e MADISON, 2007).

Existem dois tipos de mosaicismo na SXF, o mosaicismo mutacional que ocorre
em cerca de 20% dos individuos afetados que apresentam a muta¢do completa em co-
ocorréncia com outra linhagem celular, que contém o alelo pré-mutado do gene FMR1
n&o metilado e funcional (TASSONI e HAGERMAN, 2003). Mais rara € a ocorréncia de
uma linhagem normal em conjunto com outra linhagem celular com a pré-mutacao ou a
mutagdo completa no gene FMR1. Nestes casos a diferenga pode aparecer no mesmo
tecido, ou em tecidos diferentes (BIACSI et al., 2008).

O segundo tipo, o mosaicismo de metilagdo, ocorre em casos onde o
numero de coOpias € caracteristico da mutacdo completa, mas o DNA ndo esta

metilado em todas as células. O mosaicismo de metilagao pode ser encontrado em
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individuos com o numero de repeticbes CGG no limite inferior da faixa de mutacao
completa (TASSONI e HAGERMAN, 2003).

Em individuos com o alelo da mutagdo completa do gene FMR1 observa-se
um padrdo variavel de metilacdo. Cada padrdo de metilagdo representa um
epigendtipo, e a variabilidade dos epigendtipos celulares de cada individuo é
incomum, sugerindo que os padrbes de metilagdo, tanto em individuos normais
como em afetados séo dindmicos (ZEIER et al., 2009). Em individuos com o alelo da
mutacédo completa, a presenga de um numero variavel de células onde n&o ocorre a
metilagdo garante a expressao génica em variados graus, influenciando o fenétipo
(HANSON e MADISON, 2007).

O promotor do gene FMR1 encontra-se numa ilha CpG, de cerca de 1Kb. A
transcrigdo € iniciada em trés locais diferentes ao longo do promotor. Observando o
sentido 5’- 3, os sitios Ill, Il e | , anteriores a repeticdo CGG, sdo utilizados tanto em
alelos normais quanto naqueles onde ha pré-mutacdo, mas em proporcoes
diferentes. Quanto maior a repeticdo, hd o predominio de utilizagdo nos sitios
iniciadores mais distais a repeticéo, indicando que a selec¢ao de local de iniciagcao é
influenciada pelo elemento CGG (BEILINA et al., 2004).

Nas repeticdes CGG séo encontradas sequéncias intercalantes de trincas
AGG (adenina, guanina, guanina) a cada 9 ou 10 repeticdes (TABOLACCI et al.,
2008). Essas sequéncias AGG interrompem as sequéncias CGG e inferem na
estabilidade do alelo. A populacdo apresenta um numero medio normalmente de 30
repeticbes com duas interrupgbes de AGG. O desenvolvimento da SXF a partir da
instabilidade das repeticbes CGG pode ocorrer devido a perda dessas sequéncias
intercalantes (FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2009).

A perda das inclusbes AGG parece representar um evento mutacional
importante na geragao de alelos de FMR1 instaveis que, consequentemente, séo
passiveis de expansdo (TABOLACCI et al., 2008). Observacbes posteriores
sugerem que a perda das interrupcées AGG nao seja o evento inicial que confere
instabilidade. E mais provavel que este evento seja a Ultima barreira antes da
hiperexpansao (KUMARI e USDIN, 2010).

O gene FMR1 apresenta dois paralogos autossémicos: FXR1 e FXR2
mapeados em 12913 e 17p13.1, respectivamente. Os individuos com a SXF que tem

déficit ou auséncia da proteina FMRP apresentam niveis normais das proteinas
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codificadas pelos genes FXR1 e FXR2. Além de interagirem entre si, as trés proteinas
interagem com ribossomos no processo de sintese protéica (COFEE et al., 2009).

Considerando a significante homologia presente entre os genes FXR1 e
FXR2, a falta destas proteinas deve resultar em efeitos fenotipicos similares.
Teoricamente € possivel que individuos com o fenétipo da SXF que apresentam o
alelo normal do gene FMR1 bem como niveis normais da proteina FMRP possam ter
anormalidades no gene FXR1 ou FXR2 (RODRIGUEIRO, 2006).

O gene FMR1 apresenta também ortologos altamente conservados em Mus
musculus, Galus galus, Drosophyla sp. Estudos sobre a expressao destes genes em
modelos animais tem contribuido para o entendimento das fungdes da proteina
correspondente e suas interagdes na célula (HANSON e MADISON, 2007).

1.4.4 Proteina FMRP

O transcrito gerado pelo gene FMR1 é da ordem de 44 Kb. O
processamento do mesmo apresenta alternativas em 5 pontos diferentes, o que
deve contribuir para sua diversidade funcional (GOLDLER et al., 2010).

A proteina FMRP, de 70-80 kD, encontrada predominantemente no
citoplasma esta presente em todos os neurdnios de individuos normais estudados
(RODRIGUEIRO, 2006).

A FMRP contém dois tipos de motivos ligadores de RNA, dois dominios KH
(homédlogos a proteina K) e um box do tipo arg-gli-gli. A sua localizagcdo é
citoplasmatica podendo estar associado a mRNAs, e/ou fazendo parte de grandes
complexos de ribonucleoproteina (RNPs) e polirribossomos (GROSS et al., 2010).

A sequéncia de FMRP sugere sua fungdo. Sinais de localizacédo e de
exportacdo nucleares (NLS e NES) e dominios de homologia K (KH1 e KH2)
sugerem que a proteina FMRP deva transitar dentro e fora do nucleo celular além de
possuir atividades relacionadas a RNAs diversos, predizendo sobre o fendtipo
pleiotropico da SXF (COFEE et al., 2009).

Em linhagens celulares humanas, a FMRP encontra-se associada a
polirribossomos e ao reticulo endoplasmatico rugoso. Ha fortes evidéncias na
literatura que suportam a idéia de ser a proteina FMRP importante na tradugcao de
diversos mRNAs. Experimentos in vitro mostram que FMRP funciona como agente
repressor de traducéo de seu proprio mRNA (CRUZ-MARTIN et al., 2010).
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Foi demonstrado em estudos que as repeticbes CGG a 5' do loco FMR1
séo os sitios de ligacdo de uma proteina nuclear denominada BP-1, que também
€ capaz de se ligar in vitro a repeticbes CGG sintéticas. Quando as repeticbes CGG
estdo metiladas, outro complexo protéico se liga a regido, indicando que o
silenciamento do gene FMR1 deve resultar da interacdo entre varios fatores
protéicos que influenciam a transcricdo (BECHARA et al., 2009).

A capacidade da FMRP ligar-se ao seu proprio e a outros mRNAs, através
dos motivos da proteina, é devida a presenca de uma estrutura, na fita simples de
alguns mRNAs, conhecida como quartetos G ou tétrades G: guaninas que se ligam
por pontes de hidrogénio formando um quadrado. Como aproximadamente 4% do
total de mRNAs do cérebro de fetos humanos tem esse tipo de estrutura, é possivel
que a FMRP interaja com um grande numero de mRNAs (TAN et al., 2009).

Mais significativamente, FMRP aumenta traducdo da superoxido mRNA
dismutase quando ele interage com a estrutura. Estes achados sugerem que a
auséncia de FMRP pode resultar em reducédo dos niveis de superoxido dismutase,
que por sua vez leva ao aumento do estresse oxidativo no cérebro. Curiosamente,
estresse oxidativo no cérebro esta relacionado a ansiedade, dificuldade para dormir,
e autismo, que normalmente afetam os individuos com a SXF (RIFE et al., 2003).

A fungédo da FMRP nos neurdnios funciona da seguinte maneira: a FMRP é
dimerizada no citoplasma e entra no nucleo através do seu sinal de localizagéo
nuclear. A proteina é reunida em complexos de ribonucleoproteina (mMRNP) e pode
interagir com transcritos de RNA e outras proteinas. Posteriormente, o complexo
FMRP-mRNP ¢ transportado para fora do nucleo através do sinal de exportacéo de
FMRP. Alternativamente, FMRP pode se ligar ao mRNA e se associar com mRNP
no citoplasma. Uma vez no citoplasma, o complexo FMRP-mRNP pode se associar
com ribossomos no corpo celular para produzir proteinas, algumas das quais sao
importantes para a orientagdo do axénio. Além disto, o complexo FMRP-mRNP pode
se transportar para os dendritos e regular a sintese de proteina local de mRNAs
especificos em resposta a estimulagéo sinaptica, tais como a ativagcao de receptores
metabotropicos de glutamato (SILVA, 2008).
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1.4.5 Caracteristicas clinicas da SXF

As caracteristicas fenotipicas da SXF sao sutis e tardias, por isso de pouco
valor diagnéstico nas criangas. As caracteristicas comportamentais e o déficit
cognitivo sdo as manifestagbes mais constantes e precoces na SXF (COLLINS et
al.,2010). O comprometimento cognitivo estd sempre presente nos pacientes do
sexo masculino com SXF. Entretanto, apresenta expressées muito variadas, desde
dificuldades especificas, que levam a uma dificuldade no rendimento escolar (3,6%
dos casos), até deficiéncia intelectual profunda (HALL et al., 2009).

Apesar de nao existir nenhum elemento que isoladamente possa ser
considerado como caracteristica especifica da SXF, o conjunto de caracteristicas
apresentadas por estes pacientes permite, na maior parte das vezes, realizar o
rastreamento dos possiveis portadores da SXF (QUEIROZ, 2007).

O fendtipo comportamental na SXF inclui um razoavel numero de
caracteristicas, no que tange a cognicéo, linguagem e aspectos sociais, bem como

problemas de conduta e alterac¢des psicopatoldgicas (DOLEN et al., 2007).

O atraso no desenvolvimento neuropsicomotor com o reconhecimento
associado mais frequentemente a deficiéncia intelectual é a caracteristica mais
significativa na SXF (BHOGAL e JONGENS, 2010).

Para o individuo afetado, representa um bloqueio que limita as
capacidades de aprendizado, a habilidade de auto-expressao, liberdade de
movimentos e realizacdo de tarefas. Para a sociedade, representa uma
inabilidade caracterizada por redugao de produtividade, uma certa dependéncia e
vulnerabilidade a discriminacédo e exploragdo. Para a Saude Publica é uma
anormalidade comum, distribuida por todos os extratos da populagdo e que impde
responsabilidades e custos vitalicios. Para a Medicina e para a Biologia, a
deficiéncia intelectual € uma anormalidade na formagédo e/ou funcédo do sistema

nervoso central que demanda avaliagao e explicacdo (RODRIGUEIRO, 2006).

A SXF contribui para 30% dos casos de deficiéncia intelectual ligada ao
cromossomo X (NOLIN et al., 2008). Em homens afetados pela SXF, os valores
de QI encontram-se em duas categorias. Até os 20 anos de idade apresentam
uma meédia de QI igual a 50, enquanto individuos mais velhos exibem o valor
médio de 35. Tais resultados sédo por vezes interpretados como um reflexo do
declinio do QI com a idade (BRUN-GASCA, 2004). Por outro lado, a possibilidade
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de tal diferenca ser reflexo de intervencdo deve ser considerada, uma vez que
pacientes mais jovens sao menos frequentemente institucionalizados, e devem
entao representar uma classe mais funcional (CHONCHAIYA et al., 2009).

Em mulheres portadoras da SXF ha uma menor prevaléncia de deficiéncia
intelectual, estando a ampla maioria dessas mulheres nas categorias de
inteligéncia limitrofe e de deficiéncia intelectual moderada (BRUN-GASCA, 2004).
A inativagdo de um dos dois alelos de cada gene do cromossomo X que ocorre no
inicio do periodo embrionario nas meninas gera duas popula¢des celulares
(HAGERMAN et al., 2010). Este mecanismo genético € responsavel pela ampla
variabilidade do fendtipo das doencgas recessivas ligadas ao X nas meninas
heterozigoticas, uma vez que a inativagao do alelo mutante se da em proporgdes
aleatérias. No caso da SXF, as meninas portadoras da mutagdo tendem a
apresentar manifestagdes clinicas mais leves (JOHNSON, 2008).

Além da deficiéncia intelectual, outras caracteristicas intelectuais bastante
consistentes foram identificadas nos individuos afetados pela SXF, como por
exemplo: abstracao, fala repetitiva e fora do contexto e ecolalia (BOURGEOIS et
al., 2009).

Em diversos paises foram realizados estudos em muitas familias com
afetados pela SXF, que demonstraram a presenca de algumas caracteristicas
fisicas, como a hiperextensibilidade das articulagbes (73-80%), prolapso da valvula
mitral (55-60%), estrabismo (50-55%) e problemas ortopédicos (50%) (ZEIER et
al., 2009).

As caracteristicas fisicas comumente associadas a SXF apresentam
variagdes conforme o grau de mutacédo ou pré-mutacao, e na maioria das vezes as
pessoas com a SXF, submetidas ao exame clinico, nem sempre sao reconhecidas
por essas caracteristicas, sobretudo quando os sinais se manifestam de forma
muito sutil (BARDONI et al., 2006).

Considerando a extensa variabilidade individual das caracteristicas fisicas
na SXF, um caso especifico podera apresentar poucos ou varios sinais, mas que
nem sempre serao diagnosticados pelo exame clinico. Nao é dificil encontrar entre
a populacédo afetada com SXF, uma pessoa identificada como tendo tracos
fisiondmicos ditos "normais” (QUEIROZ, 2007).
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A Tabela 2 contém as caracteristicas comportamentais mais comuns
identificadas nas criangas com SXF. Porém os sinais e sintomas n&o sdo de modo
algum obrigatérios, sendo necessario que crianca ou adulto com suspeita da SXF,
tenham seu caso submetido a uma analise particular, a um exame fisico detalhado
e o teste genético para a observacdo da expansdo de trinucleotideos

patognomonica, para essa condigédo genética (SILVA, 2008).

Tabela 2: Caracteristicas Comportamentais da SXF.

Descrigao
. . Baixa tolerancia a Evita contato visual
Bom humor. Ansiedade social. ~ o
frustracao. tatil.

Hperatividade. Recusa~ ao pgdldo de Irntaggo e explosdes Timidez.

interacao social. emocionais.

Atitudes de

. . ~ Comportamento e ~
Impulsividade. aproximacéo e ” Déficit de atencgéo.
. repetitivo.

retirada.

Concentracao Dificuldades de Facilidade para .
; ~ Lo Ansiedade.
reduzida. adaptacéo. imitacao.
D|f|culda}de em lidar Desagrado com Habito de agitar as . .
com estimulos ~ . ~ Baixa auto-estima.
L alteracgdes da rotina. maos.

sensoriais.
Impacu?nma ou Desconforto diante de ~ Habito de morder as Dificuldade no
agressdes em : : - ; .

imprevistos. maos. relacionamento social.

situagdes estimlantes.

Fonte: Silva (2008).

Estudos mostraram que 28% de criangas e 15% de adultos com SXF
apresentam os sintomas caracteristicos do autismo, como: pobre contato visual,
agitar ou morder as maos e os problemas de interacdo social, que sugerem
dificuldade de relacionamento e, como consequéncia, afastamento e soliddo
(HAGERMAN et al., 2010).

Entretanto, ao contrario das pessoas com autismo, que evitam todo o tipo de
contato visual, as pessoas com SXF tem efetivo interesse pela realidade, séo
sensiveis as expressoes faciais e apenas evitam o contato direto olho a olho (HALL
et al., 2010). Na década de 80, algumas investigacdes registraram 5% de casos de
meninos com SXF e autismo e, posteriormente, diversos autores confirmaram que
2% a 6% dos meninos com autismo tem SXF, e aproximadamente 30% dos meninos
com SXF tem autismo (GARCIA-NONELL et al., 2006).
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Nas mulheres portadoras da pré-mutacdo na SXF as caracteristicas mais
marcantes estdo mais associadas a disturbios emocionais, como: ansiedade,
variacado no humor, pré-disposicao a depresséao, ansiedade e timidez (FERRANDO
LUCAS et al., 2004).

Estudos recentes verificaram a presenca de Falha Ovariana Precoce (FOP)
que produz a menopausa precoce em mulheres portadoras da pré-mutagao. A FOP
€ uma patologia clinica na qual os ovarios deixam de funcionar antes dos 40 anos.
Em geral, a média de idade da menopausa esta situada entre os 45 e 55 anos, e das
mulheres com a FOP se da entre 35 e 45 anos (CHONCHAIYA et al., 2009).

Outras alteragbes observadas em pacientes portadores da SXF s&o alteracdes
anatébmicas no tamanho do cerebelo e nas ramificacdes dos dendritos. Convulsées
foram verificadas em 15 a 20% das pessoas afetadas (GROSSMAN et al., 2010).

Os principais sintomas associados a pré-mutacdo em FMR1 s&o ataxias e
tremores. A este quadro clinico foi dado o nome de Sindrome de Ataxia e Tremor
associada ao X-Fragil (FXTAS) (RODRIGUEZ-REVERENGA et al., 2010). A FXTAS
€ uma doencga neurodegenerativa, causa graves tremores progressivos e problemas
de equilibrio, como manifestacdes de instabilidade no andar, deficiéncia no uso de
talheres, entre outros objetos (GARCIA-ARROCENA e HAGERMAN, 2010).

O fendtipo da FXTAS foi primeiramente identificado em 2001, quando foram
descritos cinco homens, que apresentaram tremor iniciando entre os 50 e os 60
anos de idade, e que eram portadores da pré-mutacao do gene FMR1 com 78 a 98
repeticées CGG (REIS, 2006).

Estudos posteriores nos Estados Unidos, Holanda e Australia registraram a
ocorréncia da FXTAS em 20% a 30% dos homens com pré-mutacédo. A FXTAS nao
tem cura, porém o diagnéstico pode ajudar a proporcionar tratamento farmacolégico
e a inclusdo de outras terapias adequadas a condigdo dos pacientes (GARCIA-
ARROCENA e HAGERMAN, 2010).

1.4.6 Diagnostico da SXF

O diagnéstico de um paciente com a SXF estabelece uma oportunidade

valiosa de fazer estudos na familia, identificando outros afetados e portadores, e de
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realizar um aconselhamento genético eficiente permitindo a prevengdo de novos
casos (RUIZ et al., 2009).

O primeiro método laboratorial para o diagnéstico foi descrito por Lubs, em
1969, que observou um sitio fragil na regido Xq27-28 em amostras cultivadas em acido
félico. Depois disso, varios regides de sitios frageis foram descritas na mesma regido
cromossOmica, e foram denominados como FRAXA, FRAXD, FRAXE e FRAXF.
FRAXA é o mais comum desses sitios e esta associada com mutac¢des no gene FMR1,
responsavel pela SXF, enquanto os demais sitios podem estar relacionados com outros
genes, como por exemplo o gene FMR2 (STEINER et al., 2005).

Com o advento de um marcador cromossOmico presente em alguns casos
de deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X, a natureza sindrébmica da doenga
tornou-se aparente. Uma vez que as condi¢des de cultura para a caracterizagao do
cromossomo X-fragil foram estabelecidas, a citogenética se tornou a ferramenta
primaria de diagnéstico da SXF (LUO et al., 2009).

O conhecimento corrente da genética molecular da SXF deixou mais
compreensivel a variabilidade de expressao do sitio fragil, uma vez que as mutagdes
divergem em uma mesma familia. A avaliagdo molecular do gene FMR1, eficaz e
indubia, tornou-se o padréo “ouro” para o diagnostico apropriado da SXF (STEINER
et al., 2005).

Varios centros de pesquisa trabalhavam ja no inicio da década de 1980
através de estudos de clonagem posicional em prol da identificagdo do gene
responsavel pela SXF. Novos marcadores foram identificados nas vizinhancas do
loco Xg27.3. Dentre elas, a sonda St14 definindo uma sequéncia repetitiva de
numero variavel no loco DXS52 que é até hoje um dos melhores marcadores
genéticos na banda Xq28 (RODRIGUEIRO, 2006).

O mapeamento fisico da regido empregou um grande numero de pontos de
quebra no cromossomo X em Xg27 e Xq28. Estes pontos de quebra usados para
posicionar marcadores de DNA entre si permitram a geracdo de marcadores
adicionais com a finalidade de estabelecer a localizacdo genética da SXF nesta
regido (LUO et al., 2009).

Trés contribuicdes em particular levaram ao isolamento do sitio fragil e do
gene FMR1: o isolamento do cromossomo contendo a quebra no sitio fragil; a

producao de grandes insertos de DNA derivados da regiao; e o estabelecimento de
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grandes fragmentos de restricdo cujos tamanhos estavam especificamente alterados
em homens portadores da SXF, devido a metilacdo (RODRIGUEIRO, 2006).

Os hibridos de células somaticas que retinham o cromossomo X-Fragil foram
originalmente importantes no estabelecimento da independéncia de outros fatores
autossGmicos no aparecimento do sitio fragil e levaram a consequente producéo de
um painel de linhagens celulares hibridas (WARREN et al., 2001).

Uma vez que marcadores foram identificados na regido, definidos pelos
painéis de linhagens celulares hibridas bem como através dos mapas genéticos, a
eletroforese em campo pulsado foi a ferramenta utilizada por varios grupos para
gerar mapas da regido. Dentre tantos trabalhos, um achado significativo foi o do
consércio américo-holandés que utilizou sondas derivadas de cromossomos
artificiais de levedura (VERKERK et al., 1991).

Séo raros (<1%) os casos em que a sindrome decorre de delecao total ou
parcial, de mosaicismo ou de mutag&o de ponto no /oci FMR1, indicando que existe
heterogeneidade genética na origem da SXF, ou seja, pode haver SXF do ponto de
vista clinico ndo associada ao cromossomo X-Fragil (BOY et al., 2001). No entanto,
mais de 99% das mutagcbes de FMR1 s&o expansdes de uma sequéncia repetida
(CGG)n. Logo, o fato dos individuos afetados possuirem, em sua grande maioria,
um unico tipo de mutacado (expansédo de trincas CGG), facilita sobremaneira o
diagndéstico e contrasta com o que ocorre em outras doencas hereditarias, como € o
caso da fibrose cistica, por exemplo, onde cerca de 1000 mutagdes diferentes foram
relatadas (QUEIROZ, 2007).

Os diagnoésticos clinicos indicam um conjunto de sinais e sintomas
sugestivos. Entretanto, ndo podem confirmar o diagnéstico da SXF. Assim, é
necessario realizar uma investigagdo molecular (LUO et al., 2009).

Portanto, os individuos que apresentam deficiéncia intelectual de causas
desconhecidas ou autismo, hiperatividade, déficit cognitivo, caracteristicas fisicas ou
de comportamento relacionadas a SXF, ou ainda, uma histéria familiar de SXF, ou
que tenham sinais sugestivos do quadro clinico da doenca, devem se submeter
fundamentalmente, ao teste genético molecular para definir o numero de copias
CGG contido no promotor do gene FMR1 (FLORENCIA et al., 2006).

Adicionalmente, os diagnésticos disponiveis para a SXF incluem a analise

cromossOmica ou cariotipo, testes de imunocitoquimica e imunohistoquimica, que
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fornecem a porcentagem de proteina FMRP nas células e os diagnosticos
moleculares por PCR, Southern Blotting e MLPA (YIM et al., 2008).

1.4.6.1 Métodos Moleculares

1.4.6.1.1 Southern Blotting

Southern Blotting (SB) € o método utilizado para identificar a mutacao
completa e a pré-mutacao, revelando o estado de metilacédo do gene. O diagnéstico
pela técnica de SB é confiavel para pacientes do sexo feminino e masculino e
permite visualizar de forma direta o tamanho das sequéncias repetitivas, tanto em
individuos normais, como em pré-mutados. Entretanto, o SB nao permite determinar
de forma precisa sequéncias repetitivas de tamanho pequeno, que sao importantes
quando necessitamos distinguir as sequéncias normais das pré-mutadas
(ROSALES-REYNOSO et al., 2009).

Para a analise por Southern blotting, o DNA a ser estudado € digerido
utilizando-se enzimas de restrigdo. No diagnostico da SXF sao usadas a EcoRl e a
Eagl. A EcoRI permite verificar a variagdo de tamanho de um fragmento de restrigcdo
que apresenta cerca de 5,2 kb de comprimento em individuos normais. A Eagl é
sensivel a metilagdo, ou seja, ndo é capaz de reconhecer seu sitio de corte se esta
sequéncia estiver metilada (CARVALHO, 2003).

Portanto, permite verificar se esse mesmo fragmento, que contém a ilha
CpG, esta metilado ou néo. Dentro do fragmento de 5,2 kb originado com a digestao
pela EcoRI, a 5’ das repeticdes CGG, existe um sitio de reconhecimento da Eagl. Se
o sitio de reconhecimento pela enzima estiver metilado, ela ndo reconhece e nao
corta, resultando na detecgdo do fragmento grande, resultante da digestdo pela
EcoRI, se o sitio de reconhecimento ndo estiver metilado, a enzima reconhece e
corta resultando num fragmento menor, de cerca de 2,8 kb nos homens normais e

no cromossomo X ativo normal das mulheres (CARVALHO, 2003).
Entre os milhdes de fragmentos de DNA produzidos, existirdo alguns
contendo a sequéncia do gene FMR1 com a repeticdo de CGG. Os fragmentos que

apresentarem metilacdo serdo de longas repeticdes, podendo faciimente ser
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distinguidos dos fragmentos desmetilados, que serdo menores, isto €, com o numero
de repeticdes dentro da normalidade.

Em seguida, todos esses fragmentos de DNA serdo colocados no gel e
separados por tamanho com o uso de corrente elétrica (eletroforese) (NOLIN et al.,
2008).

Feito isso, segue-se a metodologia do Southern Blotting, e os fragmentos de
DNA serao transferidos para uma membrana (blotting) de nylon ou nitrocelulose tratada
com uma sonda hibridizadora. A sonda usada para hibridar com a regiao de expansao é
chamada de StB12.3. A exposi¢gdo da membrana ao filme de raios X produzira linhas
(chamadas "bandas") que servirdo para analise do DNA. Mediante esta analise, o
estado de metilacdo do gene FMR1 é definido, o que permite a caracterizagéo de todas

as classes de individuos relacionados com a SXF (BIACSI et al., 2001).

E necessario que seja aplicada a combinacéo das técnicas PCR e SB para
os casos estudados de SXF, especialmente, quando uma técnica ou outra tenha
sido realizada individualmente e ndo tenha apresentado um resultado conclusivo
(AVILA, 2009).

A combinacado das duas técnicas permitira a determinacdo do numero exato
de repeticdes CGG e também o padrao de metilagdo da regido promotora do gene.
O uso combinado das duas metodologias permitira determinar com seguranca
superior a 99% quem é portador da pré-mutagdo do gene FMR1 e quem possui a
mutac¢ao completa (BEILINA et al., 2004).

1.4.6.1.2 PCR

A técnica da PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction = reagado da
polimerase em cadeia) € um método in vitro que a partir de uma quantidade minima
de DNA, permite a amplificacdo de sequéncias especificas, podendo ser considerada
uma técnica de clonagem genética. A analise do gene FMR1 pela PCR consiste na
amplificagdo de milhares de coOpias de pedacos do gene FMR1 que contém as
repeticdes CGG (QUEIROZ, 2006). A PCR é extremamente importante porque sua
precisdo permite identificar as repeticées que ja estao expandidas, e que caracterizam
a pré-mutacdo, pois estas, tem o risco de aumentar nas geracdes futuras,

expandindo-se em mutacdo completa, e consequentemente, causar todos os
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sintomas relacionados a SXF. O método de diagnéstico pela PCR alia simplicidade e
especificidade. Entretanto, trata-se de um teste bastante sensivel de analise e,
portanto, & necessario muito cuidado na realizacédo dos trabalhos para evitar

contaminacdes cruzadas e inviabilizar o resultado (FILIPOVIC-SADIC et al., 2010).

Para a execugdo do exame €& necessario apenas o uso de pequenas
quantidades de DNA, que podem ser obtidas por amostras de sangue, de esfregaco
bucal, de fio de cabelo, ou pela amniocentese. Neste ultimo caso, as amostras do
liquido amniético deverao ser coletadas entre a 152 e 172 semanas (QUEIROZ, 2006).

Para a reacdo da PCR é preparada uma mistura padrdo (conhecida como
mix), que contém, a amostra de DNA que sera estudada, quatro dNTPs
(desoxirribonucleotideos trifosfato) que s&o as bases nitrogenadas, um par de
oligonucleotideos iniciadores, que devem ser complementares as sequéncias
flanqueadoras a regido de DNA de interesse e a enzima Tag DNA Polimerase em
uma solugéo tampao, contendo magnésio (ROSALES-REYNOSO et al., 2009).

O mix é colocado no termociclador, que fara ciclos de temperatura pré-
estabelecidos com tempos exatos. A primeira etapa da reacdo da PCR é o
aquecimento para desnaturacdo da dupla fita de DNA, seguida da ligacdo dos
iniciadores (anelamento) nos locais complementares especificos e da extensédo do
DNA pela enzima. Cada uma dessas séries, desnaturacdo, anelamento e extensao,
que ocorrem em diferentes temperaturas correspondem a um ciclo (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010).

As sequéncias de DNA de interesse sado produzidas exponencialmente, pois
os produtos formados a cada ciclo s&o utilizados pelos iniciadores na producéo de
novas sequéncias do DNA alvo no ciclo seguinte. Normalmente sao realizados de 25
a 40 ciclos para cada reagdo e milhares de cépias da sequéncia CGG séao
produzidas. Considerando-se o diagnéstico especifico para a SXF, apo6s a
amplificacdo dos produtos, estes séo separados por eletroforese em gel de agarose,
e revelados por coloracdo de brometo de etidio. Em seguida, os tamanhos dos
fragmentos podem ser visualizados e analisados (CARVALHO, 2003).

As mutac¢des completas tem grandes repeticdes CGG e sdo muito dificeis de
serem amplificadas, pois os fragmentos produzidos pela PCR, conhecidos como
produtos da PCR, geralmente sdo mais curtos, variando num maximo de 100 a 120

repeticbes CGG (AHN et al., 2007). Assim, na analise por PCR em homens, a
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auséncia de amplificacdo sugere a mutacdo completa, e o resultado precisa ser
confirmado por Southern blotting (LUO et al., 2009).

As mulheres normais podem apresentar um ou dois pedagcos amplificados,
dependendo de as repeticbes CGG em seus dois cromossomos X serem iguais ou
nao. Assim, nas mulheres com a suspeita de mutacao completa, a analise Southern
blotting € essencial, pois na PCR elas terdo um unico fragmento amplificado, o que
pode ser confundido com o resultado obtido em pessoas sem mutagao (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010).

1.4.6.1.3 MLPA

Entre as técnicas mais promissoras para identificacdo das alteracdes
relacionadas com a deficiéncia intelectual, estd a Multiplex Ligationdependent Probe
Ampilification (MLPA). A técnica de MLPA foi desenvolvida e descrita por Schouten
et al., (2002) e permite detectar alteragdes no numero de cépias em até 50
sequéncias diferentes de DNA em uma unica reacdo de amplificagdo. Em outras
palavras, essa técnica possibilita a identificacdo de duplicacbes e delecbes em um
grande numero de sequéncias simultaneamente (UEHARA, 2010).

A identificagdo do numero de copias de uma dada sequéncia é efetuada por
meio da hibridagdo de sondas especificas a essa sequéncia. A peculiaridade desta
técnica esta no fato de que ndo é o DNA genémico que é o alvo da amplificacdo por
PCR, mas sim as sondas que se hibridam ao DNA € que sdo amplificadas. As
sondas de MLPA constituem-se de dois oligonucleotideos complementares as
sequéncias alvo de DNA gendmico: um oligonucleotideo sintético curto e um
oligonucleotideo sintético longo (SUEMASU, 2010).

Suemasu (2010) descreve a técnica como sendo simples, em que uma
amostra de DNA genbmico é hibridizada com uma mistura de sondas, com
amplificacéo posterior dos produtos de ligacdo por PCR, utilizando-se um par de
primers universal. Os fragmentos finais sdo, entdo, separados e analisados em
aparelho de eletroforese capilar, sendo possivel a quantificacao relativa de coépias
génicas. Sao basicamente 5 fases: Desnaturacdo do DNA, Hibridizagdo das sondas,
Reacado de Ligacédo, Reacéo de PCR e Separacdo dos amplicons por eletroforese
capilar. Nas duas primeiras fases, o DNA genbmico é desnaturado, e entéo

hibridizado a uma mistura de sondas (cada uma especifica a regido a ser estudada).
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Cada sonda comercial € formada por dois oligonucleotideos, que se anelam de
forma adjacente ao DNA, e s&o construidos da seguinte maneira:

Sonda Esquerda: oligonucleotideo sintético curto, constituido por uma
sequéncia homoéloga ao primer universal sense (que contém marcador fluorescente)
(em azul, Figura 6), seguido por uma sequéncia especifica ao alvo com tamanho

variavel de 21 a 30 bases (nt) (em vermelho, Figura 6).

Sonda MLPA
Sonda Esquerda Sonda Direita
5 3
Sequéncia complementar ao primer reverso
Sequéncia complementar ao primer direto , ,
3' P-5 Sequéncia coringa
Sequéncia esquerda de hibridizacao especifica Sequéncia direita de hibridizagao especifica

Figura 6: Representacédo esquematica das sondas comerciais de MLPA. Para cada
regiao a ser analisada sdo desenhadas duas sondas, a esquerda e a direita, que se

anelam de maneira adjacente.
Fonte: Suemasu (2010).

Sonda Direita: oligonucleotideo longo, derivado de fago M13, que contém
uma sequéncia, especifica ao alvo, de 25 a 43 nt (em vermelho, Figura 6), seguida
por uma sequéncia coringa (com extensao diferente para cada sonda, 19 a 370 nt, o
que definira o tamanho a partir do qual o fragmento final podera ser diferenciado dos
demais - em verde, Figura 6) e, por fim, ainda uma sequéncia homologa ao primer
universal antisense (em laranja, Figura 6).

Em alguns casos, as sondas comerciais podem nao ser suficientes para
caracterizar o tamanho real das alteracbes e nestes casos, é possivel sintetizar
oligonucleotideos sintéticos. Estruturalmente, as sondas sintéticas sdo semelhantes
as comerciais, contudo ndo contam com a sequéncia coringa. Além disso, a sonda
direita € também sintética, ndo sendo derivada de fago M13, como no caso da sonda

comercial.
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Uma vez hibridizadas aos seus respectivos alvos, as sondas de MLPA teréo
seus componentes (sonda esquerda e direita) ligados uns aos outros por uma
enzima ligase dependente de temperatura, formando um fragmento unico (Fase de
Ligacado), com a seguinte disposi¢ao: 5 fluoréforo (de coloracdo azul) — regiao de
ligagdo ao primer universal sense — sequéncia complementar ao DNA alvo —
sequéncia coringa (apenas na sonda comercial) — regido de ligacado ao primer
universal antisense 3.

Apoés a ligacéo, inicia-se a fase de amplificagcdo, no qual os fragmentos
formados pelas duas sondas, agora unidas, sdo amplificados por PCR, empregando-
se um unico par de primers universais que se anelam as sequéncias situadas nas
duas extremidades dos produtos de ligagao.

Em seguida, os amplicons sao separados por eletroforese capilar e podem
ser analisados em relacdo aos controles sem alteragcdo, a partir de programa ou
software especifico de genotipagem. Dados de area e altura de pico de cada produto
de amplificagcdo podem ser utilizados na normalizacao e refletem o numero relativo
de copias de cada sequéncia-alvo, permitindo a identificacdo de dele¢des e/ou
duplicagcdes. Um resumo dos procedimentos adotados nas reagbes de MLPA

encontra-se disposto na Figura 7.

1. Desnaturacao DHA 2. Hibrdizagso

. . N/ e a
) —n_\ /_/" S

Alvo A Alvo B
OrA Sendmica

Mix d= Sandas % P
Ao C
4_Reatan de PCR Mukiplex
SAkd
I, S o
P .« — d. Ligagao
5, Andlse dos Tragmentos .ﬂ.lvﬂ Fdvg b
Elatroforasa Capilar ] l p
——_ IR
Alvo © \_/
L ‘ 4mm Alvo A Alvo B
I WG i it ul 130 2 Ampk R

Cada amplicon tem tamanbo nico! Abvo ©

Figura 7: Representacdo esquematica do procedimento adotado nas reacdes de

MLPA.
Fonte: Suemasu (2010).
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As indicagbes dessa técnica sdo muitas, podendo ser aplicada com sucesso
em um numero de genes em que a ocorréncia de dele¢des e duplicagdes € comum
e que nao estao acessiveis as demais técnicas moleculares (FUNARI, 2010).

A técnica de MLPA possui ainda aplicagdes além da quantificacdo do
numero de coépias: também €& possivel quantificar a expressdo génica, detectar
metilagdo e identificar mutacdes de ponto. No entanto, ela tem sido empregada
principalmente nos estudos que visam detectar alteragdes no numero de copias
(SHEN e WU, 2009).

Segundo o fabricante dos kits, a técnica de MLPA possui algumas vantagens
em relacdo a outras ja utilizadas para a deteccéo de alteragbes gendmicas, entre as
quais se destacam a detecc¢éo de mais de 50 sequéncias de DNA gendmico em uma
mesma reagdo, utilizando somente 20 ng de DNA humano (rendimento alto);
necessidade de apenas um termociclador e um sistema de eletroforese capilar para
a realizagao da técnica, que disponibiliza os resultados em 24 horas (praticidade alta
e rapidez); possibilidade de inclusdo de muitas amostras em um mesmo ensaio
(reprodutibilidade); capacidade de detectar sequéncias que diferem em apenas um
nucleotideo; protocolo unico para muitas aplica¢des diferentes (CARVALHO, 2009).

A analise pela técnica de MLPA é uma alternativa apropriada para contornar
as situacdes quando existem patologias onde o gene (ou parte dele) se encontra
deletado ou duplicado, as técnicas laboratoriais de PCR e sequenciamento
apresentam limitacbes na deteccgéo devido a amplificacéo exclusiva do alelo normal
na amostra ou da amplificacdo simultdnea de varios alelos (SHEN e WU, 2009)
(Figura 8).
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Figura 8: MLPA comparado as outras técnicas.
Fonte: Suemasu (2010).

1.4.7 Aconselhamento Genético

A SXF tem carater hereditario e o resultado positivo tera implicagdes que
poderao envolver outros membros da familia, portanto, sera necessaria uma
investigacdo minuciosa para identificar os individuos que possivelmente herdaram o
gene FMR1 alterado, pois 0 mesmo podera levar as mutagdes que causam todos os
sintomas da SXF (HESSL et al., 2005).

E importantissimo que o aconselhamento genético inicie tdo logo seja
estabelecido o diagnéstico definitivo, pois o profissional envolvido (aconselhador
genético), além de comunicar ao paciente e a familia sobre a realidade do quadro
clinico de sua doenga, a partir de uma ampla investigacdo de todos os fatos
genéticos envolvidos (Kim, 2005); contribuira também de forma fundamental com as
informagdes sobre a transmissdo da SXF, auxiliando decisivamente um casal a
planejar seu futuro, de forma a prevenir a recorréncia da sindrome na familia
(BARDONI et al., 2006).

O aconselhador genético redirecionara terapias avangadas, tornando-as
mais especificas e compativeis com as peculiaridades da doenga, e
consequentemente, influenciara de forma eficiente o tratamento e as estratégias de
intervencdo. E importante reafirmar que quanto mais cedo for iniciado o

aconselhamento genético, maior sera a probabilidade de se melhorarem os
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resultados no futuro, e finalmente, revelar-se-a de crucial importancia para as
geragOes atuais e futuras de uma familia (OOSTRA e WILLEMSEN, 2010).

Muitas familias poderdo se beneficiar com o diagnéstico definitivo,
acompanhado de aconselhamento genético, pois terminara com um periodo de
enormes incertezas, marcara o fim de uma peregrinagdo desgastante, ouvindo
opinides pouco convincentes, e principalmente, libertando-as de recomendacdes
contraditorias (BRUNONI, 2002).

A avaliagéo e analise estabelecidas no aconselhamento genético, além de
fornecer apoio familiar que podera ajudar a crianga no desenvolvimento de suas
aptidées cognitivas e na redugao da severidade dos problemas de comportamento,
poderdo também, apresentar contribui¢cdes significativas para o entendimento das
caracteristicas da SXF de modo geral, podendo levar, inclusive, a descoberta de
novas formas de tratamento, e consequentemente a possiveis mediacdes de
intervencdes bioldgicas (KIM, 2005). As intervengdes de especialistas capacitados
para trabalharem com a sindrome, contribuem significativamente para minimizar os
problemas ocasionados e para auxiliar as pessoas com SXF a desenvolverem o
maximo de suas potencialidades (SILVA, 2008).

Atualmente, o tratamento € orientado no sentido de tratar os sintomas, pois,
melhorando os sintomas, indiscutivelmente, melhora-se a qualidade de vida das
pessoas afetadas. Tratamentos medicamentosos, educacional e ocupacional estdo
sendo realizados com bastante éxito e, comprovadamente, tem beneficiado as
pessoas no convivio familiar, escolar e social. Ndo ha um tratamento
medicamentoso especifico para a SXF. Entretanto, muitas sdo as estratégias para
aliviar os problemas comportamentais e emocionais, a exemplo de hiperatividade,
mudangas de humor agressividade, impulsividade, ansiedade, crises obsessivas,

depressao, déficit emocional, entre outros (BARBATO, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Validar o diagndéstico genético-molecular da Sindrome do X-Fragil (SXF), no
Laboratério de Citogenética e Genética Molecular (LaGene) da Secretaria Estadual
de Saude do Estado de Goias, pela técnica de MLPA.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o MLPA como método de triagem de pacientes com suspeita da
Sindrome do X-Fragil (SXF);
e Contribuir no atendimento a populag¢do, proporcionando um diagnostico

genético a individuos com suspeita de SXF.
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3 CAPITULO 1 - ESTUDO DE CASO
AVALIACAO DA MLPA NA TRIAGEM DE PACIENTES COM SUSPEITA DA
SINDROME DO X-FRAGIL: A EXPERIENCIA DE GOIANIA NO SUS
STEGANI, F.C."?; SILVA, D.M." DA CRUZ, A, D', MELO, C,A,0", AMANCIO, AP’

! Programa de P6s-Graduagéo Strictu Senso em Goiania, Pontificia Universidade Catdlica de Goiés.
2 Curso de Fisioterapia. Pontificia Universidade Catélica de Goias.

1 Introducgao

A sindrome do X fragil (SXF) é a forma mais frequente, mais pesquisada e
melhor documentada de deficiéncia intelectual (DI) herdavel em seres humanos.
Estimativas atuais baseadas em revisdo de diagndsticos citogenéticos, utilizando
meétodos de analise molecular, demonstram uma prevaléncia de 1 em 4000 homens
e 1 em 6000 mulheres. E considerada a principal causa hereditaria e a segunda
etiologia genética de DI, sendo, nessa situagcdo, somente superada pela Sindrome
de Down (LAMONICA et al., 2011).

Do ponto de vista genético, a SXF é uma doenga monogénica, de heranga
recessiva ligada ao X, de carater semi-dominante, caracterizada por 30% a 60% de
penetrancia nas mulheres e 80% a 100% nos homens. A SXF é resultante de um
disturbio do neurodesenvolvimento, devido ao silenciamento do gene FMR1 (Fragile
Mental Retardation Type 1), localizado no cromossomo X. A regido do promotor do
FMR1 apresenta-se instavel e susceptivel a expansédo de trinucleotideos (CGG)
contidos na regido 5’ ndo-traduzida do gene FMR1 (VAN ESCH, 2006).

Individuos normais tem aproximadamente 6-50 repeticbes e os individuos
considerados portadores de pré-mutagao tem 50-200 repeticbes. Acima de 200
copias da repeticdo ocorre a mutacdo completa com consequente inativacdo do
gene e auséncia de seu produto protéico, a FMRP (Fragile X Mental Retardation
Protein) (YIM et al., 2008).

As caracteristicas fenotipicas da SXF s&o sutis e tardias, sendo as
alteracbes comportamentais e o déficit cognitivo, principalmente a deficiéncia
intelectual (Dl), as manifestacbes mais constantes e precoces (COLLINS et al.,
2010).

Entre as técnicas mais promissoras para a identificagdo dessas alteracoes,
estd a Multiplex Ligation dependent Probe Amplification (MLPA) (SUEMASU, 2010)
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que € um método sensivel, rapido e simples, visando a quantificacao relativa, quanto
ao numero de copias, de mais de 50 sequéncias de acidos nucléicos em um unico
experimento, sendo capaz de detectar delecbdes e duplicacbes de diversos genes,
além de mutacgdes de ponto conhecidas (CARVALHO, 2009).

Assim, o objetivo do presente estudo foi validar o diagndstico genético-
molecular da SXF no Laboratério de Citogenética e Genética Molecular (LaGene)

da Secretaria Estadual de Saude do Estado de Goias, utilizando a técnica de MLPA.

2 Material e Métodos

2.1 Casuistica

Este estudo foi desenvolvido no Nucleo de pesquisas Replicon/BIO/PUC
Goias e no Laboratério de Citogenética e Genética Molecular (LaGene) da
Secretaria Estadual de Saude do Estado de Goias, na cidade de Goiania. O estudo
contou com a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias (CEP-SGC/PUC Goias), parecer n°
0039.0.168.000-19, aprovado em 15/09/2010 (Anexo 3). Os pacientes ou seus
responsaveis legais foram informados a respeito da pesquisa e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)(Anexo 2). Foram selecionados 33
pacientes que procuraram o LaGene para diagnostico genético com indicagao clinica
para a SXF no periodo de setembro de 2010 a julho de 2011, conforme descrito na
Tabela 3.
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Tabela 3. Pacientes encaminhados ao LaGene para diagnéstico genético, de
setembro de 2010 a julho de 2011, com indicagé&o clinica da SXF.

Codigo Idade anos Etnia Sexo
1 13 Negroide M
2 6 Parda F
3 8 Parda M
4 3 Parda M
5 9 Parda M
6 27 Caucasoide M
7 4 Parda M
8 9 Parda M
9 3 Parda F
10 11 Parda M
11 3 Parda M
12 7 Parda M
13 3 Caucasoide F
14 15 Parda M
15 9 Parda M
16 15 Parda M
17 6 Negroide M
18 14s Caucasoide M
19 4 Caucasoide M

20 6 Parda F
21 19 Caucasoide M
22 15 Parda M
23 10 Negroide M
24 8 M
25 8 Caucasoide M
26 11 Caucasoide M
27 14 Caucasoide M
28 3 Parda M
29 8 Caucasoide M
30 7 Parda M
31 9 Caucasoide M
32 9 Parda F
33 18 Caucasoide M

* ADNPM: Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor.
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2.2 Extracéo e Quantificagdo das Amostras

As amostras biolégicas de todos os pacientes foram obtidas a partir da
coleta de 5,0 mL de sangue periférico, em EDTA. Para a extragdo de DNA, foi
utilizado o Kit Purelink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, EUA), de acordo com o
protocolo sugerido pelo fabricante. A quantificagdo da concentragcdo de DNA (ng/uL)
de cada amostra foi realizada com o auxilio do espectrofotémetro Picodrop Microliter
UV/Vis Spectrophotometer (Picodrop Limited, UK), de acordo com o protocolo

sugerido pelo fabricante.
2.3 Reacgdes de MLPA

Para realizagcéo da analise por MLPA foi utilizado o Salsa MLPA Kit P106-B1
MRX, que detecta alteragées no numero de copias de varios genes do cromossomo
X. O Kit incluiu sondas para 14 dos 19 genes do retardo mental ligado ao
cromossomo X (RMX) (Anexo 1). Foram utilizados 50 ng de DNA gendémico por
paciente. Os tubos foram colocados em um termociclador e iniciou-se o programa de
termociclagem para a reacdo de MLPA, indicado na Tabela 4. A reacdo de MLPA
envolve basicamente cinco (5) etapas, conforme demonstrado na tabela abaixo,
desnaturacao, hibridizacao, ligacédo, desnaturacgao ciclica e extenséo final.

Tabela 4: Protocolo de termociclagem utilizado para a realizagao das reagbes de MLPA.

Estagios Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclos
Desnaturacéo 98 05 01
Pausa 25 - -
Hibridizagao 95 01 01
Pausa 60 01 --
54 Pausa --
_ 54 15 01
Ligacéo 98 05 01
15 Pausa -
Pausa 60 - -
Desnaturacéo ciclica 95 60 s. 35
Anelamento 60 30 s. -
Extenséo ciclica 72 60 s. -
Extenséo final 72 20 01
Repouso 15 -- --

2.4. Analise dos dados
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O Kit SALSA MLPA foi projetado para detectar dele¢des e/ou duplicagbes de
um ou mais éxons dos genes do MRX. No caso dos pacientes com suspeita da SXF,
apesar da expansao dos trinucleotideos proximas a regido promotora dos genes
FMR1 e FMR2, ndo ser detectada pelas sondas do kit, a presenca de expansdes
acarretaria uma redugdo da area maxima relativa, como consequéncia, podera ser
visualizada uma diminui¢ao dos picos obtidos, nos graficos de analise.

Nesse contexto, os produtos amplificados de cada paciente foram
identificados e analisados por eletroforese capilar, com o auxilio do equipamento ABI
3130 e aplicagdo do software de analise Coffalyser, versdao 9.4 (Citogem, EUA).
Primeiramente, os picos foram normalizados e os resultados obtidos foram de
aproximadamente 1 para os picos selvagens, 0,5 para dele¢bes heterozigotas e 1,5
para duplicagdes heterozigotas. Os resultados foram plotados em planilhas do Excel,
para cada paciente analisado.

3 Resultados

A capacidade do método de MLPA para se diagnosticar pacientes com a
sindrome do X-fragil foi avaliada para 33 pacientes, os quais foram encaminhados
ao LaGene, por médicos da rede publica do municipio de Goiania-GO. Todos os
pacientes apresentaram cariétipos com bandas G normais, ndo sendo detectadas
aberragcdes cromossOmicas numéricas ou estruturais. O método de MLPA foi
validado pelo uso de amostras de DNA de 10 individuos, sendo 3 do sexo feminino e
7 do sexo masculino, sem indicagdo clinica de deficiéncia intelectual. Como controle
da reacao, foi utilizada a amostra de 1 paciente do sexo masculino, que nao
apresentava a SXF.

Foram utilizadas 47 sondas referentes as regides do cromossomo X,
associadas a deficiéncia intelectual (Tabela 5). O kit SALSA MLPA P106-B1 MRX é
utilizado para se detectar alteragées nos numeros de copias de 16 genes distintos,
tais como os genes RPS6KA3, ARX, IL1RAPL1, TSPAN7, PQBP1, HUWE1,
OPHN1, ACSL4, PAK3, DCX, AGTR2, ARHGEF6, FMR1, AFF2 (FMR2), SLC6A8 e
GDI1. Para a maioria desses genes, as sondas sao capazes de se hibridar a mais
de um éxon (Tabela 5).

Tabela 5. Genes do cromossomo X analisados com SALSA P106-B1 em pacientes
com DI e suspeita clinica de SXF.
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ACSL4 exon 12
ACSL4 exon 17
ACSL4 exon 1

AFF2 exon 1

AFF2 exon 5
AFF2 exon 20
AFF2 exon 3

AGTR2 exon 1
AGTR2 exon 3

ARHGEF6 exon 1

ARHGEF®6 exon 4
ARHGEF®6 exon 9
ARHGEF®6 exon 19

ARX exon 2
ARX exon 4
ARX exon 1

DCX exon 5
DCX exon 6
DCX exon 3

FMR1 exon 16
FMR1 exon 9

GDI1 exon 1
GDI1 exon 7

HUWE1 exon 61
HUWE1 exon 6

IL1RAPL1 exon 3
IL1RAPL1 exon 1
IL1RAPL1 exon 6
IL1 RAPL1 exon 2
OPHN1 exon 1
OPHN1 exon 3
OPHN1 exon 12
OPHN1 exon 21
PAK3 exon 7
PAK3 exon 21
PAK3 exon 14
PAKS3 exon 22

PQBP1 exon 2b
PQBP1 exon 5

RPS6KA3 exon 21
RPS6KA3 exon 3
RPS6KA3 exon 1

SLC6A8 exon 4
SLC6A8 exon 9

TSPANY7 exon 1
TSPANY7 exon 5

148
190
247

154
241
261
283

130
355

346
445
172
202

196
220
229

215
275
319

142
166

136
378

184
254

234
292
427
328
373
409
436
472
385
400
418
481

310
391

178
364
454

208
301

160
268

Xq22.3

Xq28

Xq24

Xq26.3

Xp21.3

Xq23

Xqg27.3
Xq28
Xp11.22

Xp21.3

Xq12

Xq22.3

Xp11.23

Xp22.12

Xq28

Xp11.4

Sindrome de Alport

RM?*, falha ovariana
precoce e TOC**

RMNS***

RMNS***

Espasmos infantis severos
e RM*

Lissencefalia

SXF****
RMNS***
RM*

RMNS***

RMLXS***** com epilepsia

RMNS***

RM

Sindrome de Coffin-Lowry

RM

RM

RM*: Retardo mental/ **TOC:Transtorno obsessivo-compulsivo/ ** RMNS: Retardo Mental ndo sindrémico/****
Sindrome do X-fragil/ ***** RMLXS: Retardo mental ligado ao X.

3.1 Amplificagéo das sondas
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As amplificagbes foram obtidas para amostras biolégicas de 5 pacientes
(15%), sendo 1 do sexo feminino e 4 do sexo masculino. Os resultados obtidos para
cada paciente foram comparados com o controle positivo (Figura 9), no qual houve
amplificagdo das 47 sondas referentes as regides do cromossomo X, associadas a

deficiéncia intelectual, conforme descrito anteriormente.
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Figura 9: Resultado da amplificacdo das 47 sondas do Kit SALSA MLPA P106-B1
MRX para o controle negativo masculino.

3.2 Analises dos pacientes

Paciente 1
Paciente 1, do sexo masculino, com 6 anos, etnia negroide, residente e
procedente de Goiania, foi atendido no Hospital das Clinicas, da Universidade

Federal de Goias (UFG). Faz uso de ritalina e apresenta atraso no desenvolvimento
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neuropsicomotor (ADNPM). Para esse paciente, houve amplificacédo de 39 sondas.
As regides referentes ao éxon 1 do gene RPS6KAS3, éxons 3 e 21 do gene OPHN1,
exons 7, 14, 21 e 22 do gene PAK3 e o éxon 4 do gene ARHGEF6 néo

amplificaram, apés a realizagéo de trés corridas sucessivas (Figura 10).
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Figura 10: Resultado da amplificagdo de 39 sondas do Kit SALSA MLPA P106-B1
MRX para o paciente 1.

Apoés as andlises, nao foram detectadas alteragcdes no gene FMR1, para o
paciente 1. No entanto, o paciente apresentou ganhos no éxon 6 do gene RAPL1 e
no éxon 5 do gene DCX. Ap6s a normalizacédo dos picos, nhenhum ganho foi
confirmado.

Paciente 2
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Paciente 2 do sexo masculino, 12 anos, etnia caucasodide, residente e
Para esse paciente, houve a amplificagdo de 39 sondas. Os éxons 1 do

gene RPS6KA3, o 6 do gene RAPL1, o 5 do gene PQBP1, 0 3 e 0 21 do gene

2,2
1,8
1,6
1,4
1,2
0,8
0,6
0,4

OPHN1, o0 14 e 0 22 do gene PAK3 e o éxon 4 do gene ARHGEF6 n&o foram
0,2

amplificados. Ap6és a normalizagéo dos picos, nao foram detectadas alteragbes no

procedente de Itumbiara, interior do Estado de Goias. Foi encaminhado ao
LaGene/Replicon pelo Hospital das Clinicas, da UFG, apresentando um importante

numero de cépias nas regides amplificadas (Figura 11).

atraso do desenvolvimento neuropsicomotor.

Mapview

Paciente 3

Figura 11: Resultado da amplificacdo de 39 das 47 sondas no paciente 2.
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Paciente 3 do sexo feminino, 9 anos, etnia negroéide. Residente e procedente
de Santa Helena de Goias. Foi encaminhada ao LaGene/Replicon, pelo Hospital das
Clinicas, com indicacédo clinica de atraso no desenvolvimento neuropsicomotor.
Foram amplificadas 38 sondas. Os éxons 1 do gene RPS6KA3, 6 do gene RAPLA1,
05 do gene PQBP1, 3 e 21 do gene OPHN1, 14, 21 e 22 do gene PAKS3 e 0 4 do
gene ARHGEFG6 nao apresentaram amplificagdes (Figura 12).

Essa paciente apresentou uma duplicagéo significativa (valor superior a 1,5),
apos a normalizacao dos picos, no éxon 7 do gene PAK3, a qual esta relacionada com
deficiéncia intelectual ndo sindrémica. Essa alteracéo justifica os sinais clinicos
apresentados pela paciente, tais como o déficit intelectual, a dificuldade de
aprendizagem e a irritabilidade. Como PAK 3 esta localizado no cromossomo X,
provavelmente, essa paciente é portadora de uma duplicacao heterozigética do gene
PAK3, o que deve ser confirmado por outros ensaios moleculares, tais como o
sequenciamento génico. A analise desse gene nos pais, também sera importante para
o aconselhamento genético e liberacao dos resultados. Como nos demais casos,
paciente 3 também nao apresentou alteragbes no numero de copias do gene FMR1.
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X-024.9 ARX Exon 02

X-024.9 ARX Exon 01

108.8 ACSL4 Exon 01

-110.3 PAK3 Exon 07

-110.3 PAK3 Exon 22

X-110.5 DCX Exon 06

X-

X-110.5 DCX Exon 03
46.8 FMR1 Exon 09
46.8 FMR1 Exon 16

X-153.3GDI1 Exon 01

X-153.3GDI1 Exon 07

X-038.4 TSPAN7 Exon 01
X-038.4 TSPAN7 Exon 05
X-048.6 PQBP
X-048.6 PQBP
053.6 HUWE
053.6 HUWE
X-108.8 ACSL4 Exon 17
X-108.8 ACSL4 Exon 12
X-115.2 AGTR2 Exon 01
X-115.2 AGTR2 Exon 03
X-152.6 SLC6A8 Exon 04
X-152.6 SLC6A8 Exon 09

X
X
X
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X
X
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X-

X-020.1 RPS6KA3 Exon 21
X-020.1 RPS6KA3 Exon 03

X

X

X

X

X

X
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X-029.2 IL1RAPL1 Exon 01
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X-029.2 IL1RAPL1 Exon 03
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X-135.6 ARHGEF6 Exon 04
X-135.6 ARHGEF®6 Exon 01
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Figura 12: Resultado da amplificacdo de 38 das 47 sondas no paciente 3.
Paciente 4
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Paciente 4 do sexo masculino, 9 anos, etnia negrbide, residente e
procedente de Goiania. Cursa o 2° ano do ensino fundamental, possui atraso do
desenvolvimento, macrocefalia, macrognatia, orelhas em abano e dificuldade
escolar.

Apés a realizagdo da técnica de MLPA, das 47 sondas, apenas 15
amplificaram. No entanto, apés a normalizacdo dos dados, ndo foram detectadas

alteragcdes no numero de cdpias das regides amplificadas (Figura 13)
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Figura 13. Resultado da amplificagéo de 15 das 47 sondas no paciente 4.
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Paciente 5

Paciente 5 do sexo masculino, 13 anos, procedente e residente em Goiania,
etnia negroide, com suspeita da SXF. Foi encaminhado do Hospital das Clinicas, ao
LaGene/Replicon para a realizacdo da técnica molecular para a SXF. Das 47
sondas, apenas 27 amplificaram (Figura 14). Ap6s a normalizagdo dos dados,

nenhum pico foi validado, conforme estabelecido no programa Coffalyser V. 9.4
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Figura 14: Resultado da amplificacdo de 27 das 47 sondas no paciente 5.
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4 Discussao

A técnica de MLPA é utilizada principalmente para a identificacdo de
duplicacbes e dele¢cdes em um grande numero de sequéncias simultaneamente.
Apesar da simplicidade técnica dessa metodologia, nesse estudo, amplificacdes
foram obtidas em 15% dos pacientes para as regides gendmicas de interesse,
indicando baixo rendimento dos produtos. Todos os pacientes analisados, assim
como o individuo controle, apresentaram DNA em concentracdes superiores a 40
ng/uL, além disso, todo o DNA analisado também foi considerado de alta qualidade,
como demonstrado pelo software de quantificagdo. Todavia, durante a analise de
dados, os picos de amplificagdo n&o foram visualizados, na grande maioria dos
pacientes (75%), indicando falhas durante a ligagcdo da mistura de sondas ao DNA
genbmico. Além disso, nesse estudo, o Kit Salsa MLPA P106-B1 MRX foi
considerado desvantajoso na triagem de pacientes com suspeita da SXF, por ser
caro, nao detectar o numero de copias do gene FMR1 e nem o status de metilagao
da regido promotora desse gene, sendo dessa maneira, inespecifico para a SXF,

devendo ser validado com outras metodologias, como PCR e sequenciamento.

No entanto, Carvalho et al. (2009) ressaltaram que grande parte dos estudos
para investigacdo de rearranjos subteloméricos em individuos com DI idiopatico
demonstraram a eficacia da técnica de MLPA para detectar alteracbes genémicas,
Porém ha duvidas em relagcdo a sua sensibilidade, uma vez que em alguns houve
resultados falso-positivos. Como exemplo, Monfort et al. (2006) utilizaram trés kits de
MLPA para analisar 95 pacientes com DI idiopatica associada a sinais dismérficos e
22 controles sem alteragdo. Foram detectadas alteragcbes entre os pacientes, todas
confirmadas pela técnica de FISH ou analises de microssatélites. J& no grupo
controle foram detectados quatro resultados alterados, entre dele¢bes e duplicagdes,
provavelmente relacionados a polimorfismos gendmicos mostrando a necessidade
de confirmacao dos resultados alterados por outro kit da mesma técnica ou entao
outro método. Segundo Monfort et al. (2006), a técnica de MLPA apresentou um
custo baixo, foi menos laboriosa e, uma vez utilizando-se outros kits comerciais para
a confirmacao de seus resultados e deteccédo de polimorfismos, poderia ser incluida

em analises de rotina da DI idiopatica.
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Por outro lado, Avila (2009) avaliou a aplicabilidade de MLPA para identificar
rearranjos subteloméricos em pacientes com DI idiopatica e chegou a conclusao que
€ necessario afinar alguns parametros da separacéo de fragmentos por eletroforese
capilar; uniformizar o método de extracdo e tampéo de solubilizacdo do DNA a
testar; e porta-se com cautela na interpretacdo dos resultados e atender sempre ao
contexto da patologia em estudo, bem como do total das amostras na mesma
corrida. Posto isto, a MLPA, trata-se de uma técnica simples e exequivel no contexto
do rastreio pretendido, mas que nao dispensa na totalidade a utilizagcado esporadica

de sondas de FISH ou de outras metodologias para validagéo do diagnéstico.

Ahn et al. (2007), analisaram rearranjos subteloméricos pela técnica de
MLPA. Os resultados mostraram que a MLPA como uma técnica altamente eficiente
para analise de desequilibrio subtelomérico, com intervalos de confianca de 95%
para positivo e negativo, tendo uma precisdo de 0,951-0,996 e 0,9996-1
respectivamente. A eficacia desta abordagem foi demonstrada durante 15 meses de
testes para diagnéstico, com a participagdo de 455 pacientes foram testados e 27

(5,9%) casos anormais foram detectados.

Todavia, nesse estudo, dos cinco pacientes com resultados de hibridizagao
positiva, nenhum apresentou alteragbes detectaveis, no numero de cépias do gene
FMR1. No entanto, em uma paciente do sexo feminino, de 09 anos de idade e com
indicagdo clinica de SXF, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e
irritabilidade, foi encontrada uma duplicacao heterozigética do éxon 7 do gene PAKS.
Esse gene esta localizado na regido Xg23 (Figura 17), sendo capaz de codificar uma
proteina cinase 3 ativada pela proteina p21, denominada de PAK3. As proteinas
PAK3 séo fundamentais para organizagéo do citoesqueleto nos fusos dendriticos
estando associadas a plasticidade sinaptica. Defeitos no gene PAK3 podem causar

a deficiéncia intelectual ligado ao X n&o sindrémico.

Des Portes et al. (1997) relataram uma familia francesa que continha 6
criangas do sexo masculino com deficiéncia intelectual ligada ao X ndo sindrémico.
Todos os individuos afetados apresentavam deficiéncia intelectual de moderada a
severa, sem convulsdes, baixa estatura ou outras anormalidades fisicas, assim
como a paciente desse estudo. Gedeon et al. (2003) também demonstraram em um
familia Australiana, 19 individuos, de 5 geracgdes distintas, com deficiéncia intelectual

ligada ao X nao sindrébmico. Alguns desses individuos tinham déficit cognitivo
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limitrofe, orelhas em abano e sem outras alteragbes fisicas. Quatro dos 19
individuos apresentavam problemas psiquiatricos, incluindo esquizofrenia, embora,
as irmas portadoras desses individuos nao apresentavam anormalidades. No
entanto, nesse estudo, a crianca do sexo feminino apresentou uma duplicagéo
heterozigdética do gene PAK3, que pode explicar a indicagao clinica evidenciada pelo
médico assistente. Provavelmente, a paciente estudo apresentou uma inativagao do
cromossomo X ndo mutado, o que pode explicar o fenétipo de deficiéncia intelectual
ligada ao X n&o sindrémico.

Peippo et al. (2007) também detectaram a deficiéncia intelectual relacionado
ao gene PAK3, em uma familia filandesa. Foram detectadas alteracbes nesse gene,
apenas em individuos do sexo masculino, os quais apresentavam microcefalia,
orelhas em abano, labios superiores finos, palato alto e fala desarticulada, além de
problemas comportamentais, como agressividade e ansiedade. Ao contrario do que
foi relatado por Peippo et al. (2007), e assim como o detectado nesse estudo, as
mulheres portadoras do gene PAK3 manifestaram problemas de aprendizagem e
desordens intelectuais, devido a inativagéo aleatéria do cromossomo X.

Rejeb et al. (2008) relataram uma familia da Tunisia com PAKS e deficiéncia
intelectual. O fendtipo foi relativamente homogéneo, entre os afetados, sendo
caracterizado por microcefalia, hipotonia e disfun¢cao motora. Os individuos afetados
eram agressivos, hiperativos e agitados, assim como a paciente desse estudo.

Assim, a técnica de MLPA, parece ser promissora na deteccao de rearranjos
subteloméricas, como mostrado por outros estudos (Ahn et al., 2007; Carvalho et al.,
2009; Avila, 2009). Mas, para detectar alteracdes no nimero de copias de genes,
como o FMR1, a técnica ndo se mostrou eficaz, sendo de baixa sensibilidade e
especificidade, nesse estudo. Segundo Todorov et al., 2009, a combinagéo das
técnicas de PCR e MLPA possibilitaria a melhor avaliagcdo da metilacdo das ilhas
CpG e grandes delec¢des e duplicagbes nos genes FMR1 e FMR2. Além disso, a
MLPA detecta apenas a mutacdo completa, omitindo a pré-mutacao. Nesse estudo,
a técnica de MLPA, com a utilizacdo do Kit SALSA MLPA P106-B1 MRX néo
detectou alteragées no numero de copias do gene FMR1 em nenhum dos pacientes
analisados, sendo necessaria a utilizacdo de outras metodologias moleculares, mais

baratas e sensiveis, como a PCR qualitativa.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Apos a realizacao desse estudo, foram concluidos que:

e O Kit SALSA MLPA P106-B1 MRX nao foi especifico para detectar
alteragdes no numero de copias do gene FMR1, em pacientes com
suspeita da SXF;

e O Kit SALSA MLPA P106-B1 MRX nao se mostrou sensivel e especifico
na deteccao de portadores da SXF;

e O Kit SALSA MLPA P106-B1 MRX é oneroso e dificil de ser validado,
mesmo ao se utilizar DNA de boa qualidade e com concentragcdes acima
de 40 ng/ul,

¢ As sondas referentes ao gene FMR1 foram amplificadas nos 5 pacientes,
mas em nenhum foram detectadas alteragbes no numero de coépias
(delecdes e/ou duplicacbes) desse gene;

e A técnica de MLPA, com o uso do Kit SALSA MLPA P106-B1 MRX, nao
devera ser utilizada para se triar pacientes com suspeita da SXF,
especialmente em pacientes atendidos pelo SUS, devido ao alto custo e
pela necessidade de validagdo com outra metodologia molecular.

e Esse estudo contribuiu para verificar a inadequagao da técnica do MLPA,
com o uso do Kit SALSA MLPA P106-B1 MRX para pacientes da rede

publica de saude, com suspeita da SXF.
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ANEXO |
KIT SALSA MLPA
SALSA MLPA P106-B1 MRX
Comprimento (nt) Sonda SALSA MLPA Posicao do cromossomo

64-70-76-82 Fragmentos-Q: quantidade de DNA; apenas visivel com menos de 10 ng de
DNA
88-92-96 Fragmentos-D: baixo sinal de 88 ou 96 nt indicam desnaturagéo incompleta
100 Fragmento-X: especifico para cromossomo X
105 Fragmento-Y: especifico par cromossomo Y
118 Fragmento-Y: especifico par cromossomo Y
130* AGTR2 sonda 13917-L02320 Xqg24
136+ GDI1 sonda 02916-L04199 Xq28
142 FMR1 sonda 02928-L03720 Xq27.3
148 ACSL4 sonda 02935-L02326 Xg22.3
154+ AFF2 sonda 03511-L04202 Xq28
160+ TSPAN7 sonda 02903-L02297 Xp11.4
166 FMR1 sonda 02927-L03721 Xq27.3
172 ARHGEF6 sonda 02901-L02295 Xq26.3
178 RPS6KA3 sonda 02907-L02301 Xp22.12
184* HUWE1 sonda 13919-L15456 Xp11.22
190¥%- ACSL4 sonda 02155-L15826 Xg22.3
196" + ARX sonda 13668-L15819 Xp21.3
202 ARHGEF6 sonda 02902-L04460 Xq26.3
208* SLC6A8 sonda 01871-L15827 Xq28
215¥% DCX sonda 04123-L15828 Xq23
220 ARX sonda 02898-L04200 Xp21.3
229* ARX sonda 13669-L15822 Xp21.3
234¥% IL1RAPL1 sonda 02922-L.15821 Xp21.3
241¥% AFF2 sonda 03516-L15823 Xq28
247¥% ACSL4 sonda 03512-L.15824 Xg22.3
254 HUWE1 sonda 13920-L15825 Xp11.22
261¥ AFF2 sonda 02933-L14362 Xq28
268¥%- TSPAN7 sonda 02904-L15820 Xp11.4
275 DCX sonda 04124-L03481 Xqg23
283¥% AFF2 sonda 00493-L00066 Xq28
292 IL1RAPL1 sonda02920-L02314 Xp21.3
301 SLCG6A8 sonda 01876-L01445 Xqg28
310 PQBP1 sonda 02918-L02878 Xp11.23
319¥% DCX sonda 04121-L08390 Xq23
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Comprimento (nt) Sonda SALSA MLPA Posicao do cromossomo
328 IL1RAPL1 sonda 02921-L02315 Xp21.3
337 AFF2 sonda 02932-L02323 Xq28
346 ARHGEF6 sonda 03719-L02293 Xqg26.3
355 AGTR2 sonda 02925-L02319 Xq24
364 RPS6KA3 sonda 02906-L02300 Xp22.12
373 OPHN1 sonda 029012-L02306 Xq12
378 GDI1 sonda 02917-L02311 Xq28
385 PAK3 sonda 02908-L03178 Xqg22.3
391 PQBP1 sonda 03520-L02313 Xp11.23
400 PAK3 sonda 03521-L02304 Xqg22.3
409 OPHN1 sonda 02913-L02307 Xq12
418 PAK3 sonda 02909-L02303 Xqg22.3
427 IL1RAPL1 sonda 02923-L02317 Xp21.3
436+ OPHN1 sonda 02914-L02308 Xq12
445 ARHGEF6 sonda 03720-L02294 Xqg26.3
454+ RPS6KA3 sonda 03762-L02299 Xp22.12
472 OPHN1 sonda 02915-L02309 Xq12
481 PAK3 sonda 02911-L02305 Xqg22.3

* Nova versdo B1

¥ Versado modificada B1. Pequena mudanga no comprimento, ndo detectada na sequéncia

+ Estas sondas estao localizadas longe ou perto da ilha CpG. Pequeno sinal destas sondas indicam
desnaturacao do DNA incompleta
~Variag&o. Esta sonda detecta delegbes/duplicagbes de individuos doentes.

Sondas P106-B1 MRX organizadas de acordo com localizagao do cromossomo

Gene RPS6KA3, Xp22.12

: - Sitio de Sequencia parcial (24 ol
Comprimento | Sonda Exon ligacdo NM t adi fo do aitl para a
SALSA | RPS6KA3 | '9agao WAL | ntadjacente do sitio préxima
(nt) 004586.2 de ligagio)
sonda
startcodon 1-3
0207- , ATCAGAGACTGA-
178 Lop301 | Exon21 2005-2006 | ATGOTCOTOTTG 53.1 Kb
02906- . AAGGAAGGACAT-
364 Loo300 | Exon3 180-181 OAAAAGGOAGAT 57.3 kb
03762- . GTGGCAGAAGAT- | 4.750 Kb para
454 Lo2209 | EXon1 38-39 GGCTGTGGAGAG | o gene RMX

Algumas mutag¢des no gene RPS6KA3 causam a Sindrome de Coffin-Lowry.

e P259 Coffin-Lowry: contém mais sondas para RPS6KA3.



Gene ARX, Xp21.3
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startcodon | 212-214
[ e | ST SmEE
196 13008 | Exon2 731-732 oy |24k
AR S

Mutagdes no ARX causam alteracgdes ligado ao X, como espasmos e retardo mental.
e P189 ligado a RETT: contém mais sondas para ARX.

Gene IL1RAPL1, Xp21.3

startcodon | 509-511
292 02920 | Exon 245-246 CAOCPRCAATS | 2015Kb
328 . | Exon2 518-519 AOATORNGSLS 4937 ko
234 222 | Exon3 716-717 CrSCCCIANSTS" | 3854 Kb
21|22 Jeene | 7e7m | CICTGACIONTA ogens

Mutacdes do gene IL1RAPL1 tem sido identificadas em familias com retardo mental ndo sindrémico

ligado ao cromossomo X.



Gene TSPAN7 (TM4SF2), Xp11.4

startcodon 70-72
02903- | . ATGGAGACCAAA-
160 ey | Exon1 96-97 AN 114.1 Kb
02904- | . TGTGGTGTGCAG- | 10220 kb para
268 L15820 | EXon® 531-532 AACTACACCAAC 0 gene PQBP1
Mutagbes no gene TSPAN7 podem causar retardo mental.
Gene PQBP1, Xp11.23
255-
startcodon | 557 exon 2b)
02018- | . ATGGAGACCAAA-
310 Doy | Exon2b | 155-156 A AA 114.1 Kb
03520- | . AAAAGTTGGACC- | 4954 kb para o
391 L02313 | EXon® 567-568 GGAGCCATGACA | gene HUWET

A variagao fenotipica do retardo mental ligado ao X é causada pela mutacdo no gene PQBP1.
e P259 Coffin-Lowry: contém mais sondas para PQBP1.

Gene HUWE1, Xp11.22

startcodon 403-405
13019- | . ATCTGAGTCCAA-
184 s | Exon6i 86788679 | ALAG Ao raG | 927 Kb
13509 kb para
13920- | . GCAGATGCTGGA-
254 L15825 | EXon6 609-610 CAGACAGTGGAG | 29°1¢

O comprimento total do gene HUWE1 é 155 Kb. Duplica¢des neste gene s&o associadas com retardo

mental.



Gene OPHN1, Xqg12

startcodon | 295-297
472 iy | Exon21 | 21712172 | [ATCACCACCAS- | 4331 kb
436 s | Exon12 | 13511352 | ASSTUCITIOAS | 4018k
409 e, | Exon3 489-490 SASACECISSRG | 134.3kb
[ e | || rmn

Mutacdes/delegbes ao longo do gene OPHN1 (400 Kb) causam sindrome do retardo mental ligado ao
X, com eplepsia e hipoplasia cerebelar.

Gene ACSL4 (= FACL4), Xq22.3

startcodon | 506-507
190 | Exon17 | 25342535 | [AACCCCACACE: | 240kb
148 . | Exon12 | 18801881 | ATCTCTOCITCET 651 kp

Mutacdes/delegbes neste gene podem causar retardo mental ou outros sinais associados com a
Sindrome de Alport

Gene PAK3, Xq22.3

startcodon 622-624

02908- . CGGGATTCTTCA-

385 L03178 Exon 7 699-700 GCACTCAACCAC 40.5 Kb
02909- . CCACCCTCTGCT-

418 L02303 Exon 14 1296-1297 GAAAATGCCAAT 52.8 kb
03521- . ACTAATGGAACT-

400 L02304 Exon 21 2058-2059 CCAGAGCTCCAG 4.0 Kb

481 02911- Exon 22 2229-2228 TTAATTGCTTCC- 113 Kb para o
L02305 ver. TTTGCAGCGATA gene DCX

Mutacgdes no gene PAK3 causam retardo mental ndo-sindrémico (MRX30). O comprimento total deste

gene é 1370 Kb.



Gene DCX, Xqg23

startcodon ;)73'1 75 (ex
275 2 | Exons 1162-1163 | SATSATCIOTIT J67.9kb
215 a2 | Exons 1054-1055 | STCSTSACIOAL |9k
v |HEL Jems |mem | iSO |#mRom

Mutacdes no gene DCX (118 Kb), causam Lissencefalia.
e PO061 Lissencefalia: contém mais sondas para DCX.

Gene AGTR2, Xq24

startcodon | 208-270 (ex
3)

02925- . TGAGAGAACGAG-

355 L02319 Exon 1 70-71 TAAGCACAGAAT 2.1Kb
20367 kb para

13917- : TTTCCCACCTGA-
130 Exon 3 812-813 0 gene

L02320 GAAATATGCCCA ARHGEF6

Mutagdes no gene AGTR2 causam retardo mental ndo-sindrémico (MRX88).
Gene ARHGEF®6, Xq26.3

startcodon | 463-465
202 e | Exon1o | 24302440 | SRTSCICAARIL. | 319kp
172 ey | Exono 1414-1415 | A T | 38.3kb
445 0o72 | Exona 829-830 S ™ | 355Kb
o | e e e [Toe

Mutac¢des no gene ARHGEF6 tem sido a causa de retardo mental ndo-sindrémico (MRX46).



Gene FMR1, Xq27.3

startcodon 190-192
02927- | . AAAAGCTAGAAG-
166 oer, | Exono 1019-1020 | ARAASLTASAAT 12.9 Kb
02928- | . ACTCCCGAACAG- | 556 kb para o
142 Lo3720 |EXon16 | 1867-1868 | \paATCGTCCAC gene AFF2

Alteragbes no gene FMR1 causam a sindrome do X-Fragil, caracterizado por retardo mental
moderado a severo. Expansdes de trinucleotideos sdo as alteragbes mais freqlentes neste gene.
Estas expansbes causam metilagdo do promotor e inativacdo do gene FMR1.

o MEO029FMR1/AFF2: contém mais sondas para FMR1

Gene AFF2 (FMR2), Xg28

startcodon | 480-483

154 03511- Exon 1 501-502 TCGACTTTTTCA- 161.1 Kb
L04202 GAGACTGGGACT

283 00493- Exon 3 978-979 GTCATAACCCTA- 175.5 kb
L00066 GCACTGTACTGG

241 03516- Exon 5 1604-1605 CTCACTTCCATG- 118.4 Kb
L5823 CATACTGCTGGA

337 02932- Exon 11 2537-2538 GAACCAAGACCT- 31.1 Kb
L02323 AACATCCCTTTG

261 02933- Exon 29 4128-4129 CAGTGTCTCTCA- 4733 Kb para
L14362 ACAACGTCTCCC o] gene

SLC6A8

Similar ao gene FMR1, expansdes de trinucleotideos causam inativagdo deste gene, que esta
associado a retardo mental, falha ovariana precoce e transtorno compulsivo-obsessivo.

MEO029 FMR1/AFF2: contém mais sondas para AFF2



Gene SLC6AS8, Xq28

startcodon | 279-281
208 01871- Exon4 | 853-854 AGACTGTGCCAA- 25Kb
L15827 TGCCAGCCTGGC
01876- . ATCGCCTACCCG- 706 kb para o
301 L01445 Exon 9 1448-1449 | CGGGCTGTCACG gene GDI1

Mutagdes no gene SLC6A8 causam MRX.
e P049 SLC6AS8: contém mais sondas para SLC6A8

Gene GDI1, Xg28

startcodon | 343-345
02916- : CCTGACCATGGA-
136 L04199 Exon 1 347-348 CGAGGAATACGA 3.9Kb
02917- : TGGATGACATCA-
378 L02311 Exon7 T7-1118 | T CATGGAGAACG

GDI1 é um gene pequeno de 6 Kb. As mutagdes neste gene podem causar retardo mental
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacao

Titulo do Projeto: Diagnostico molecular da Sindrome do X-Fragil

Pesquisadores Responsaveis: Aparecido Divino da Cruz, Daniela de Melo e Silva

e Fernanda Carla Stegani

1. Maiores de 18 anos e plenamente capazes de manifestar o seu

consentimento

Eu, ,
RG n° , Nacionalidade Idade ,

Endereco estou

sendo convidado a participar de um estudo denominado: Diagnostico molecular da
Sindrome do X-Fragil, cujos objetivos e justificativas s&o: validar o diagnéstico
Genético-Molecular de pacientes com suspeita da Sindrome do X-Fragil (SXF) no
Laboratério de Citogenética e Genética Molecular (LaGene) da Secretaria Estadual
de Saude do Estado de Goias, pela técnica de MLPA, visto que o diagndstico de um
paciente com a Sindrome do X-Fragil estabelece uma oportunidade valiosa de fazer
estudos na familia, identificando outros afetados e portadores, e de realizar um
aconselhamento genético eficiente permitindo a prevengédo de novos casos.
Possibilitando assim, um tratamento especifico diminuindo o impacto econdémico,

social e pessoal que esta sindrome acarreta.

Os critérios de inclusdo sdo: pacientes encaminhados ao Nucleo de Pesquisas
Replicon, com suspeita de Sindrome do X-Fragil maiores de 18 anos, que
concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), ou
menores, caso Seus responsaveis também concordarem com a pesquisa e

assinarem o TCLE.
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Os critérios de exclusdo sao: pacientes com suspeita de Sindrome do X-Fragil,
maiores de 18 anos que nao assinarem o termo de consentimento livre e
esclarecido, ou menores, cujos responsaveis ndo aceitarem a participacdo do (a)
filho(a) nesse estudo, ou ainda, pacientes que apresentem outras doencas

genéticas.

A minha participacéo no referido estudo sera no sentido de doar voluntariamente,
uma amostra de sangue, para colaborar com no diagnéstico de uma alteracao

genética.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais
como: a confirmagédo do diagnostico da Sindrome do X-Fragil ou a excluséo da

mesma.

Estou ciente de que existe uma técnica padréo para a realizagdo do diagndstico da
SXF, porém nao sera utilizada, pois apresenta menor especificidade, requer maior

tempo e custo comparada a técnica proposta e que sera utilizada.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre o0s possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma
pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente serdao obtidos apds a sua
realizacdo. Durante a coleta de sangue vocé podera sentir uma dor leve a
moderado, em decorréncia da aplicagdo da agulha, podem também ocorrer a
formacdo de hematomas que ndo sao incomuns, caso iSSO ocorra, vOcé sera
imediatamente encaminhado (a) ao Servico Médico da Pontificia Universidade
Catolica de Goias (PUC-GO).

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera

mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar

sair da pesquisa, nao sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo.
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Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sao : Aparecido Divino da Cruz,
Daniela de Melo e Silva e Fernanda Carla Stegani, e com eles poderei manter
contato pelos telefones: 39461443/ 3946 1086 (Aparecido); 812999-66/32185836
(Daniela), 991446 68/3215 3091 (Fernanda).

E assegurada a minha assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido
o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e
suas conseqiéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da

minha participagao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor

econOmico, a receber ou a pagar.

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participacdo na
pesquisa, havera ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De igual maneira,
caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo, serei

devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Goiania, de de

Nome e Assinatura do sujeito da pesquisa

Pesquisadora Fernanda Carla Stegani

Pesquisadora Daniela de Melo e Silva

Pesquisador Aparecido Divino da Cruz
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2. Maiores de 18 anos, porém sem condicoes de manifestar o seu
consentimento (perturbacées mentais ou estados de inconsciéncia) ou

menores de 16 anos (pais ou tutores)

Nome (sujeito da pesquisa), ;

RG n° , Nacionalidade Idade ,

Endereco Neste

ato representado por mim:

Nome do representante legal

Nacionalidade Idade Estado Civil

Profissao Endereco

Grau de parentesco com o sujeito da pesquisa

esta sendo convidado a participar de um estudo denominado: Desafios na avaliagao
Genético-Molecular de pacientes com suspeita da Sindrome do X- Fragil atendidos
na Rede Publica de Saude do Estado de Goias, cujos objetivos e justificativas séo:
Validar o diagnoéstico Genético-Molecular de pacientes com suspeita da Sindrome do
X-Fragil (SXF) no Laboratério de Citogenética e Genética Molecular (LaGene) da
Secretaria Estadual de Saude do Estado de Goias, pela técnica de MLPA, visto que
o diagndstico de um paciente com a Sindrome do X-Fragil estabelece uma
oportunidade valiosa de fazer estudos na familia, identificando outros afetados e
portadores, e de realizar um aconselhamento genético eficiente permitindo a
prevencdo de novos casos. Possibilitando assim, um tratamento especifico e

diminuindo o impacto econdémico, social e pessoal que esta sindrome acarreta.

A sua participacao no referido estudo sera no sentido de doar voluntariamente, uma

amostra de sangue, para colaborar com o diagndstico de uma alteragéo genética.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, é possivel esperar alguns beneficios
para o meu representado, tais como a confirmacgéo do diagnostico da Sindrome do

X-Fragil ou a exclusdo da mesma.
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Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre o0s possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma
pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente serdao obtidos apds a sua
realizacédo. Caso, durante a coleta de sangue, ocorra a formacéo de hematomas, o
sujeito da pesquisa sera imediatamente encaminhado (a) ao Servico Médico da
Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC-GO).

Estou ciente de que a sua privacidade sera respeitada, ou seja, seu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o (a) identificar,

sera mantido em sigilo.

Também fui informado de que pode haver recusa a participagédo no estudo, bem
como pode ser retirado o consentimento a qualquer momento, sem precisar haver
justificativa, e de que, ao sair da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo a

assisténcia que vem recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sao : Aparecido Divino da Cruz,
Daniela de Melo e Silva e Fernanda Carla Stegani, e com eles poderei manter
contato pelos telefones: 39461443/39461385, 812999-66/32185836, 991446-
68/32153091, respectivamente.

E assegurada a assisténcia do meu representado durante toda a pesquisa, bem
como me é garantido o livre acesso a todas as informacgbes e esclarecimentos
adicionais sobre o estudo e suas conseqiéncias, enfim, tudo o que eu queira saber

antes, durante e depois da participagdo do meu representado.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do estudo, autorizo a participagcao de (nome

do sujeito da pesquisa) na referida

pesquisa, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econémico, a

receber ou a pagar, pela participacao.

No entanto, caso haja qualquer despesa decorrente da sua participacdo na

pesquisa, havera ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De igual maneira,
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caso ocorra qualquer dano decorrente da participacdo no estudo, este sera

reparado, conforme determina a lei.

Goiania, de de

Assinatura e RG do representante legal do sujeito da pesquisa

Pesquisadora Fernanda Carla Stegani

Pesquisadora Daniela de Melo e Silva

Pesquisador Aparecido Divino da Cruz

3. Menores entre 16 anos completos e 18 anos incompletos (pais ou tutores)

A Resolucédo 196/96 exige que os representantes legais (que sdo somente os pais
ou os tutores) assinem. No entanto, a propria Resolugdo dispbe sobre a
necessidade de que os esclarecimentos sejam dados, também, ao menor,
considerando a sua capacidade de entendimento. Sugere-se, portanto, que seja
utilizado o TCLE dos maiores e capazes (item 1), e que os pais ou os tutores
assinem, em conjunto, com o menor, pois, entre 16 anos completos e 18 anos

incompletos, 0 menor é apenas assistido (acompanhado) e nao representado.
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Anexo lll
PONTIFICIA UNNVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
FRO-REITORIA DE 0S-GRADUACAD E PESOUISA
de. Ureersicira 1063 @ Setor Urrarstcn
sizl 35 & CF= r&cieani
C ® Fao: |E2) 3046 1 070
wawsuogoes.edu b @ prozeipuspo s d.or
DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins que o Diagnéstico molecular da Sindrome
do X-Fragil, coordenado pelo (a) pesquisador (a) Fernanda Carla Stegani foi
cadastrado no Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de
Goias (CEP-SGC/PUC Goias) sob o CAAE 0039.0.168.000-10, em 06/05/2010 e
aprovado em 15/09/2010.

* CEP-SGC/PUC Goias pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria
de estudo em desenvolvimento para avaliagio e verificacdo do
cumprimento das normas da Resolugao 196/96 (Manual Operacional Para
Comités de Etica em Pesquisa — item 13).

» Informamos que & obrigatéria a entrega do relatério.de acompanhamento
da pesquisa, conforme a categoria de pesquisa realizada, em
cumprimento da Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

* Modelo do relatério de acompanhamento da pesquisa se encontra no site

do Comité de Etica http://www.pucgoias.edu.br/cep - modelos

documentos.

Categorias de pesquisa

TCC: Final da pesquisa
Especializagso: Final da pesquisa
Mestrado: Relatério anual e final
Doutorado: Relatério anual e final
Qutros: Relatério anual e final

Qe Lz AAA_R,
Prof. Dr. José Rodrigues 6 Garmo Filho
Coordenador do CEP-SGC/PUC Goias

Goiania, 15 de setembro de 2010.



