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A presente dissertacdo tem por objetivo principal analisar o splicing
alternativo dos éxons 15 e 17 do gene FMR1 (retardo mental do X-
Frigil) em individuos zona gray. O transcrito primdrio de RNA
mensageiro (MRNA) de eucariontes sofre um processo responsdvel
pela unido das regides codificadoras no mRNA maduro. O mecanismo
de splicing foi descrito pela primeira vez em 1970, sendo responsdvel
pelo “corte” dos introns e “emenda” dos éxons consecutivos efetuado
por um complexo ribonucleoproteico denominado de spliceossomo. O
splicing alternativo é um importante gerador de diversidade funcional
no sistema nervoso central, onde participa da geracdo de variantes para
mais de 80% dos genes. Entre estes estd o gene do retardo mental do
X-Fragil, cujo transcrito primdrio pode sofrer splicing alternativo de
quatro éxons, produzindo até vinte isoformas diferentes da FMRP
(proteina do retardo mental X-Fragil). Este trabalho foi realizado com a
extracdo de RNA total de sangue periférico de 14 individuos jovens do
sexo masculino sendo: quatro individuos normais para SXF, oito
individuos zona gray e dois individuos afetados pela SXF. Para
averiguar os tipos de splicing alternativo que ocorrem nos éxons 15 e
17 foram usados iniciadores especificos que revelaram seis bandas que
representam as seis possiveis isoformas do mRNA nestas regides. O
padrio de bandas encontradas nos individuos normais e zona gray sao
similares. Estes resultados sugerem que o “suave” fendtipo tipico para



SXF (Sindrome do X-Fragil) que os individuos zona gray apresentam
nio estd relacionado com o tipo de splicing alternativo encontrado
nestes individuos.
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This thesis aims at investigating the alternative splicing of exons 15
and 17 of the FMR1 gene (mental retardation Fragile-X) in individuals
gray zone. The primary transcript of messenger RNA (mRNA) in
eukaryotes undergoes a process responsible for the joining of coding
regions in the mature mRNA. The mechanism of splicing was first
described in 1970, being responsible for "cutting”" the introns and
"amendment" of consecutive exons performed by a ribonucleoprotein
complex called the spliceosome. Alternative splicing is an important
generator of functional diversity in the central nervous system, which
participates in the generation of variants for more than 80% of genes.
Among these is the gene of the mental retardation, Fragile X, whose
primary transcript can undergo alternative splicing of four exons,
producing up to twenty different isoforms of FMRP (protein Fragile X
mental retardation). This work was performed by extracting total RNA
from peripheral blood of 14 young male being: four normal individual
to SXF, eight individuals gray zone and two individuals affected by
FXS. To discover the types of alternative splicing that occur in exons
15 and 17 specific primers were used which showed six bands that
represent the six possible isoforms mRNA in these regions. The pattern
of bands found in normal individuals and gray zone are similars. These
results suggest that the "mild" phenotype typical for FXS (Fragile-X



syndrome) that gray zone individual’s is not related to the type of
alternative splicing found in these individuals.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizacdo e Problema de Pesquisa

Desde o século XIX muitos pesquisadores ficavam intrigados
com o nimero de homens que eram afetados por retardo mental, sendo
este nimero muito superior ao nimero de mulheres com este problema.
Hoje, sabemos que esta diferenca deve-se a grande variedade de doengas
associadas ao retardo mental presentes em genes situados no
cromossomo X. Em meados do século XX, na Inglaterra, J. Purdon
Martin e Julia Bell, em 1943, descreveram pela primeira vez problemas
mentais ligados a genes no cromossomo sexual. Este tipo de deficiéncia
mental ligada ao sexo foi chamado de Sindrome de Martin-Bell por
cerca de 30 anos (Nelson, 1995). Com os avangos dos estudos
citogenéticos em 1969, Lubs relatou ter encontrado na regido do braco
longo do cromossomo X, constricgdes peculiares em amostras de células
em metdfase de pacientes com retardo mental ligado ao cromossomo X.
Em 1977, Sutherland descobriu que um meio de cultura deficiente em
acido félico afetaria a expressdo do gene. A partir desta data varios
estudos confirmaram que muitos tipos de retardos mentais estavam
ligados ao cromossomo X e progressivamente foram sendo definidos os
fendtipos associados a esta doenga como: problemas cognitivos, fisicos
e comportamentais. A Sindrome do X-Frédgil (SXF) (OMIM 309550) é
uma doenca genética ligada ao sexo e de cardter pleiotrépico (um gene
que possui controle sobre as manifestacdes de varias caracteristicas).

A Sindrome do X-Frigil é a causa mais comum de retardo mental
herdado e a segunda maior causa de retardo mental de origem genética,
sendo a primeira a Sindrome de Down (Crawford et al., 2002).

Em 1991, trés grupos independentes de pesquisadores, na Franga,
na Holanda e na Austrdlia, clonaram o gene da SXF, que foi
denominado FMR1 (FRAX Mental Retardation 1) (Verkerk et al., 1991;
Fu et al.,191; Yu et al., 1991). O produto do gene FMRI1 ¢ a proteina
FMRP (Fragile X mental retardation protein). A proteina FMRP ¢é
necessdria para o desenvolvimento e funcionamento normal do cérebro,
executando um papel essencial tanto na fung@o sindptica como no
crescimento dos dendritos (Darnel et al., 2001, Irwin ef al.,2001).

A expansdo da repeticdo de uma sequéncia de trinucleotideos
CGG na regido promotora do gene FMRI1 (Fragile X Mental
Retardation I), situado na regido terminal do cromossomo X (Xq27.3),
Figura 1, é considerada a causa da doenca.
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Figura 1 — A figura representa o cromossomo X com suas regides € em
destaque com circulo a regido Xq27. http://upload.wikimedia.org/

wikipedia/commons/thumb/f/fb/Chromosome_X.svg/125px-
Chromosome_X.svg.png

Esta sindrome afeta mais homens do que as mulheres, numa
propor¢do de 1 em cada 3.600 homens e 1 em cada 6.000 mulheres
(Crawford et al., 2001). Mulheres afetadas pela Sindrome do X-Frégil,
por possuirem dois cromossomos X, podem produzir a proteina FMRP a
partir do cromossomo X normal e, quando apresentam
comprometimento intelectual, os sintomas sdo brandos e a deficiéncia
mental é leve (Hagerman e Hagerman, 2002a).

O ntmero de repeticdes CGG na maioria da populacdo é
altamente varidvel e em individuos normais os alelos do gene FMR1
tém variacdo entre 06 e 40 repeticdes CGG. A maioria dos individuos
normais apresenta o nimero de repeticdes nos alelos entre 28 e 30
repeticdes CGG. Entre os individuos normais e os individuos afetados
(mutacdo completa) com a Sindrome do X-Frigil encontramos os
individuos zona gray e os individuos pré-mutados (Crawford et al.,
2002). Os individuos afetados apresentam mais de 200 repeti¢des de
CGG, normalmente acompanhadas de metila¢do, o que leva a repressao
da transcricdo do gene e auséncia da (proteina) FMRP (Hagerman e
Hagerman, 2002).

Individuos zona gray apresentam entre 41 a 60 repeti¢cdes de
CGG, sendo esta transmissdo, geralmente, estdvel entre geracdes. A pré-
mutacdo é caracterizada pela presenca de 61 a 200 repeticdes de CGG e
pela transmissdo instdvel entre geracdes, que pode levar a mutagdo
completa. A transmissdo instdvel estd diretamente relacionada ao
nimero de repeticoes de CGG: quanto maior a expansdo da pré-
mutacdo, maior a probabilidade e transmissdo da mutacdo completa. O
padrio de transmissdo da pré-mutacdo para a mutagdo completa ocorre
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quase exclusivamente de mulheres para os seus filhos e filhas. Homens
pré-mutados geralmente transmitem apenas a pré-mutagdo para suas
filhas (Eichler, Holden et al., 1994; Crawford et al., 2001; Maddalena et
al., 2001).

Como a heranca genética da SXF tem cardter pleiotrépico, as
caracteristicas clinicas dos individuos portadores da Sindrome do X-
Fragil sdo varidveis. Os sintomas clinicos da doenga so retardo mental
de grau moderado a severo, presente em 100% dos homens afetados e
aproximadamente 60% das mulheres heterozigotas, aspecto facial
distinto com orelhas grandes e face alongada, distirbios de fala,
hipermotilidade articular e macrorquidia (Bardoni e Mandel, 2002;
Hagerman e Hagerman, 2002; Mandel e Biancalana, 2004). A pré-
mutacdo do gene FMRI1 pode causar alguns sinais e sintomas
caracteristicos em seus portadores. Em mulheres pré-mutadas a falha
ovariana precoce (POF) é mais frequente do que na populacdo em geral
(Alligham-HawKins et al., 1999). A POF, definida como menopausa
antes dos 40 anos, tem uma frequéncia de 1% na populagdo em geral
(Hagerman e Hagerman, 2002; Hagerman et al., 2004; Sherman 2001;
Jacquemont et al., 2005; Van Esch et al., 2005). Homens adultos pré-
mutados podem apresentar distirbios neurolégicos tipicos denominados
de FEXTAS (Fragile X-associate Tremor/Ataxia Syndrome). O fendtipo
da FXTAS foi descrito em cinco homens, que apresentaram tremor
iniciando entre os 50 e os 60 anos de idade. Os individuos afetados
apresentavam tremor, dificuldade para andar, escrever e manusear
talheres, e rigidez facial (Hagerman e Hagerman, 2001; Berry-Kravis et
al., 2005; Jacquemont et al., 2004a). Outros estudos relacionaram a
presenca da pré-mutacio em criancgas do sexo masculino em fase escolar
com o déficit de atencdo, a hiperatividade e com a ocorréncia de autismo
(Cornish et al., 2004; Cornish et al., 2005; Farzin et al., 2006), contato
visual pobre, comportamento repetitivo como morder as maos, e
ansiedade social (Fisch, 1993).

A confirmagdo da doenca deve ser realizada por diagndstico
clinico seguido de exame genético laboratorial, que é um dos testes mais
solicitados de pesquisa de doengas genéticas (Maddalena et al., 2001). O
diagndstico clinico apenas torna dificil a confirmacao da doenga ja que a
mesma apresenta diversidade de sintomas e similaridade com outras
doencas de comprometimento cognitivo. A confirmacdo da Sindrome do
X-Frégil se faz necessdria para se poder iniciar a investiga¢do familiar e
o aconselhamento genético das familias afetadas, diminuindo os riscos
de propagacgdo da doenga nas geracdes futuras (Steiner et al., 2005).
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Pacientes portadores da zona gray desenvolvem deficiéncias
como distirbio de aprendizado e comportamento, apesar da mutacio
relacionada ao nimero de CGG estar proxima do normal (Mitchell et
al., 2005). Além disso, estudos recentes demonstram o aumento da
prevaléncia de individuos zona gray em especial em populacdes com
necessidades especiais, sugerindo que estes alelos para FMR1 podem
estar associados com fendtipos suaves para a SXF (Aileen Kenneson,
2001). Como o ntimero de repetigdes CGG em individuos zona gray
estd muito préximo do normal, talvez o fenétipo “suave” para a SXF
ndo esteja associado ao ndmero de repeticoes CGG, mas, a uma das
isoformas da proteina FMRP produzidas por splicing alternativo.
Segundo Verkek et al.,1993, existem 12 tipos diferentes de splicing
alternativo que poderiam formar 12 diferentes mRNAs e 12 possiveis
tipos de proteinas. Estes diferentes splicing alternativos poderiam
codificar diferentes isoproteinas responsdveis pela diversidade funcional
do gene FMR1. O gene FMR1 é composto de 17 éxons e sua transcri¢cao
€ exposta para splicing alternativo, que influéncia a presenga do éxon 12
e 14 e a escolha do sitio aceptor no éxon 15 e 17 (Ashley et al., 1993;
Verkek et al., 1993). As diferentes isoproteinas podem estar
relacionadas com a manifestacdo clinica da SXF em individuos zona
gray que apresentam entre 41 e 60 repeti¢gdes CGG. Os individuos zona
gray ndo tém o nuimero de repeticdes considerado dentro do padrdo
normal e nem o nimero de repeti¢des considerado dentro do padrdo para
individuo pré-mutado. Muitos experimentos terapéuticos e sdcios
educacionais para SXF tém sido realizados com éxito, auxiliando o
individuo afetado a conquistar um bom convivio familiar, escolar e
social (Hagerman e Hagerman, 2002b). O entendimento do motivo dos
individuos zona gray apresentarem fenétipos tipicos, de individuos pré-
mutados e de individuos afetados, para SXF, mesmo apresentando
poucas repeticdes do trinucleotideo CGG poderiam auxiliar no
tratamento e aconselhamento genético destas familias.

A Sindrome do X-Fragil faz parte de uma linha de pesquisa do
Grupo de Engenharia GenOmica da Universidade Federal de Santa
Catarina e conta com a colaborag@o da iniciativa privada do Laboratério
Neurogene. As pesquisas iniciaram no ano de 2005, com os trabalhos de
mestrado das pesquisadoras Ingrid Tremel Barbato e Mariana Arzua de
Queiroz. O trabalho da pesquisadora Ingrid Tremel Barbato teve como
objetivo estudar um conjunto de aminodcidos (Face®), através da
ingestdo, como um produto natural terapéutico sem, no entanto,
considerar o efeito individual de seus componentes bioquimicos. A
pesquisadora Mariana Arzua de Queiroz avaliou o desempenho de uma
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nova metodologia de andlise molecular pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), conhecida como Enhanced PCR, no diagndstico da
Sindrome do X-Fragil, e fez um estudo comparativo com a técnica
padrdo. Em 2008 a pesquisadora Gisele Serpa desenvolveu sua tese de
doutorado com o objetivo de contribuir para a compreensdo dos
elementos reguladores da expressio do gene FMRI1 e também
incrementar os estudos sobre as fun¢des desempenhadas pela proteina
FMRP. Este trabalho é uma sequéncia desta importante linha de
pesquisa sobre a Sindrome do X-Fragil que € a causa mais comum de
retardo mental herdado.

1.2. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal analisar o
splicing alternativo do gene FMRI nos éxons 15 e 17 em individuos
zona gray, usando sangue periférico.

1.3. Objetivos especificos

¢ Identificar se hd relacdo do tipo de splicing alternativo
encontrado em cada individuo com seu respectivo fenétipo.

¢ Analisar o padrdo de bandas de eletroforese entre os individuos
zona gray.

¢ Correlacionar os dados obtidos através da extracdo de RNA em
sangue periférico de individuos zona gray, jovens e do sexo
masculino com os dados descritos na literatura através da
extracdo de RNA em cortex cerebral, hipotdlamo de fetos
humanos e testiculos de individuos adultos.

1.4. Justificativa

Esta pesquisa se insere em uma linha estratégica de estudos do
Grupo de Engenharia Genomica da Universidade Federal de Santa
Catarina, que pretende contribuir para a investigacdo das caracteristicas
moleculares da Sindrome do X-Fragil. Essa estratégia explora os
aspectos multidisciplinares dos mecanismos de regulagdo, diagndstico e
possibilidades de novas abordagens terapéuticas para pacientes
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portadores da sindrome e, sobretudo, de individuos zona gray, cujos
efeitos fenotipicos ndo sdo facilmente associados a doenca genética.
Essa populagdo de individuos é mais numerosa na populacdo em geral
do que os individuos afetados e precisam de um estudo mais
aprofundado no que se refere ao tipo de proteina que estd sendo
produzida e sua respectiva funcionalidade.



2. REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1. A Sindrome do X-Frdgil

A Sindrome do X-Fragil (SXF) € a causa mais comum de retardo
mental herdado e a segunda causa de retardo mental de origem genética,
sendo a primeira causa a Sindrome de Down (Crawford et al., 2002).
Em meados do século XX, J. Purdon Martin e Julia Bell, 1943,
descreveram duas geracdes de homens afetados por retardo mental e que
apresentavam maes com fendtipos normais. A genealogia das familias
sugeria doenca relacionada ao cromossomo X. Este tipo de deficiéncia
mental ligada ao sexo foi chamada de Sindrome de Martin-Bell por
cerca de 30 anos (Nelson, 1995). Com os avangos dos estudos
citogenéticos em 1969, Herbert Lubs observou o sitio fragil no brago
longo do cromossomo X. Vdrios estudos foram feitos e confirmando
assim que havia uma forma de retardo mental ligada ao cromossomo X.
Nos anos 70, pesquisadores associaram a herancga ligada ao cromossomo
X ao retardo mental, com o aumento do volume dos testiculos
(macroorquidismo) em alguns homens (Turner et al., 1975). Em 1977,
Sutherland descobriu que um meio de cultura deficiente em acido félico
afetaria a expressdo do gene. A partir desta data vdrios estudos
confirmaram que muitos tipos de retardos mentais estavam ligados ao
cromossomo X e progressivamente foram sendo definidos os fendtipos
associados a esta doenga como: problemas cognitivos, fisicos e
comportamentais. A Sindrome do X-Fragil (SXF) (OMIM 309550) é
uma doencga genética ligada ao sexo e de cardter pleiotrépico.

A SXF ocorre devido a uma muta¢do dinamica no cromossomo
X, com padrio hereditdrio particular, envolvendo uma instabilidade na
expansdo das repeticdes dos trinucleotideos CGG, na regido 5° UTR
(regido nao traduzida) do gene FMRI, localizado na regido terminal do
cromossomo X, em Xq 27.3. Para que a sindrome ocorra, a expansao
deve conter mais de 200 repeticoes de CGG e apresentar uma
hipermetilacdo de ilha CpG, resultando o silenciamento do gene FMR1
e a auséncia da proteina FMRP, ocasionando assim a chamada mutacio
completa (H. Van Esch, 2006).

A Sindrome do X-Frégil afeta tanto homens como mulheres, mas
nestas o quadro clinico € em geral menos grave. Como o gene FMR1
estd no cromossomo X, o menino sempre herda de sua mée o dnico gene
FMR1 que possui. A menina, que tem dois genes FMR1, herda um gene
no cromossomo X que recebe da mie e o outro no cromossomo X que
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herda do pai. O funcionamento desse gene normal pode, ou ndo, ser
suficiente para que ndo ocorram sintomas da Sindrome do X-Frigil
(Carvalho, 2003).

Os estudos sobre a transcri¢do do gene FMR1 mostraram que os
individuos com o gene normal e aqueles com a pré-muta¢do produzem
igualmente o0 mRNA. Ja nos individuos afetados o mRNA ndo ¢
detectado por andlise molecular, mostrando que o gene esta silencioso.
Este siléncio do gene estd associado com a expansdo da repeticdo do
trinucleotideo CGG na extremidade 5° UTR do gene FMRI
(Pozdnyakova e Regan, 2005). Esta expansdo causa metilagdo
irreversivel do DNA, silenciando a expressdo génica e levando a uma
reducdo substancial nos niveis da proteina codificada por este gene,
denominada FMRP (Gardner e Sutherland, 2004).

Sequéncias presentes no inicio de vdrios genes se mantém
desmetiladas quando o gene estd ativo. Nos genes que ndo estdo ativos,
por exemplo, no cromossomo X inativo das mulheres, essas sequéncias
estdo metiladas. Nos genes do cromossomo X dos homens, que estd
sempre ativo essas regides estdo desmetiladas. Mas no caso da mutagao
completa do gene FMRI1, a ilha CpG estd sempre metilada mesmo no
cromossomo X ativo (Hansen et al., 1992).

A SXF por muito tempo foi caracterizada apenas por retardo
mental de grau varidvel, sem associacdo com outras caracteristicas
fenotipicas. Atualmente vdrios sinais fisicos e comportamentais foram
observados em individuos afetados, caracterizando um quadro clinico
mais amplo para esta sindrome. A fala e a escrita sio fungdes
severamente afetadas nas criancas portadoras da SXF (Hagerman et al.,
1986).

2.2. Sitios Frdgeis no Cromossomo X

A nomenclatura sugerida para o sitio do gene é FRAXA, onde o
F e o A indicam que € do tipo “acido félico”, o R significa raro, o X
significa que o locus estd localizado no cromossomo sexual X e 0 A €
devido ao gene ser o FMRI1 (Hecht er al, 1989). A denominacio
“Sindrome do X-Fragil” é utilizada quando se refere a expansdo de
CGG no gene FMRI1, sitio FRAXA e seu fendtipo caracteristico.

Trés novos sitios frageis muito préximos ao FRAXA foram
identificados. Um deles, o FRAXD, localizado na regido Xq27.2,
posi¢do muito proxima ao sitio de retardo mental Xq27.3 (FRAXA),
pode estar presente em caridtipo de individuos normais e geralmente nao
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estd associado a manifestacdes clinicas da SXF. O outro sitio fragil é
denominado de FRAXE que estd relacionado a uma mutacdo no gene
FMR2, regido Xq28, e contém uma repeti¢do de trinucleotideos (CCG)n
instavel, cuja expansdo € responsavel pelo fenétipo de retardo mental. O
sitio FRAXF que ndo causa, aparentemente, qualquer fendtipo anormal,
também estd localizado na regido Xq28, onde foi identificada a presenca
de repeticoes de CGG. A avaliacdo citogenética pode ser dificultada
pela presenca destes sitios frageis localizados em regides muito
préximas no cromossomo X (Ramos et al., 1992; Parrish et al., 1994;
Murray et al., 1997). A distingdo entre FRAXA, FRAXD, FRAXE e
FRAXEF requer o uso de técnicas da genética molecular (Sarafidou et al.,
2004).

2.3. Classificagdo dos Individuos Portadores da SXF

Existem quatro categorias de alelos para o gene FMR1 baseados
no nimero de repeticdes CGG e na estabilidade de transmissdo do gene
para as futuras gera¢des que sdo denominadas de: normal, zona gray,
pré-mutado e afetado (Crawford et al., 2001). O individuo portador da
mutacdo completa (afetado) é aquele que apresenta mais de 200
repeticdes de nucleotideos CGG acompanhadas de hipermetilagdo. O
individuo pré-mutado € aquele que apresenta entre 61 a 200 repeti¢des
de nucleotideos CGG e associado com grande risco de favorecer
expansio para mutacido completa na préxima geracdo. O individuo zona
gray é aquele que apresenta alelos com 41 a 60 repeticdes CGG, Tabela
1, com possivel instabilidade na transmissdo da mutacdo para a préxima
geracdo. Os individuos zona gray recebem esta denominacio, porque
nio caracterizam um individuo normal, mas também ndo constituem
uma pré-mutacgdo. O risco de expansio da pré-mutagdo durante a meiose
feminina estd correlacionado ao tamanho real da repeticdo (FU et al.,
1991, HEITZ et al., 1992). Individuos normais possuem entre 6 a 40
repeticoes CGG (Crawford et al, 2001). A maioria da populagéo
apresenta entre 28 a 30 repeticdes CGG (Crawford et al, 2001;
Maddalena et al., 2001).
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Tabela 1 — Nimero de repeticoes CGG e a respectiva classificagdo para
uso do diagnéstico da SXF. Fonte: Crawford et al., 2001.

Numero de repeticoes CGG Classificaciao
6 A 40 repeti¢des de CGG Normal
41 A 60 repeticoes de CGG Zona Gray
61 A 200 repeti¢oes de CGG Pré-mutacdo
> 200 CGG Mutagdo completa (afetado)

A classificagdo conforme o nimero de repeticdes CGG ndo estd
bem estabelecido e varia dependendo do autor. Por exemplo, Hagerman
e Hagerman, (2004), classificam de 6 a 44 repeticoes CGG como
individuo normal, de 45 a 54 como individuos zona gray, de 55 a 200
como individuo pré-mutado e de 200 a milhares repeticdes CGG como
individuo portador de mutagdo completa. E importante considerar as
caracteristicas clinicas e o histérico familiar de cada individuo, pois
pequenas diferencas, quatro ou cinco repeti¢cdes de CGG, provavelmente
ndo definem isoladamente a classificacio (Hagerman e Hagerman,
2004).

2.4. Prevaléncia Populacional da SXF

A prevaléncia mais utilizada para individuos afetados é de
aproximadamente 1/4000 homens e de 1/8000 mulheres (Hagerman et
al., 1992). A prevaléncia estimada em homens pré-mutados é de 1/810,
e de 1/257 mulheres na populagdo normal (Sherman, 2002).

2.5. Caracteristicas Clinicas e Fenotipicas dos Portadores da SXF

A SXF estd associada a vdrias anormalidades fisicas e cognitivas
de grau moderado a severo, em 100% dos homens afetados e cerca de
60% das mulheres heterozigotas (Bardoni e Mandel, 2002; Hagerman e
Hagerman, 2002; Mandel e Biancalana, 2004).

Deficiéncia mental, alteracdes no comportamento, face alongada,
orelhas grandes, anormalidades no tecido conjuntivo, aumento do
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volume testicular em homens em idade pds-puberal, hipotonia, autismo,
contato visual pobre, problemas afetivos, esteredtipos com as maos,
ansiedade social e falha ovariana precoce em mulheres fazem parte do
quadro clinico da SXF (Pozdnyakova e Regan, 2005). As manifestagoes
nem sempre ocorrem e a existéncia de portadores de alteracdo no gene
FMR1 sem manifestagdes clinicas aparentes dificultam o diagndstico da
SXF baseado apenas na avaliacdo clinica.

A deficiéncia mental é a principal manifestacdo clinica dos
individuos afetados pela SXF com um comprometimento significante
das fungdes cognitivas e de adaptacdo social (Reiss et al., 1995). O
individuo afetado apresenta uma limitacio das capacidades de
aprendizagem, da habilidade de expressdo e realizacdo de tarefas. A
SXF contribui entre 15 a 20% dos casos de deficiéncia mental ligada ao
cromossomo X (Maes et al., 2000). Em mulheres portadoras da SXF h4
uma menor prevaléncia de deficiéncia mental, estando ampla maioria
dessas mulheres nas categorias de inteligéncia limitrofe e de deficiéncia
mental moderada (Tassone et al., 2000).

Aproximadamente 20% das mulheres pré-mutadas sdo afetadas
por POF (Falha Ovariana Precoce) antes dos 40 anos (Sherman, 2000).
A POF (MIM: 311360) € definida por falha ovariana precoce ocorrendo
antes dos 40 anos afetando aproximadamente 1% das mulheres
(Santoro, 2003; Bretherick et al, 2005) e sua etiologia € ainda
desconhecida na maioria dos casos. Relatos anteriores indicam a alta
incidéncia de POF entre portadoras pré-mutadas do gene FMRI1
(Allingham-Hawkins et al., 1999; Sullivan et al., 2005). Resultados
similares foram obtidos analisando a prevaléncia de pré-mutacdo do
gene FMR1 em populagdo POF. Além disso, diversas familias POF
mostram a co-segregacdo da pré-mutacio FMR1 e POF, deste modo
reforcando a associacdo observada (Marozzi et al., 2000). Estudos
moleculares relatam a significante associagdo positiva entre o tamanho
da repeticio dos nucleotideos CGG com a disfuncdo ovariana,
concluindo que mulheres portadoras de pré-mutacio para FMR1 tem um
aumento de risco da POF, sugerindo que nio somente o aconselhamento
genético mas também o aconselhamento de fertilidade pode ser
requerido para avaliacdo de planejamento familiar (Bodega et al., 2006).

Homens adultos portadores de pré-mutacdo para a SXF podem
apresentar alteracOes neuroldgicas denominadas de FXTAS (Fragile X
Associated Tremor/Ataxia Syndrome) (Hagerman et al., 2004;
Jacquemont et al., 2006). Esta sindrome inicia nos homens por volta dos
50 anos ou mais e se caracteriza por patologia neuroldgica progressiva.
Estudos em homens pré-mutados nos Estados Unidos, Holanda e
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Austrdlia mostram uma relacio entre a FXTAS com 20 a 30 % de
individuos com alelos pré-mutados. As caracteristicas da FXTAS
incluem tremor, dificuldade na marcha e no equilibrio, ansiedade e
perda de memoria. Ndo foi encontrada relacdo entre os achados
neuropatoldgicos e o nimero de repeticdes CGG (Jacquemont et al.,
2004b; Greco et al., 2006). O menor nimero de repeticdes em
individuos com a pré-mutacdo do gene FMR1 observado em associacio
com o fenétipo de ataxia e/ou tremor € de 51 repeti¢cdes de CGG. Acima
de 100 repeti¢des de CGG os individuos apresentam grandes chances de
apresentar problemas emocionais e comportamentais (Jacquemont et al.,
2004; Hagerman e Hagerman, 2004). Provavelmente, o fenétipo é
causado pelos altos niveis de mRNA. Ndo é possivel estabelecer
tratamento para a FXTAS, pois ainda é desconhecida a patogé€nese
molecular desta sindrome. Os medicamentos existentes apenas
amenizam os sintomas da doenga (Jacquemont et al., 2004; Baba e Uitti,
2005).

Os testes de DNA sdo os métodos empregados para deteccdo da
SXF. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o Southern Blotting
sdo os métodos de escolha para a classificacdo das isoformas ou
variantes da SXF. A andlise de repeticbes de CGG do gene FMRI1
através de PCR (Brown et al., 1993) € a técnica mais acessivel e é
utilizada, atualmente, como um teste de triagem. Quando ha necessidade
de investigar o gene expandido usa-se o Southern Blotting (Oostra et al.,
1993).

Algumas sindromes podem estar associadas a SXF ou apresentar
co-morbidades como: sindrome de Asperger, sindrome de Prader-Willi,
sindrome de Pierre Robin, sindrome de Down, sindrome de Klinefelter e
microcromossomo extra (Sutherland, 1985). Algumas sindromes
apresentam caracteristicas fisicas semelhantes 2 SXF como: sindrome de
Coffin-Lowry  (orelhas  proeminentes), sindrome de Lujan
(macroorquidismo) e a sindrome de Arkin (orelhas grandes e
macroorquidismo) (Arena e Lubs, 1991). Nestes casos hd necessidade
de testes adequados para obtencdo de um diagnéstico diferencial.

2.6. Mecanismos de Mutagdo

A mutagdo presente na SXF apresenta uma heranca com
penetrancia incompleta tanto em homens quanto em mulheres
portadores da mutacdo. Podemos observar este tipo de heranca nos
homens portadores desta mutacdo que transmitem para seus netos
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através de suas filhas, mas aparentemente no sdo afetados (Hagerman,
1999). Um fato que chama atencdio na SXF é o aumento da
probabilidade de deficiéncia mental nas futuras geracdes. Este fendmeno
ficou conhecido na literatura como o “Paradoxo de Sherman” (Sherman
et al., 1984). Esta SXF é causada predominantemente pela expansdo da
repeticdo do trinucleotideo CGG na regido 5° UTR do gene FMRI.
Acima de 200 cépias da repeti¢do ocorre inativagdo do gene e aparece o
retardo mental. Os individuos afetados mostram a auséncia do produto
do gene FMR1 que € a proteina FMRP (Fu et al., 1991; Verkek et al.,
1991).

A transmissdo dos alelos para a mutagdo completa ocorre
diretamente de mdes com muta¢do completa ou de maes com pré-
mutacdo. Os fatores associados com a instabilidade da transmissdo de
alelos pré-mutados para mutacdo completa sdo variados. Nao ocorre
expansdo de pré-mutacio para mutacdo completa na meiose masculina,
entdo os pais pré-mutados no transmitem para suas filhas a mutacio
completa (Reyniers et al., 1993). O risco da expansdo da pré-mutacio
para mutacdo completa estd associado com o niimero de repeti¢des CGG
nas mées. Quanto maior o nimero de repeticdes das sequéncias CGG
maior é o risco da expansdo para a mutacdo completa (Nolin et al.,
2003). Uma mulher com uma pré-mutacio de 60 repeti¢des de CGG tem
uma chance pequena de ter uma criancga afetada, ao passo que se a pré-
mutacdo for de 90 ou mais repeticoes de CGG a chance € de
aproximadamente 90% (Flannery et al., 1995); O nimero de repeti¢des
CGG do gene FMR1 € polimdérfico e na populagdo normal varia entre 6
e 40 repeticdes. A sequéncia CGG geralmente apresenta em alelos
normais duas ou mais interrupcdes AGG nas posi¢des 10 e 20 das
repeticdes CGG que conferem estabilidade ao gene. Portadores de pré-
mutacio e mutagdo completa possuem repeticdes maiores com a
presenca de uma ou nenhuma inclusdo AGG. A perda das interrupc¢des
AGG parece influenciar na instabilidade da expansdo do gene FMRI1
(Eichler et al., 1996). A expansdo mitética da repeticdo de CGG é maior
nos homens. Por este motivo, os filhos de mulheres pré-mutadas tém
expansdes muito maiores que as filhas (Flannery et al., 1995).

Um grupo de pesquisadores relatou um caso onde o avd materno
apresentava o alelo no padrio zona gray com 52 repeticdes CGG. A
filha deste homem também € portadora de um alelo pré-mutado (ou zona
gray, depende da classificacdo) com 56 repeticdes CGG e um alelo
normal com 34 repeticdes CGG. Foi observado que o filho desta mulher
tinha uma expansdo de um alelo para mutacdo completa com
aproximadamente 538 repeticdes CGG. Curiosamente, as duas
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interrupgdes AGG presentes no alelo do avo ndo foram encontradas no
alelo pré-mutado (ou zona gray) de sua filha. O pai deste jovem afetado
apresenta alelo com 23 repeticdes CGG e a sua irmd apresenta um alelo
com 23 repeticdes CGG e o outro alelo com 91 repeticdes CGG (pré-
mutado). Estas observacdes chamam a atencdo do risco de individuos
zona gray em duas geracOes apresentarem netos com alelos para
mutacdo completa (Fernandez-Carvajal et al., 2009). Anterior a esta
descoberta, o menor nimero de repeticdes de CGG encontrado em uma
pré-mutacdo, capaz de, na préxima geracdo, levar a uma mutagdo
completa era de 59 repeticdes CGG (Nolin et al., 2003).

Um mesmo individuo pode apresentar diferentes tamanhos de
repeticdes de CGG em seus tecidos (instabilidade somadtica) fendmeno
denominado de mosaicismo. Aproximadamente 15% dos individuos
afetados apresentam um tipo de variacdo somdtica onde a pré-mutacio
estd associada a mutagdo completa sendo esta instabilidade a mais
encontrada nos tecidos (Maddalena er al., 2001). Alguns individuos
apresentam outro tipo de mosaicismo chamado de mosaicismo de
metilacdo da repeti¢do, ou seja, algumas células tém metilagdo da
repeticio CGG e outras células ndo apresentam (Hagerman et al., 1994).
Todos os homens afetados com mosaicismo possuem menor
comprometimento mental do que os individuos com mutagdo completa
(Cohen et al., 1996). Entretanto, outros estudos mostram que ndo ha
diferenca no grau de deficiéncia mental entre individuos com
mosaicismo e sem mosaicismo (Wiegers et al., 1993).

Diminui¢des no tamanho das repetigdes sdao muito raras
(Mingroni netto et al., 1996). Em alguns casos, o nimero das repeti¢des
de CGG em mutacdo completa apresenta-se menor na prole de mulheres
com a mutacdo completa (Oberle et al., 1991, Chiurazzi et al., 1994).
Contracdes de um alelo de mutacdo completa para a forma de pré-
mutacdo também ja foram observadas (FU et al., 1991, Chiurazzi et al.,
1994). Van den Ouwenland et al. (1994) constataram a contracdo da
forma da pré-mutacio para a forma normal do gene FMR1 em uma filha
de mulher portadora de pré-mutacao.

A SXF também pode ser causada por mutagdes que levam a
perda da funcdo do gene FMRI (Jin e Warren, 2003; Oostra e
Willemsen, 2003; Mandel e Biancalana, 2004), como mostram os
exemplos a seguir. Lugenbeel et al., 1995, relataram duas diferentes
mutacdes intra-gé€nicas que sdo a causa da perda de fungdo no gene
FMRI1. No primeiro caso, uma delecdo de um residuo de arginina na
posi¢do 373 (cédon thr125) no éxon 5, resultou em parada prematura de
tradugdo do gene FMR1. O segundo caso era o de um paciente adulto
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que apresentava o fendtipo clinico cldssico da SXF, incluindo o
macroorquidismo. A sequéncia do éxon 2 mostrou uma mudanca de 2
pares de bases levando a formagdo de um cédon de parada.

Em trés pacientes ndo aparentados, Wang et al., (1997),
encontraram uma transicdo C-T no nucleotideo 14 do intron 10 do gene
FMR1 que resultou na remocéo total do éxon 10, unindo assim os éxons
9 e 11 durante o processo de transcricdo. Esta mutacdo resultou em
parada na tradu¢do removendo regides conservadas do gene que
codificam os dominios KH2 e o bloco RGG da proteina FMRP.
Atualmente a perda do éxon 10 é denominada de polimorfismo do gene
FMR1 (Wang et al., 1997).

De Boulle et al., 1993, descrevem um paciente com fendtipo da
SXF devido a uma mutagdo de novo no cédon 367 onde uma
substituicdo T-A converte o cédon ATT para AAT. Esta mutagdo é
conhecida como ILE367ASN. Uma substitui¢do similar identificada no
c6don 304, que resulta em um quadro clinico severo, € conhecida como
ILE304ASN (Feng et al., 1997).

2.7. O gene FMRI1

O gene FMRI1 apresenta aproximadamente 40 Kpb de
comprimento, com 17 éxons, e mostra-se conservado do ponto de vista
evolutivo, desde os invertebrados. O sequenciamento do gene detectou
em humanos 185.775 pares de bases no gene FMR1 (GenBank, niimero
de acesso L.29074). Ele € responsavel pela transcricdo de um mRNA de
3,9 Kpb, cujo produto proteico foi detectado em todos os tipos de
células analisadas, especialmente no cérebro e gonadas (Bardoni et al.,
2001). A transcricdio do gene FMRI1 apresenta splicing alternativo
originando doze mRNAs diferentes e doze possiveis isoformas
proteicas, detectadas em diferentes tecidos. A mais longa isoforma
proteica contém 632 residuos de aminodcidos (Eichler et al, 1993;
Verkerk et al.,1993). O promotor do gene FMR1 encontra-se numa ilha
CpG, de cerca de 1Kpb. A transcricio € iniciada em trés locais
diferentes ao longo do promotor. Observando a Figura 2 observamos a
regidao promotora do gene FMRI1 mostrarando algumas proteinas
reguladoras que possuem sitios de interacdo nesta regido, os sitios Spl,
um sitio Nrf-1 e um sitio E-box. J4 os fatores USF e Max funcionam
como repressores da expressdo génica. Membros da familia CREB/ATF
de fatores de transcricdo ligam-se ao E-box existente a montante do
gene FMR1. Os CREB e Nrf-2 contribuem para a expressdo do gene
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FMRI1. Os sitios anteriores a repeticio CGG, sdo utilizados tanto em
alelos normais quanto naqueles onde hd pré-mutacdo, mas em
propor¢des diferentes. Quanto maior a repeticdo maior o predominio de
utilizacdo nos sitios iniciadores mais distais a repeti¢do, indicando que a
selecdo de local de iniciacdo € influenciada pelo elemento CGG (Beilina
et al., 2004).

Nif-1/Max

nirmrnr

Gene FMRI

Regides Reguladoras Regido &

Figura 2 - Representacdo esquematica do gene FMRI1. Regido
promotora do gene FMR1 mostrarando algumas proteinas reguladoras
que possuem sitios de interagdo nesta regido, os sitios Sp1l, um sitio Nrf-
1 e um sitio E-box. J4 os fatores USF e Max funcionam como
repressores da expressdo génica. Membros da familia CREB/ATF de
fatores de transcricdo ligam-se ao E-box existente 2 montante do gene
FMRI1. Os CREB e Nrf-2 contribuem para a expressdo do gene FMRI1.
Fonte: Serpa, 2008.

Nos individuos que apresentam o alelo com muta¢do completa do
gene FMR1 tem sido observado um padrdo varidvel de metilacdo. Esta
observacdo sugere que os padrdes de metilacdo, tanto em individuos
normais como em afetados sdo variados. Em individuos com o alelo
para mutacdo completa, hd a presenca de um nimero varidvel de células
onde ndo ocorre a metilacdo, garantindo a expressdo génica em
diferentes niveis, influenciando o fenétipo (Tassone et al., 1999).

A sequéncia CGG repetida apresenta em alelos normais duas ou
mais interrupgdes AGG esparsas que, quando presentes, conferem
estabilidade a mesma. A estabilidade das repeti¢des € determinada pelo
comprimento da repeticio pura e pela presenca das inclusdes AGG,
ocorrendo a cada dez cépias CGG. Portadores de pré-mutacio e
mutacdo completa possuem repeticdes maiores com a presenca de uma
ou nenhuma inclusdo AGG (Dombrowski et al., 2004).

O gene FMRI1 apresenta dois homdlogos autossdmicos, FXR1 e
FXR2 (Zhang et al, 1995) mapeados na posicdo 3q28 e 17pl13.1,
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respectivamente. Os individuos com a SXF que tém déficit ou auséncia
da proteina FMRP apresentam niveis normais das proteinas codificadas
pelos genes FXR1 e FXR2. Além de interagirem entre si, as trés
proteinas interagem com ribossomos no processo de sintese proteica.
Nenhuma patologia ou defeito foi associado com os genes FXRI1 e
FXR2, mas considerando a significante homologia presente, a falta
destas proteinas deve resultar em efeitos fenotipicos similares.
Teoricamente é 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 no gene
FXR2 (Siomi et al.,, 1996).

Os trés membros desta familia possuem grande similaridade de
sequéncia entre si, cerca de 55%, Figura 3, codificam para proteinas
com dominios funcionais principais que interagem entre si no nticleo e
no citoplasma, como heterodimeros ou homodimeros. Estes dominios
protéicos sdo responsdveis pela interacio da FMRP com outros
elementos protéicos e ribonucléicos, definindo suas fungdes no SNC
(sistema nervoso central) (Zhang et al., 1995; Kirkpatrick et al., 2001).

[t 2]3]4]s]e]7]8]ow]u]n]i|u|is|ie|i7]

FMR1

(=[5 Lo 7 e 7] EIDED
FXR1 86%

(e o5 [e[7 e 7] EIDED
FXR2 70%

55% de similaridade entre a FMRP, a FXR1 e a FXR2

Figura 3 — Alinhamento das proteinas da familia da FMRP. A FMRP
possui respectivamente 86% e 70% de similaridade na regido
compartilhada com as outras integrantes da familia, FXR1 e FXR2.
Estas ndo possuem a sequencia codificada pelos éxons 10 a 12 e 17 do
gene FMR1. Adaptado de Zhang et al., 1995.



42

Os individuos que sdo portadores da pré-muta¢do mostram niveis
mais altos de mRNA comparados aos individuos normais (Hagerman e
Hagerman, 2001). Experimentos mostram que homens que carregam 55
a 100 repeti¢oes de CGG tém niveis de mRNA quatro vezes maior que
individuos normais. Individuos que apresentam de 100 a 200 repeticdes
de CGG tém estes niveis aumentados de quatro para até dez vezes. As
mulheres, em menor proporcdo do que os homens, também apresentam
niveis de mRNA aumentados (Primerano et al., 2002; Oostra et al.,
2003).

Acredita-se que o aumento da transcricio presente nos pré-
mutados seja resultante da expansdo das repeticdes de CGG e do
aumento do niimero de fatores de transcri¢do, que s@o atraidos pelas
repeticoes de CGG. Estes fatores atuariam como acentuadores da
transcri¢do (Oostra e Willemsen, 2003). Os individuos que sdo pré-
mutados apresentam niveis da proteina FMRP normais ou baixo, mesmo
apresentando grande quantidade do mRNA do gene FMR1. Em resposta
aos baixos niveis de FMRP, ocorre um aumento na transcri¢do,
elevando os niveis do transcrito do gene FMR1 (Primerano et al., 2002;
Oostra e Willemsen, 2003; Beilina et al., 2004; Tassone et al., 2004).

2.8. A Proteina FMRP

A proteina FMRP estd presente no tecido fetal e adulto. Ela é
predominantemente expressa no cérebro e nas gonadas. A proteina
FMRP, de 70-80 kD, é encontrada predominantemente no citoplasma
(Devys et al., 1993; Feng e et al., 1997) e estd presente em todos os
neurdnios de individuos normais estudados, mas ausente (ou presente
em pequena quantidade) em células nervosas nio neuronais.

Apesar da localizagdo citoplasmadtica, a FMRP apresenta sinal de
localizagdo nuclear (NLS), codificado pelo éxon 5, e sinal de exportagdo
nuclear (NES), codificado pelo éxon 14, o que sugere movimentacio
entre nucleo e citoplasma (Bardoni er al., 1997). Esta hipdtese foi
confirmada por estudos de microscopia eletrdnica, 0s quais mostraram
que a FMRP € capaz de atravessar os poros nucleares. Embora a fung¢io
exata desta proteina ainda nfo seja conhecida, suas propriedades e
localizagdo sugerem que ela esteja envolvida na regulacdo do transporte,
na estabilidade e na tradugcdo de alguns mRNAs (Sung et al., 2000;
Schaeffer et al., 2003). A regulacio na traducdo néo estd completamente
esclarecida, mas envolve a repeticio CGG na 5 UTR do mRNA de
FMR1. Acredita-se que as expansdes dos nucleotideos de CGG formem
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estruturas suficientemente estdveis, capazes de interferir no inicio da
tradugdo (Hagerman e Hagerman, 2002; Tassone e Hagerman, 2003).

A capacidade de a FMRP ligar-se ao seu préprio mRNA e a
outros mRNAs, através dos motivos da proteina, deve-se a presenca de
uma estrutura, na fita simples de alguns mRNAs, conhecida como
quartetos G ou tétrades G, que s@o guaninas que se unem por ligacdes
do tipo pontes de hidrogénio formando um quadrado. Como
aproximadamente 4% do total de mRNAs do cérebro de fetos humanos
tém esse tipo de estrutura, é possivel que a FMRP interaja com um
grande nimero de mRNAs (Darnell et al., 2001; Oostra, 2002; Chen et
al., 2003b; Denman, 2003; Huang e Richter, 2004).
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Figura 4 — Quatro residuos de guanina formando um quarteto G ou
tétrades através de ligacdes de pontes de hidrogénio. Fonte:
http://www.cead.ueg.br. Acessado em 07/06/2010.

A Figura 5 mostra os tipos de dominios de ligacdo a RNAs que
foram identificados na FMRP, que sdo os dominios KH (Homoélogo a
ribonucleoproteina heterogénea nuclear, hnRNPK, codificados pelos
éxons 8,9 e 13) e um dominio RGG (codificado pelo éxon 16) contendo
a sequéncia conservada arg gly gly (arginina, glicina, glicina) (Oostra e
Willemsen, 2003). A sequéncia da FMRP mostra também os sinais de
localizacdo e de exportacio nucleares (NLS e NES) (Siomi et al., 1993;
Bardoni et al., 1997).
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Figura 5 — A figura indica as regides dos dominios KH e RGG e os
sinais de exportagdo e importacdo nuclear encontrados na proteina
FMRP. Fonte: http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.
canoadetolda.org.br/biolmol/Genetica. Acessado em 30/07/2009 com
modificacdes.

A importancia do dominio KH para a propriedade funcional da
FMRP ¢ ilustrada pelo raro e tunico paciente identificado com a
mutacdo, ILE304ASN, localizada no segundo dominio KH, causando
alteraco na estrutura quaterndria desta regido da proteina (De Boulle et
al., 1993).

Apresenta-se a seguir a Figura 6 que mostra a sequéncia da
proteina FMRP com a localizacido dos dominios KH1 e KH2 e da regido
RGG box.
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MEELVVEVRG SNGAFYKAFV KDVHEDSITV AFENNWQPDR QIPFHDVRFP PPVGYNKDIN

ESDEVEVYSR ANEKEPCCWW LAKVRMIKGE FYVIEYAACD ATYNEIVTIE RLRSVNPNKP

ATKDTFHKIK LDVPEDLRQM CAKEAAHKDF KKAVGAFSVT YDPENYQLVI LSINEVTSKR

AHMLIDMHFR SLRTKLSLIM RNEEASKQLE SSRQLASRFH EQFIVREDLM GLAIGTHGAN
Dominio KH1

IQQARKVPGV TAIDLDEDTC TFHIYGEDQD AVKKARSFLE FAED VIQVPR NLVGKVIGKN
Dominio KH2

GKLIQEIVDK SGVV RVRIEA ENEKNVPQEE EIMPPNSLPS NNSRVGPNAP EEKKHLDIKE

NSTHFSQPNS TKVQRVLVAS SVVAGESQKP ELKAWQGMVP FVFVGTKDSI ANATVLLDYH
LNYLKEVDQL RLERLQIDEQ LRQIGASSRP PPNRTDKEKS YVTDDGQGMG RGSRPYRNRG
HGRRGPGYTS GTNSEASNAS ETESDHRDEL SDWSLAPTEE ERESFLRRGD GRR RGGGGRG
RGG-Box

QGGRGRGG GF KGNDDHSRTD NRPRNPREAK GRTTDGSLQI RVDCNNERSV HTKTLQNTSS

EGSRLRTGKD RNQKKEKPDS VDGQQPLVNG VP

Figura 6 - Sequéncia da proteina FMRP com a localizacdo dos
dominios KH1 e KH2 e da regido RGG box.

Provavelmente, a FMRP desempenha fungdes diversas como:
movimento de RNAs entre o nicleo e o citoplasma, transporte de RNAs
nos dendritos, na tradugdo e regulacdo proteica nos dendritos (Jin e
Warren, 2003; Jin et al., 2004; Pozdnyakova e Regan, 2005), como
mostra a Figura 07.
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Figura 7 — Modelo sintetizando as fungbes propostas para a proteina
FMRP em neurdnio. Fonte: Jin et al., 2004.

Segundo Jontes e Smith, (2000), a expressio da FMRP ¢
especialmente elevada nos neurdnios do hipocampo, do cértex cerebral e
do cerebelo, relacionando-se diretamente com a SXF e a FXTAS. Nos
neurdnios do hipocampo e do cortex cerebral a FMRP predomina nas
espinhas dendriticas, que sdo evagina¢des da membrana pds-sindptica
sujeitas a alteragdes morfoldgicas relacionadas a fungdo sindptica e
plasticidade neuronal, que sdo dependentes de sintese protéica.

Cérebros de individuos com SXF apresentam anormalidades nas
espinhas dendriticas que se mostram mais longas e finas do que o
normal sugerindo que a FMRP deva ter uma fun¢io na maturacdo e/ou
eliminacdo sindptica (Nimchinsky et al., 2001).

O mRNA do gene FMR1 também est4 situado nos dendritos onde
se associa a FMRP (Greenough et al., 2001). Provavelmente a FMRP
inibe a tradu¢do de mRNA de maneira especifica e seletiva (Li et al.,
2001).

Diferentes isoformas proteicas da expressdao do gene FMR1 estdo
presentes nos mesmos tecidos. O splicing alternativo ndo aparece em
tecidos especificos, mas a abundancia dos diversos transcritos pode ser
visualizada em diferentes tecidos (Verkeij et al.,1993, Verkek et al.,
1993; Ashley et al., 1993a).
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2.9. Individuos Zona Gray

Individuos zona gray sdo usualmente definidos somente pelo
tamanho da repeticdio de CGG que varia entre 41 a 60 repeticdes
(Crawford et al., 2001). Estes individuos ndo sdo associados com
transmissdes instdveis para mutacdo completa e/ou serem pais de
criancas com SXF (Crawford et al., 2002; Nolin et al., 2003; Sullivan et
al., 2002). Falta clareza na distingdo entre pré-mutados e individuos
zona gray na literatura pesquisada.

Individuos zona gray podem apresentar algumas deficiéncias
como distirbios comportamentais e dificuldades de aprendizagem
mesmo estando muito proximos do padrdo normal para as repeticoes
CGG. Num estudo na Tasmania, foi relatado que 3,45% de meninos
com necessidade de educacdo especial tinham alelos na faixa zona gray
(Mitchell et al., 2005). Crawford et al., (1999), apresentaram resultados
similares, ou seja, 4,4% de meninos com necessidade de educagdo
especial tinham alelos na faixa zona gray, em populacdo de americanos
da raga branca. Alguns autores interpretam como coincidéncia a
dificuldade de aprendizagem ou algum atraso no desenvolvimento com
a classificacdo zona gray destes individuos. Segundo, Mitchell et al.,
(2005) € necessdrio ficar atento a presenca de dificuldades de
aprendizagem que podem estar relacionadas a SXF. Estudos recentes
mostram aumento da prevaléncia de individuos zona gray em especial
em populacdes com necessidades especiais sugerindo que estes alelos do
gene FMR1 podem também estar associados com fendtipos suaves da
SXF (Kenneson et al., 2001 ).

O estudo da transmissdo da mutagdo de individuos zona gray tem
mostrado que a transmissdo geralmente € estdvel. A transmissdo nestas
familias pode apresentar contragdo ou expansdo no tamanho da
repeticilo de CGG. A instabilidade da transmissd@o aumenta com o
aumento do ndmero das repetigdes de CGG, conforme mostrado na
Tabela 2.

O risco de expansdo ndo pode ser facilmente determinado por
causa de nossa incapacidade de diferenciar alelos zona gray estaveis de
alelos pré-mutados instdveis, esta distingdo s6 € possivel pela
observacdo da transmissao para futuras geracdes (Eichler et al., 1994).
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Tabela 2 — Representacdo da relacdo do nimero de repeticdes CGG
com a instabilidade da transmissdo para as proximas geracdes. Fonte:
Nolin et al., 2003.

Nimero de repeticoes CGG Aumento da instabilidade
49 a 54 19,0%
55a59 30,9%
60 a 65 80,0%

Estudos com mulheres do Canadd com o alelos para zona gray
variando entre 41 a 54 repeticoes CGG mostram a presenca da
interrup¢do AGG. A presenca da interrup¢do AGG (confere estabilidade
ao gene) sugere que a perda da interrupcdo € um evento tardio na
expansdo de repeticdes CGG (Oostra e Willemsen, 2003).

Carvajal et al, (2009) relataram um caso onde o avd materno
apresentava o alelo no padrdo zona gray com 52 repetlgoes CGG. A
filha deste homem também € portadora de alelo zona gray com 56
repeticoes CGG. Foi observado que o filho desta mulher tinha uma
expansdo de um alelo para mutagdo completa com aproximadamente
538 repetigdes CGG. Curiosamente, as duas interrup¢des AGG presentes
no alelo do avdé ndo foram encontradas no alelo da mae. Estas
observacdes chamam a atenc@o do risco de individuos zona gray em
duas geracdes apresentarem netos com alelos para mutagcdo completa.

2.10. Splicing do RNA

Nas células eucariontes o processo de transcricio do DNA ocorre
no nicleo formando o RNA que serd transportado para o citoplasma,
onde ocorrerd o processo de traducdo. A formac¢do do mRNA inicia com
uma modificacdo na extremidade 5° gerando uma ligacdo 5’-5’ com
ponte tri-fosfato, seguida da metilagdo da guanosina, que recebe o nome
de regido Cap. A regido Cap confere ao RNA uma maior estabilidade e
aumenta a chance de ele ser capturado pelos sistemas de traducdo. Do
transcrito primario do RNA serdo removidas as sequéncias néo
codificantes pelo processo de splicing. Splicing é um processo de “corte
e emenda” do transcrito primdrio de RNA. Para finalizar, a regido 3’ do

A classifica¢@o conforme descrito por Crawford et al., 2001.
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RNA sofre clivagem sendo adicionada uma cauda poli-A, que € uma
sequéncia de adeninas, Figura 8, (Alberts et al., 2002).

. . Sitio de Sitio de
DNA EXON INTRON liadenilaca terminaca
o000

Formacio do transcrito primario

Capeamento da regido 5°,
Splicing de RNA e
Poliadenilagio 3’

RNA Cap

™

AAAA

TRADUCAO

[
PROTEINA

Figura 8 — Etapas da formacg@o do transcrito primdrio a partir do DNA.
Ocorréncia de modificacdes em ambas as extremidades do RNA com a
adicdo da regido Cap na extremidade 5° e poliadenilacdo da extremidade
3’. Remocdo das sequéncias intronicas pelo processo de splicing em cis.

O splicing descrito neste processo de formacdo do RNA ¢é
denominado de splicing em cis, com a remog¢do dos introns (Figura 8),
formando uma molécula de mRNA maduro. O mecanismo de splicing é
responsdvel pela expressdo génica em eucariontes.

Os genes humanos apresentam um tamanho médio de 27 mil
pares de nucleotideos onde cerca de 1.300 pares de nucleotideos sio
usados para codificar uma proteina de tamanho médio com cerca de 430
aminodcidos. O restante de DNA presente no gene sdo segmentos ndo
codificantes. As sequéncias codificantes denominadas de éxons sdo
intercaladas por longas sequéncias ndo codificantes denominadas de
introns (Alberts et al., 2002).

Os éxons apresentam um tamanho médio de 145 pares de

z

nucleotideos e sua identificacio € bastante dificil, assim como
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identificar o inicio e o fim de um gene. O termo intron € usado para a
sequéncia intragénica e o termo éxon € usado para a sequéncia génica
expressa. O modelo do gene eucarionte seria como um mosaico de
sequéncias génicas em que os éxons teriam a funcdo de acelerar a
evolugdo das espécies, formando novas proteinas a partir de proteinas
existentes (Gilbert, 1978). Em 1979 Blake definiu introns como
sequéncias intercaladas e sugeriu que éxons individuais sdo pequenas
unidades peptidicas funcionais, dominios ou dobramentos da cadeia
peptidica.

A identificacdo dos éxons € baseada nas sequéncias que sdo
altamente conservadas durante a evolugdo. Em geral as regides
conservadas apresentam éxons funcionalmente importantes e sequéncias
reguladoras. As sequéncias reguladoras t€ém a fungdo de garantir que o
gene seja expresso nos niveis, no momento e no tipo celular adequado.
O estudo das regides conservadas é feito a partir da comparagdo de
sequéncias do genoma humano com regides correspondentes em
genomas relacionadas com outras espécies através de técnicas de
genOmica comparada (Figura 9).
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Figura 9 — Resultado de alinhamento global obtido com o programa
mVista. As quatro linhas representam o alinhamento global entre a
sequéncia a montante e codificante do gene FMR1 humano alinhada
com a sequéncia homdloga: (A) Pan troglodites, (B) Canis familiaris,
(C) Rattus norvegicus e (D) Mus musculus. Os picos indicam os niveis
de conservagdo ao longo das seqiiéncias. As regides marcadas de azul
correspondem aos éxons do gene FMRI humano e dos genes
homdlogos. Cada linha apresenta a comparagdo da sequéncia gendmica
de uma espécie com a sequéncia humana de interesse (Fonte: Serpa,
2008).



51

Cerca de 60% dos genes humanos sofrem splicing, ocorrendo
assim a formacdo de diferentes proteinas a partir de um dnico gene. O
splicing permite que o genoma humano aumente o seu potencial
codificante. Fazendo mapeamento nos genes da ovoalbumina de galinha,
beta globina de coelho e cadeia leve de imunoglobulina murina,
observou-se que as sequéncias de DNA possuiam segmentos
intragénicos ausentes em seus transcritos (Brack e Tonegawa, 1977;
Doel et al., 1977). Esta e outras observagdes evidenciaram que
segmentos contiguos no RNA estavam interrompidos no DNA (Brack e
Tonegawa, 1977; Dunn e Hassell, 1977). De acordo com estes estudos o
cistron, uma sequéncia génica que dd origem a uma sequéncia
polipeptidica, ndo poderia mais ser considerado um modelo tnico.

Virios modelos foram propostos para explicar a formacdo do
mRNA a partir de sequéncias transcritas de um gene com interrupgdes
(Sambrook, 1977) como: saltos pela RNA polimerase entre sequéncias
génicas, recombinacdo de DNA que serviria de molde para a RNA
polimerase, transcricdo independente de segmentos de um mesmo gene,
seguida da unido dos transcritos e formac¢do de um tnico mRNA e a
existéncia de um pré-mRNA que por “cortes e unido de fragmentos
formaria um mRNA maduro sendo este uma sequéncia mais curta que o
seu precursor. Era consenso geral que a provdvel formacio do mRNA
envolvia um mecanismo de “corte e emenda” de segmentos de dcidos
nucléicos, processo este denominado de splicing (Crick, 1979).

A formacdo do mRNA ¢ feita a partir da transcricdo do pré-
mRNA que apresenta as regides de éxons e introns. As sequéncias de
introns serdo removidas pelo processo denominado de splicing do RNA.
Os introns t&ém um tamanho bastante variado podendo apresentar de 10 a
mais de 100 mil nucleotideos. O splicing do RNA ¢ realizado por
moléculas de RNA muito pequenas conhecidas como snRNAs (small
nuclear RNAs) ricas em uracila e apresentam cinco tipos: U1, U2, U4,
US e U6. Estudos revelaram que os snRNAs foram identificados como
integrantes de um complexo ribonucleoproteico que participam do
processo de splicing (Lerner et al., 1980). No inicio os estudos
mostravam que havia um conjunto proteico comum para os snRNAs
formando as snRNPs (small nuclear ribonucleoprotein particles ou
pequenas ribonucleoproteinas nucleares). Atualmente mais de 150
peptideos diferentes ja foram identificados nesses complexos (Zhou et
al., 2002; Schellenberg et al., 2008). Os snRNPs junto com proteinas
formam o spliceossomo. O spliceossomo (Figura 10) é responséavel pelo
splicing do pré-mRNA de uma célula.
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Figura 10 — A figura representa um spliceossomo mostrando o splicing
do pré-mRNA. Fonte: Alberts et al., 2002.
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Foi verificado que as jungdes entre éxons e introns continham
sequéncias curtas com similaridades intra e intergénicas, que deveriam
sinalizar onde ocorreria o splicing. O mesmo foi analisado nos limites
entre introns e éxons (Catterall et al., 1978). As similaridades iam além
das bases conservadas no inicio e o fim de cada intron marcado pelos
nucleotideos GT no fim e pelos nucleotideos AG no inicio de cada
intron (Tabela 3).

Tabela 3 — A tabela representa os sitios que indicam a regido correta de
splicing do gene FMRI1. Tscr é a pontuacdo do éxon e depende do
tamanho do I/Ac (pontuacdo relativa ao sinal de iniciagdo ou Splice da
extremidade 3’ do éxon), do DO/T (pontuacdo pelo splice na regido 5’
do éxon ou sinal de terminacdo) e do CodRg (pontuacdo pela regido

codificante).

Trés bases de cada lado

Do registro 1L.29074 da fronteira da Dos "genes/éxons previstos"
do GenBank Entrez  sequéncia do GenBank g elo GENS é) AN
Nucleotide _ (LETRAS P
MAIUSCULAS no CDS,
minusculas no intron)
Fim do Fim do
. . . . CDS/inicio
intron/inicio do intron Dos Tscr
CDS Residuos CDS do CDS Sitio Sitio de ""genes/éxons  (''pontua-
n® n® de corte 5' corte previstos'' pelo cdo de
(sitio e GENSCAN éxon'")
receptor ) 3'(sitio

doador)

18245 - 18284 6.85
Prom

1 13962 - 14012  aag/ATG AAG/gta ! 9907Ir;it1 9945 2.25
2 23715-23767  cag/GCA CAA/gta 2371 SIr:tr23767 5.79
3 27322-27415 cag/CTG GAG/gtg 2732211;&27415 6.55

4 30104 -30175 tag/GTG GAG/gta
30441 - 30589 tag/GTG TTG/gtg 3044 11&30589 13.81
6  31731-31824 tag/TCC GAG/gta 3173 11&31824 9.35
7 31911-32027  cag/AGT GAG/gta 31911 - 32027 8.44

Intr
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34208 — 34378

8  34208-34378  tag/GAT  TAG/gta e 9.82
9  34468-34546 tag/GCA  GAGigta 344681;;4546 3.21
10 38287-38396 aag/GAA  AGG/gta 3828711;38396 7.68
11 39249-39383  tag/GTG  CAG/gta 3924911;39383 2.34
12 39882-39944  cag/GAT  AAG/gtg 398821;;9944 2.90
13 42359-42445 tag/GAA  CAG/gta 22 91&32445 3.95
14  44915-45110 tag/GAA  AGG/gta 4491515;51 10 15.77
15  46653-46835  cag/ATT  AAG/gta 4665315;6835 11.24
16 47318-47400 tag/lGAA  CAG/gta 472191;;7400 11.87
17 50467-50628  tag/ATC  TAA/act ° 046;6; lfl 0628 11.85

5239;1; 22401 105

Através de estudos in vitro foi possivel o entendimento deste
processo. O splicing é um mecanismo que envolve duas etapas. A
primeira etapa envolve a clivagem no sitio intronico 5’ (Ruskin et al.,
1984); em seguida ocorre a ligacdo do fosfato na extremidade 5’ a uma
adenosina (Konarska et al., 1985).

Inicialmente o processo de splicing foi identificado com a
participacdo dos snRNPs Ul e U2. A extremidade 3’ intrOnica teria o
potencial de se alinhar com o snRNA Ul (Rogers e Wall, 1980). O
snRNA U2 teria maior potencial de complementaridade com sequéncias
exOnicas e com a extremidade 3’ intrOnica. Estudos posteriores
confirmaram ser o sSnRNA U2 responsavel pelo reconhecimento do sitio
3’ intr6nico ou receptor de splicing. Estes dados sugerem que Ul e U2
tém funcdes independentes. (Parker et al., 1987). Foi verificado que a
acdo dos snRNPs U4 e U6 ¢ essencial para este processo, porém
ocorrem independente de Ul e U2 (Berget e Robberson, 1986). Os
snRNPs U4 e U6 formam um complexo que se liga ao snRNP US5 e este
complexo de trés partes se associard ao complexo A onde estdo os
snRNPs Ul e U2 ligados, respectivamente, entre aos sitios doador e
receptor de splicing com o intron do hnRNA (Konarska e Sharp, 1987).
A formagdo do complexo dos cinco snRNPs forma o spliceossomo.
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Alteragdes internas por maior afinidade entre novos membros deste
complexo permitem a formagao da primeira reag@o do splicing, mediada
por U2 e U6, que é a formagdo do intermedidrio de lariato (Figura 11).
O intermedidrio de lariato € um RNA que apresenta uma estrutura em
laco que tem um udnico nucleotideo, uma adenosina, no ponto de
ramificacdo. A unifo da adenosina, através de uma ligacdo fosfodiéster
convencional, 3’-5’, com a base seguinte de uma forma nio
convencional, 2°-5’, na extremidade 5’ intrOnica forma o intermediério
de lariato.

Intron
5 exon 3 exon
B F# (
5! ggll_?c[E)E 3f5mo DE SPLICE
[PRIMEIRA ETAPA
GpA

B TNOH P T

SEGUNDA ETARA

il WP Ta
mRNA

Figura 11 — Formacdo do intermedidrio de lariato, com a unido dos
éxons formando o mRNA. Fonte: www.nature.com/.../n6857/
images/413695aa.2.jpg, acesso em 09/11/2009.
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2

A segunda reacdo ndo depende mais do snRNP Ul e ¢
caracterizada pela unido dos éxons consecutivos com a liberagcdo e
separacdo entre as subunidades e o spliceossomo (Konarska e Sharp,
1987). Foram evidenciadas duas proteinas que sdo importantes para a
hibrida¢do dos snRNAs Ul e U2, respectivamente, nos sitios doador e
receptor de splicing denominadas de fator auxiliar de U2 (U2AF35 e
U2AF65) que tém a funcdo de reconhecer o sitio receptor de splicing
(Zamore e Green, 1990). A interacdo do fator auxiliar U2AF ¢é
dependente do dinucleotideo AG (Wu et al., 1999) (Figura 12).

|Sequencia necessaria para remogéo do 1ntron|

WAG T GTAATG... // ....CTGACC.....CCCUACGCAG / G

EXON 1 iNTRON iNTRON EXON 2

intran removido

EXON 1 ! EXON 2

Figura 12 — O mecanismo de splicing do RNA que é realizado com
muita precisdo e envolve uma série de etapas que inicia com o
spliceossomo reconhecendo os sinais de splicing de um pré-mRNA. A
remocdo dos introns envolve trés sitios que apresentam uma regido de
consenso que indicam para a célula a correta regido de splicing. Fonte:
A autora.

O complexo denominado spliceossomo € necessario devido a
distancia existente entre os sitios de splicing nos introns. Este processo
ocorre através de duas reacdes de transesterificagdo. Assim, ocorrerd a
formagdo do mRNA formado apenas por sequéncias exdnicas na ordem
da sequéncia genomica (Padgett et al., 1986).

A plasticidade do splicing de RNA permite que a célula monte
diferentes proteinas. Uma mutagdo ao acaso pode levar a uma alteracio
no padrdo de splicing ndo ocorrendo a remog¢do de um intron, ou ainda,
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ocorrendo a retirada de um éxon total ou parcialmente. O processo de
splicing evoluiu no sentido de encontrar o melhor padrdo para evitar
erros na montagem do RNA e qualquer mutacdo neste local podera
acarretar numa procura do melhor padrio possivel para iniciar este
processo. Além da formagdo de proteinas diferentes através do splicing
por mutacdes ao acaso, também pode ocorrer o splicing alternativo onde
um gene forma diferentes proteinas em diferentes tecidos e em
diferentes momentos do desenvolvimento do individuo.

2.11. Splicing Alternativo

A maioria dos genes de eucariotos superiores codifica RNAs que
podem formar por splicing alternativo dois ou mais RNAs diferentes
que geram produtos proteicos diferentes. Um exemplo € o gene de uma
proteina muscular de mamiferos, a troponina T. O RNA processado gera
dois RNAs maduros alternativos onde cada produto apresenta quatro
éxons. Em cada um dos dois RNAs, um éxon diferente € eliminado,
entdo, os dois RNAs maduros tém trés éxons em comum e um diferente
(Watson et al., 2006).

A partir de vdrios exemplos de genes que formam mais de uma
variante de RNA mensageiro definiu-se o termo splicing alternativo.
Este termo explica as alternativas de uso regulado dos sitios de splicing,
com a inclus@o ou a exclusdo total ou parcial dos éxons formando
variantes de mRNA originadas de um mesmo gene. Os diferentes
mRNAs formam variantes proteicas denominadas isoformas (Hanke et
al., 1999).

A Figura 13 mostra os principais tipos de splicing alternativo.

Virios fatores influenciam a escolha correta do sitio de splicing
ou o fortalecimento dos sitios de splicing como: a estrutura secundaria
do RNA nascente, o tamanho do éxon, a processividade da polimerase
de RNA e sequéncias acessorias (Ast, 2004). As sequéncias acessdrias
sdo fatores importantes nos eventos de splicing regulado. Sao
sequéncias curtas, muito varidveis e podem ser ricas em purinas na
sequéncia do RNA (Blencowe, 2006).
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a- Sitios 5’ aceptores de splicing

b- Sitios 3’ aceptores de splicing

c- Sitios 5° de éxons mutuamente excludentes

d- Exons cassete

Figura 13 — Uma forma comum de splicing alternativo é a presenca de
sitios 5° (mostrado em a) ou 3’ (mostrado em b) que levam a inclusio ou
niao de um éxon. Alternativamente, éxons mutuamente excludentes
podem permutar de lugar na forma madura no mRNA (mostrado em c).
Exons internos (chamados de cassete) podem ser incluidos ou ndo na
sequéncia final do mRNA independente dos demais éxons (mostrado em
d). Fonte: Lee e Black, 2007, adaptado.
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Sun et al., (1993), descreveram diferentes elementos exOnicos,
ricos em purinas, que possuiam a capacidade de amplificar ou inibir a
inclusdo do éxon no RNA maduro. Elementos ricos em guanina nos
introns foram posteriormente identificados como acentuadores da rea¢do
de splicing (Blencowe, 2006).

As proteinas que regulam o processamento ligam-se a sitios
especificos denominados de:

- amplificadores de processamento exonico (ESE), do inglés,
exonic splicing enhancer.

- amplificadores de processamento intrdnico (ISE), do inglés,
intronic splicing enhancer.

- silenciadores de processamento exoOnico (ESS), do inglés,
exonic splicing silencer.

- silenciadores de processamento intronico (ISS), do inglés,
intronic splicing silencer.

Os primeiros sitios acentuam e os segundos reprimem a remog¢ao
dos introns. Os amplificadores e as proteinas da familia SR (ricas em
serina e arginina, S e R, respectivamente) sdo importantes no
direcionamento da maquinaria de processamento para muitos éxons. A
presenca ou atividade de determinada proteina SR pode determinar a
utilizacdo de um dado sitio de processamento em um tipo celular
especifico ou em uma determinada fase do desenvolvimento. As
proteinas SR ligam-se ao RNA através de um dominio denominado de
motivo de reconhecimento do RNA (RRM, RNA-recognition motif)
bem caracterizado. Cada proteina SR tem outro dominio rico em
arginina e serina, chamado dominio RS que promove as intera¢des entre
a proteina SR e as proteinas da maquinaria de processamento do splicing
(Watson et al., 2006).

A acdo de fatores trans (proteinas da familia SR e os hnRNPs) na
regulacdo do splicing depende da posicdo dos elementos cis (ESEs e
ESSs) a ele ligado. Estes elementos (em cis e em frans) agem juntos
durante um evento de splicing. A a¢do em conjunto destes elementos e
também do spliceossomo determinam o produto final deste
processamento co-transcricional (figura 12) (Black, 2003).
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/ ESE™ ioE 'ISEi &s '
| CELF | nRNP Al

Figura 14 — Reconhecimento de éxomns no processo de splicing. Os
sitios aceptores de splicing GU e AG sdo reconhecidos pela maquinaria
de splicing com base na sua proximidade com os éxons. Os éxons
contém sequéncias chamadas ativadores exonicos de splicing (ESE), que
sdo sitios de ligacdo para as proteinas SR. Quando elas se ligam a estes
sitios no RNA, recrutam as snRNP U1l para o sitio aceptor de splicing
5', localizado mais abaixo do SR, e recrutam o fator de splicing U2AF.
Assim, as proteinas SR recrutam fatores de splicing para formar um
complexo de reconhecimento. As proteinas SR também facilitam as
interacdes entre a snRNP Ul, ligada ao GU, e a snRNP U2, ligada a
sequéncia de ramificacdo. Modificado de Maniatis e Bosiljka, 2002.

hnRNP Al |

2.12. Produtos do Splicing Alternativo

Os diversos transcritos formados a partir de um dnico gene irdo
ter repercussdo funcional. Muta¢des novas em sitios de splicing sdo
responsdveis por muitas doencas humanas. Aproximadamente 15% das
mutacdes podem levar a doengas genéticas humanas (Krawczak et
al.,1992), através da geracdo de splicing espurio ou bloqueando a
clivagem de introns. Entretanto, as alteragdes que ocorrem por sinais
especificos tornam o splicing um processo desejivel de formagdo de
diversidade funcional.

O papel na regulacdo da expressdo génica € reforcada pelas
juncdes exercidas pelos diversos mRNA que podem ser traduzidos
formando isoformas proteicas com fungdes e distribuicdes celulares
distintas como evidenciado em processos conservados em splicing de
eucariontes. Dados sugerem que 25% dos mRNA formados por splicing
alternativo resultam em isoformas proteicas com ganho funcional (Sorek
et al., 2004).
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As isoformas de RNA formados por splicing alternativo podem
conter codons de parada de tradugdo prematuros que atuam na
degradacdo de mRNA na célula (Lareau et al., 2004; Matlin et al.,
2005). A diversidade funcional gerada pelo splicing alternativo ¢é
evidenciada em eventos especificos como o desenvolvimento
embriondrio, e nos diferentes tipos e atividades das células e dos tecidos
do organismo. O splicing alternativo é um processo frequente em
tecidos especializados como do cérebro, do figado e das gdnadas.

O splicing em neurdnios € relacionado como o principal fator
responsavel pelo desenvolvimento de atividades complexas do cérebro
atuando na diferenciacio neuroglial, na sinaptogénese e no
funcionamento dos neurotransmissores e formando isoformas para os
receptores do SNC (Lipscombe, 2005).

Um exemplo que demonstra a importincia do splicing alternativo
no SNC sdo os canais de transporte de cdlcio em neurdnios. O splicing
regulado ocorre pela inclusdo diferencial de éxons-cassete (Figura 11)
em diversos transcritos para estes canais, que apresentam uma taxa de
inclusdo gradual durante o desenvolvimento até a idade adulta. A
inclusdo de um dos éxons altera dominios responsaveis pelas
propriedades fisico-quimicas do canal resultante, gerando uma isoforma
que € inativada apenas por voltagem e outra inativada apenas por
neurotransmissores, em resposta a um sinal externo (Gray et al., 2007).

2.13. Splicing Alternativo da SXF

Um dos genes expressos no SNC e que apresenta isoformas ou
variantes geradas a partir de splicing alternativo é o gene FMRI,
clonado em 1991 (Verkek et al., 1991; Fu et al., 1991; Yu et al., 1991).

A expressdo do mRNA do FMRI foi analisada em tecidos de
encéfalo, medula espinhal e figado de fetos humanos. Nos fetos da
oitava, nona e trigésima semanas apresentavam distribuicdo homogénea
do mRNA do FMRI1. Em fetos de 25 semanas a expressdo de FMR1
mostrou-se elevada no SNC (Abitbol et al., 1993).

Verkek et al., (1993), detectaram, por RT-PCR, 12 isoformas da
proteina FMRP em vdrios tecidos de ratos e humanos e relataram a
distribui¢do desigual de cada tipo. Ashley et al., (1993), encontraram 12
isoformas em cérebros de ratos e humanos. Destas 12 isoformas, seis
mostraram o “spliced out” (retirada) do éxon 14, resultando num novo
terminal carboxilico. Estes estudos apenas tém descoberto partes das
regides de splicing alternativo do gene FMR1. A combinagdo destas
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regides ainda ndo tem sido bem investigada. O splicing alternativo do
gene FMR1 pode contribuir para a diversidade funcional da proteina
FMRP.

Huang et al., (1996), estudando neurdnios de fetos humanos
encontraram 11 isoformas da FMRP. As isoformas nao foram
encontradas de maneira uniforme nos diferentes tecidos do corpo
humano. A isoforma predominante apresenta splicing alternativo no
éxon 17, retirando parte do mesmo e representando cerca de 40% das
amostras. O transcrito primdrio sofre splicing alternativo em quatro dos
dezessete éxons do gene FMR1.

Os pesquisadores acham que a partir do splicing alternativo do
gene FMR1 podem ser gerados até 24 transcritos maduros diferentes e
que estariam relacionados com 20 isoformas diferentes da FMRP. As
isoformas provavelmente apresentam especificidade de reconhecimento
para diferentes RNAs com capacidade de acoplamento da FMRP sendo
responsaveis pelos diversos fenétipos da SXF (Sittler et al., 1996).

Diferentes isoformas da expressdo do gene FMR1 coexistem em
tecidos semelhantes. O splicing alternativo nio aparece em tecidos
especificos, mas a abundancia dos diversos transcritos pode ser
visualizada em diferentes tecidos (Verkeij et al.,1993, Verkek et al.,
1993; Ashley et al., 1993a).

Dos 17 éxons do gene FMRI1, os envolvidos em eventos de
splicing alternativo concentram-se na por¢ao 3’ do gene e possuem oS
sitios de splicing com sequéncias mais distantes dos consensos (Eichler
et al., 1993). Os éxons 12 e 14 sdo do tipo cassete e os éxons 15 e 17
possuem trés e dois sitios receptores de splicing, respectivamente, como
representado na Figura 15.

Figura 15 — Representacdo da regido terminal 3’do gene FMR1 a partir
do éxon 10. Os éxons estdo representados em retdngulos e os introns
linha que une os retanguos. As linhas superiores e inferiores
representam os padrdes de splicing. Os éxons 12 e 14 sdo éxons do tipo
cassete. Os éxons 15 e 17 tém sitios doadores de splicing alternativos e
podem ter a inclusdo de segmentados representados em vermelho e
laranja para o éxon 15 e em azul escuro para o éxon 17. Fonte: A autora.
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A sequéncia do éxon 12 do FMRI1 estd ausente nos genes
pardlogos FXR1 e FXR2. A exclusdo do éxon 12 do gene FMR1 nio
muda a leitura da tradugf@o. Sua inclusdo acrescenta 21 residuos de
aminodcidos cuja funcio é desconhecida (Zhang et al., 1995).

A exclusdo do éxon 14 dos transcritos do FMR1 muda o quadro
de leitura da traduc@o e cria possibilidade de que estas mensagens sejam
degradadas. O éxon 14 codifica para o tnico sinal de exporta¢do nuclear
da FMRI1 (Sittler et al, 1996). O encurtamento do éxon 15 do FMR1
pelo uso de sitios receptores de splicing alternativos faz com que
isoformas da FMRP sintetizadas a partir desse mRNA apresentem
alteracdo de metilacdo e do controle de interagdo com proteinas
(Dolzhanskaya et al., 2006).

A escolha da andlise do splicing alternativo nos éxons 15 e 17
para a realiza¢do deste trabalho € pela possibilidade de ocorrer nesta
regido a formacdo de seis possiveis isoformas do gene FMRI e
apresentar a isoforma mais comum que ocorre no éxon 17 (Huang et al.,
1996).

A seguir (Figura 16) a sequéncia gendmica dos éxons 15, 16 e 17.
O éxon 15 apresenta duas regides de splicing alternativo. A primeira
regido estd identificada com grafia em itdlico e a segunda regido estd
identificada por estar sublinhada, respectivamente. O éxon 17 apresenta
uma regido de splicing alternativo representado em negrito.

15-EXON:

GAACTAATTCTGAAGCATCAAATGCTTCTGAAACAGAATCTGACCACAGAGACGAACT
CAGTGATTGGTCATTAGCTCCAACAGAGGAAGAGAGGGAGAGCTTCCTGCGCAGAG
GAGACGGACGGCGGCGTGGAGGGGGAGGAAGAGGACAAGGAGGAAGAGGACGTG
GAGGAGGCTTCAAAG

16-EXON:

GAAACGACGATCACTCCCGAACAGATAATCGTCCACGTAATCCAAGAGAGGCTAAAG
GAAGAACAACAGATGGATCCCTTCAG

17-EXON:
ATCAGAGTTGACTGCAATAATGAAAGGAGTGTCCACACTAAAACATTACAGAATAC

CTCCAGTGAAGGTAGTCGGCTGCGCACGGGTAAAGATCGTAACCAGAAGAAAGAGA
AGCCAGACAGCGTGGATGGTCAGCAACCACTCGTGAATGGAGTACCCTAA

Figura 16 — Sequéncia gendmica dos éxons 15, 16 e 17. O éxon 15
apresenta duas regides de splicing alternativo destacados por grafia em
itdlico e sublinhado, respectivamente. O éxon 17 apresenta uma regiao
de splicing alternativo destacado em negrito.






3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Grupo Amostral

Os individuos do presente estudo foram reunidos através de
colaboracdo com o Laboratério Neurogene de propriedade privada
(Floriandpolis, SC). Foram formados trés grupos de jovens do sexo
masculino, sendo: quatro individuos com genétipos e fendtipos normais
para a SXF, oito individuos com ntimero de repeticobes CGG
correspondentes a classificacdo zonma gray para a SXF (com
manifestacdes clinicas) e dois pacientes com mutacdo completa para a
SXF. A escolha do sexo masculino foi devido a presenca de um tnico
cromossomo sexual X nos individuos do sexo masculino, para se reduzir
os custos de pesquisa. Os testes para identificacdo do nimero de
repeticdes CGG foram realizados no Laboratério Neurogene. Todos os
sujeitos foram esclarecidos sobre a pesquisa, e livremente consentiram
com a publicagdo de seus dados (Ver Tabelas 4 e 5, e Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, no Anexo 1).

Tabela 4 — Nuimero de repeticbes CGG de cada individuo e sua
respectiva classificacao fenotipica.

CODIGO NUMERO DE CARACTERISTICA

REPETICOES CGG FENOTIPICA

01

02

03 29 CGG NORMAL

04

05 41 CGG

06 43 CGG

07 41 CGG

08 41 CGG

09 44 CGG 7ZONA GRAY

10 45 CGG

11 47 CGG

12 46 CGG

3 + de 200 CGG AFETADO

14
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Tabela 5 — Descricdo das caracteristicas clinicas dos individuos zona
gray estudados de acordo com o termo de consentimento livre e
esclarecido (anexol).

CODIGO CARACTERISTICAS CLINICAS
05 Transtorno de déficit de atengao
06 Dificuldade de aprendizagem em matematica
07 Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor
08 Transtorno de déficit de atencdo e retardo mental
09 Distidrbio de conduta e dificil sociabilidade
10 Hiperatividade,'dificulflade na escritaf falta de contato
visual e isolamento social
11 Dificuldade de aprendizagem em matematica
12 Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor

3.2. Coleta de material e extracdo de RNA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UESC, Projeto n° 330/07. As extracdes de RNA dos pacientes foram
feitas no Laboratério Neurogene a partir de sangue periférico,
utilizando-se kit Promega.

O sangue foi coletado com luvas estéreis, utilizando uma seringa
descartavel. De cada paciente foram extraidos 5 ml de sangue periférico.
O sangue foi transferido para um tubo contendo EDTA (Acido
etilenodiaminotetracético) (6%) com anticoagulante. Em seguida foi
feita a extracdo do RNA.

3.3. Extragdo de RNA a Partir de Sangue Periférico

A extracdo de RNA foi feita em triplicata usando o kit Promega,
de acordo com o protocolo abaixo:

1. Adicionar 1 ml de sangue periférico em cada tubo
Eppendorf de 200 uL;

2. Centrifugar o sangue em 3 rpm por 5 minutos;

3. Retirar o sobrenadante;



67

Colocar 1 ml de PBS 1X;

Centrifugar em 7 rpm por 5 minutos;

Retirar o sobrenadante;

Acrescentar 60 puL de solucdo de desnaturagéo;

Agitar em vortex;

. Acrescentar 10 puL de acetato sédico 2M;

10. Acrescentar 60 puL de fenol cloroférmico;

11. Agitar o tubo por 10 segundos;

12. Deixar o tubo em freezer por 15 minutos, a -20°C;

13. Centrifugar a 10 rpm por 20 minutos;

14. Retirar a fase aquosa que contém RNA e transferir para
um novo tubo Eppendorf;

15. Adicionar isopropanol;

16. Deixar no freezer por 20 minutos;

17. Centrifugar em 10 rpm por 10 minutos;

18. Retirar o sobrenadante permanecendo no tubo o pellet;

19. Acrescentar 1 ml de etanol 75%;

20. Quebrar o pellet e homogeneizar com a ponteira da
pipeta;

21. Centrifugar a 10 rpm por 10 minutos;

22. Eliminar o sobrenadante;

23. Deixar o pellet secar por 2 minutos;

24. Acrescentar dgua livre de nuclease;

25. Armazenar a -20°C.

e A

3.4. Obtengdo de cDNA

As reagdes de cDNA foram realizadas em tubo de
microcentrifugacdo tipo Eppendorf de 200 uL, num volume final de 20
puL, e foram padronizadas quanto a temperatura de anelamento, niimero
de ciclos e concentragdo de iniciadores. O programa da reacdo de cDNA
consta de: desnaturagdo inicial a 95°C por 8 minutos, seguida por 40
ciclos com desnaturacio a 95°C por 30 segundos, anelamento a 66°C por
50 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos por uma extensao
final a 72°C por 8 minutos. Cada reacdo de cDNA contém 3,0 uL de
tampao 10X fornecido pelo fabricante da enzima; 4,0 uL. de dNTPs; 2,0
pL de random hexamers; 2,0 uL de MgCl,; 3,0 uL H,O; 1,0 uL de
Improm; 5,0 uL de RNA. Esta solucdo foi submetida a ciclos de
temperatura, em termociclador (MiniCycler MJ Research, Watertown,
MA, USA).
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3.5. Amplificacdo por RT-PCR

O segmento da regido contendo os éxons 15 e 17 do gene FMRI1,
que contém as regides de splicing alternativo, foi amplificado por PCR
usando o iniciador mostrado na figura 17.

As reagdbes de PCR foram realizadas em tubo de
microcentrifugacdo tipo Eppendorf de 200 pL, num volume final de 20
pL.

Iniciadores ou Primers (5°-3’):

(Forward): 5 GCG GTC CTG GAT ATACTTCA 3’
(Reverse): 5 AGC CGA CTA CCT TCA CTG GA 3’

Figura 17 — Iniciadores utilizados na RT-PCR. Os iniciadores foram
desenhados usando o programa VECTOR NTI ADVANCE da empresa
Invitrogen. O iniciador forward (sentido 5°-3’) 5° GCG GTC CTG
GAT ATA CTT CA 3’ e o iniciador reverse (sentido 3’-5’) 5° AGC
CGA CTACCTTCACTG GA 3.

3.6. Desenhando os Iniciadores ou Primers

O desenho do iniciador comeca com a busca da sequéncia do
gene FMR1 no site do NCBI.

Escolhida a sequéncia o programa projeta os iniciadores mais
adequados a reacdo de PCR. A andlise das caracteristicas dos iniciadores
encontrados permite apresentar uma relagdo ordenada pela qualidade
dos mesmos. Os iniciadores selecionados sdo testados quanto a sua
especificidade, onde o programa realiza automaticamente alinhamento
par-a-par com outras sequéncias em banco de dados publicos. As
regides para fazer iniciadores sdo pontuadas e mostradas em ordem
decrescente de pontuacdo, para que se possam escolher as melhores
regides para se projetar os iniciadores. O programa ja deixa definido
quais as melhores e as piores regides. Apds terem sido definidas as
regides para os iniciadores, o programa gera os iniciadores e mostra as
caracteristicas de cada um. As caracteristicas desejaveis em um iniciador
sdo:
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ATGGAGGAGCTGGTGGTGGAAGTGCGGGGCTCCAATGGCGCTTTCTACAAGGCATTTGTAAA
GGATGTTCATGAAGATTCAATAACAGTTGCATTTGAAAACAACTGGCAGCCTGATAGG
CAGATTCCATTTCATGATGTCAGATTCCCACCTCCTGTAGGTTATAATAAAGATATAAATGAA
AGTGATGAAGTTGAGGTGTATTCCAGAGCAAATGAAAAAGAGCCTTGCTGTTGGTGG
TTAGCTAAAGTGAGGATGATAAAGGGTGAGTTTTATGTGATAGAATATGCAGCATGTGATGCA
ACTTACAATGAAATTGTCACAATTGAACGTCTAAGATCTGTTAATCCCAACAAACCT
GCCACAAAAGATACTTTCCATAAGATCAAGCTGGATGTGCCAGAAGACTTACGGCAAATGTG
TGCCAAAGAGGCGGCACATAAGGATTTTAAAAAGGCAGTTGGTGCCTTTTCTGTAACT
TATGATCCAGAAAATTATCAGCTTGTCATTTTGTCCATCAATGAAGTCACCTCAAAGCGAGCA
CATATGCTGATTGACATGCACTTTCGGAGTCTGCGCACTAAGTTGTCTCTGATAATG
AGAAATGAAGAAGCTAGTAAGCAGCTGGAGAGTTCAAGGCAGCTTGCCTCGAGATTTCATGA
ACAGTTTATCGTAAGAGAAGATCTGATGGGTCTAGCTATTGGTACTCATGGTGCTAAT
ATTCAGCAAGCTAGAAAAGTACCTGGGGTCACTGCTATTGATCTAGATGAAGATACCTGCACA
TTTCATATTTATGGAGAGGATCAGGATGCAGTGAAAAAAGCTAGAAGCTTTCTCGAA
TTTGCTGAAGATGTAATACAAGTTCCAAGGAACTTAGTAGGCAAAGTAATAGGAAAAAATGG
AAAGCTGATTCAGGAGATTGTGGACAAGTCAGGAGTTGTGAGGGTGAGGATTGAGGCT
GAAAATGAGAAAAATGTTCCACAAGAAGAGGAAATTATGCCACCAAATTCCCTTCCTTCCAAT
AATTCAAGGGTTGGACCTAATGCCCCAGAAGAAAAAAAACATTTAGATATAAAGGAA
AACAGCACCCATTTTTCTCAACCTAACAGTACAAAAGTCCAGAGGGTGTTAGTGGCTTCATCA
GTTGTAGCAGGGGAATCCCAGAAACCTGAACTCAAGGCTTGGCAGGGTATGGTACCA
TTTGTTTTTGTGGGAACAAAGGACAGCATCGCTAATGCCACTGTTCTTTTGGATTATCACCTGA
ACTATTTAAAGGAAGTAGACCAGTTGCGTTTGGAGAGATTACAAATTGATGAGCAG
TTGCGACAGATTGGAGCTAGTTCTAGACCACCACCAAATCGTACAGATAAGGAAAAAAGCTA
TGTGACTGATGATGGTCAAGGAATGGGTCGAGGTAGTAGACCTTACAGAAATAGGGGG
CACGGCAGACGCGGTCCTGGATATACTTCAGGAACTAATTCTGAAGCATCAAATGCTTCTGAA
ACAGAATCTGACCACAGAGACGAACTCAGTGATTGGTCATTAGCTCCAACAGAGGAA
GAGAGGGAGAGCTTCCTGCGCAGAGGAGACGGACGGCGGCGTGGAGGGGGAGGAAGAGGAC
AAGGAGGAAGAGGACGTGGAGGAGGCTTCAAAGGAAACGACGATCACTCCCGAACAGAT
AATCGTCCACGTAATCCAAGAGAGGCTAAAGGAAGAACAACAGATGGATCCCTTCAGATCAG
AGTTGACTGCAATAATGAAAGGAGTGTCCACACTAAAACATTACAGAATACCTCCAGT
GAAGGTAGTCGGCTGCGCACGGGTAAAGATCGTAACCAGAAGAAAGAGAAGCCAGACAGCG
TGGATGGTCAGCAACCACTCGTGAATGGAGTACCCTAA

Figura 18 - Sequéncia do gene Homo sapiens fragile X mental
retardation 1 (FMR1), mRNA.

e temperatura de melting (Tm) na faixa de 52 °C a 65 °C. A
temperatura de melting é a temperatura na qual metade das fitas
de DNA estd na forma de fitas simples e a outra metade na
forma de dupla hélice,

¢ auséncia da capacidade de dimerizagdo e

e auséncia significativa da formacdo de grampos (>3 bp),
inexisténcia de sitios secunddrios de anelamento dos
iniciadores, baixa especificidade na ligacdo na extremidade 3'
(menor contetido de GC).

Os iniciadores desenhados nesta pesquisa tém 20 pares de bases,
quanto maior o comprimento do iniciador, maior a possibilidade deste
ser exclusivo. A composicdo de bases afeta a especificidade da
hibridizagdo, as temperaturas de melting e anelamento e a estabilidade
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interna. A quantidade de (G+C ou guanina + citosina) deve estar em
torno de 50-60% para assegurar as temperaturas de melting e
anelamento adequadas a reagdo de PCR, e, desta forma, fornecer
estabilidade na hibridizacdo. As temperaturas de melting e anelamento e
a estabilidade na hibridizacdo sdo também afetadas por outros fatores. O
aumento do conteido de G+C no DNA gera um aumento na Tm
ocasionado pelo maior nimero de ligacdes de pontes de hidrogénio. A
temperatura de anelamento € a temperatura na qual os iniciadores se
pareiam ao DNA molde. Ela pode ser calculada a partir da Tm. Para
assegurar que o pareamento dos iniciadores a0 DNA molde ocorra antes
que as duas fitas se liguem uma a outra, é necessdrio que a Tm seja >
30°C. Se os iniciadores puderem parear com eles mesmos, ou parearem
um com o outro mais facilmente do que com o DNA molde, entdo a
eficiéncia do PCR ird ser reduzida. Inicadores com estas caracteristicas
devem ser evitados. Alguns dimeros (anelamento de dois iniciadores) ou
grampos (anelamento do iniciador com ele mesmo, quando dobrado) sdo
formados a 30°C, enquanto que durante o ciclo do PCR a temperatura
mais baixa seja de 60°C. Os iniciadores deste trabalho sdo formados em
pares — forward primer e reverse primer e foi preciso que as condi¢des
do PCR estejam adequadas ao funcionamento de ambos. Um ponto
critico sdo suas temperaturas de anelamento, as quais deverdo ser
compativeis entre si. A maxima diferenca que pode ser obervada entre
elas € de 3°C. Os iniciadores desenhados apresentam:

FORWARD PRIMER

GCG GTC CTG GAT ATA CTT CA
Similaridade: 100.0%

Comprimento: 20 pares de bases

Tm: 49.2°C

GC:50.0

REVERSE PRIMER

AGC CGA CTA CCT TCA CTG GA
Similaridade: 100.0%

Comprimento: 20 pares de bases

Tm: 51.3°C

GC: 55.0
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3.7. Reagdo de RT-PCR:

O programa da reacdo de RT-PCR consta de: desnaturagfo inicial
a 95°C por 15 minutos, seguida por 30 ciclos com desnaturagcdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 53°C por 90 segundos e extensdo a 72°C
por 60 segundos, seguidos por uma extensdo final a 72°C por 10
minutos. Cada reacdo de PCR contém 5,0 uLL de cDNA, 2,0 uL tampio
10X fornecido pelo fabricante da enzima, 3,0 uL dNTPs, 6,0 uL de
H,0, 0,4 uL de Tag DNA Polimerase, 0,6 de MgCl, e 4,0 uL de cada
iniciador. Esta solucdo foi submetida a ciclos de temperatura, em
termociclador (MiniCycler MJ Research, Watertown, MA, USA).

3.8. Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% com 3 pL de brometo de etidio, que revelard o DNA
quando exposto a radiacdo UV a seguinte mistura: 15 pLL do produto de
PCR, juntamente com 2 pL de tampdo de corrida (azul de bromefenol
0,03%, xileno cianol 0,03% e laranja G 0,4%). O gel foi previamente
preparado pela diluicdo de 2 g de agarose (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) em TAE (tris, dcido acético e EDTA) 1X qg.s.p. 100
ml, seguida de aquecimento a 60°C. A solugfo foi vertida em aparato
horizontal para eletroforese (Horizon 11.14, GibcoBRL, Gaithersburg,
MD, USA) e foi permitida a polimerizag¢do a temperatura ambiente por
20 minutos. A eletroforese ocorreu a 130 V por aproximadamente 60
minutos em tampao TAE 1X e o resultado, produto da PCR, pode ser
visualizado através de transluminador ultravioleta (UVP, Upland, CA,
USA). No gel também ¢é acrescido um marcador de peso molecular de
50 pares de bases para posterior comparacido do tamanho do fragmento
analisado.

3.9. Visualizagd@o do Produto de RT-PCR

Ap6s o procedimento de eletroforese, para determinar o tamanho
do fragmento esperado, foram observadas as regides no éxon 15 (A e B)
e éxon 17 (C) que contém splicing alternativo segundo Verkerk et al.,
(1993) (Figura 19). E feita 2 subtragio de cada segmento resultando em
seis possibilidades conforme Tabela 6. O tamanho dos fragmentos
obtidos, chamados de bandas, foi determinado utilizando como
referéncia o marcador de peso molecular de 50 pares de bases
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
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A B C

36pb 39pb  S1pb
"

CGG
éxon 15 éxon 17

Figura 19 — Regides de splicing nos éxons 15 e 17 do gene FMRI,
segundo Verkerk, 1993.

250 pb¥  ——p r—

Figura 20 — Visualizacdo dos produtos de RT-PCR dos éxons 15 e 17
do gene FMR1. Resultado do tamanho do fragmento sem ocorréncia de
splicing, na fileira 1. Resultado do tamanho do fragmento com splicing
no éxon 15, retirada de 36 pb, na fileira 2. Resultado do tamanho do
fragmento com splicing no éxon 15, retirada de 39 pb, na fileira 3.
Resultado do tamanho do fragmento com splicing total no éxon 15
retirada de 75 pb, na fileira 4. Resultado do tamanho do fragmento com
splicing do éxon 17 com a retirada de 51 pb, na fileira 5. Resultado do
tamanho do fragmento com splicing total do éxon 15 e éxon 17 com a
retirada 126 pb, na fileira 6. “MPM” se refere a marcador de peso
molecular de 250 pb.



73

Tabela 6 — Tamanho dos fragmentos esperados nas reacdes de splicing
no experimento, usando os iniciadores (F): 5° GCG GTC CTG GAT
ATA CTTCA 3 e(R): 5" AGC CGA CTA CCT TCA CTG GA 3"

Regioes de splicing Tamanho do fragmento/pb
Sem splicing 364
Splicing no éxon 15 328
Splicing no éxon 15 325
Splicing no éxon 15 289
Splicing no éxon 17 313

Splicing no éxon 15e 17 238







4. RESULTADOS

Usando os iniciadores (F): 5> GCG GTC CTG GAT ATA
CTT CA 3 e (R): 5 AGC CGA CTA CCT TCA CTG GA 3, que
formam fragmentos esperados com tamanhos de: 364 pb, 328 pb, 325
pb, 289 pb, 313 pb e 238 pb conforme presenca ou auséncia das regides
de splicing alternativo nos éxons 15 e 17 do gene FMRI1.

4.1 Interpretacdo e Visualizacdo dos Produtos da Amplificacdo RT-
PCR em Géis de Agarose:

A Figura 21 (a) mostra os resultados obtidos em individuos
normais indicados pelos cédigos: 02, 03 e 04 e em individuos afetados
pela SXF indicados pelos cédigos: 13 e 14. A Figura 21 (b) mostra o
resultado obtido para o individuo normal 01. O tamanho dos fragmentos
esperados € de 364 pb (se ndo ocorrer splicing alternativo), 328 pb (se
ocorrer splicing alternativo no éxon 15 com a retirada da sequéncia
contendo 36 pb), 325 pb (se ocorrer splicing alternativo no éxon 15 com
a retirada da sequéncia contendo 39 pb), 289 pb (se ocorrer splicing no
éxon 15 com a retirada das sequéncias com 36 pb e 39 pb num total de
75 pb), 313 pb (se ocorrer splicing alternativo no éxon 17 com a retirada
da sequéncia com 51 pb) e 238 pb (se ocorrer splicing alternativo no
éxon 15 e éxon 17 com a retirada das sequéncias com 36 pb, 39 pb e 51
pb num total de 126 pb).

A Figura 21 (a) mostra que o individuo 02 apresentou duas
bandas com fragmentos de tamanho de 289 pb e 310 pb. O fragmento
com 310 pb corresponde ao fragmento de 313 pb que corresponde a
regido de splicing alternativo no éxon 17 com a retirada da sequéncia
com 51 pb. O individuo 03 apresentou duas bandas com fragmentos de
tamanho 238 pb e 289 pb. O individuo 04 apresentou uma banda com
tamanho do fragmento de 289 pb.

Pode ser mostrado pela Figura 21 (b) que no individuo 01 foram
visualizadas quatro bandas com fragmentos de tamanho de 238 pb, 260
pb, 310 pb e 364 pb.

Os individuos afetados, 13 e 14, nao formaram bandas, conforme
mostrado na Figura 21 (a).
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02 03 04 MPM 13 14 MPM 01

(@ (b)

Figura 21 — Visualizacdo dos fragmentos amplificados por RT- PCR
em gel de agarose. Alelos de individuos normais do sexo masculino
indicados pelos cddigos: 01, 02, 03, 04 e dos individuos afetados pela
SXF indicados pelos cédigos: 13 e 14. “MPM?” se refere a marcador de
peso molecular de 250 pb (indicado pela seta) e “pb” a pares de bases.

As Figuras 22 (a e b) mostram os individuos zona gray indicados
pelos cddigos 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 e 12. O individuo 05 apresentou
duas bandas com tamanho do fragmento de aproximadamente 289 pb e
310 pb. O individuo 06 apresentou duas bandas com tamanho do
fragmento de aproximadamente 289 pb e 310 pb. O individuo 07
apresentou duas bandas com tamanho do fragmento de
aproximadamente 289 pb e 310 pb. O individuo 08 apresentou duas
bandas com tamanho do fragmento de aproximadamente 289 pb e 310
pb. O individuo 09 apresentou quatro bandas com tamanho do
fragmento de aproximadamente 238pb, 250pb, 310 pb e 350 pb. O
individuo 10 apresentou uma banda com tamanho do fragmento de
aproximadamente 289 pb. O individuo 11 apresentou duas bandas com
tamanho do fragmento de aproximadamente 284 pb e 330 pb. O
individuo 12 apresentou uma banda com tamanho do fragmento de
aproximadamente 300 pb.
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(a) (b)

Figura 22 — Visualizacdo dos fragmentos amplificados por RT- PCR
em gel de agarose. Alelos de individuos zona gray do sexo masculino
indicados pelos cédigos: 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 e 12. “M” se refere a
marcador de peso molecular de 250 pb (indicado pela seta) e “pb” a
pares de bases.






5. DISCUSSAO

O splicing alternativo é um importante gerador de diversidade
funcional no sistema nervoso central onde participa da gera¢do de
variantes para mais de 80% dos genes. O gene FMRI1 pode sofrer
splicing alternativo de quatro éxons, produzindo até vinte isoformas
diferentes da FMRP. As variantes de mRNA podem ser traduzidas
dando origem a isoforma proteicas com fungdes ou distribui¢des
distintas, evidenciado pela conservacdo de eventos de splicing em
eucariontes. As semelhancgas entre as sequéncias, principalmente em
mamiferos indicam que pelo menos 25% das variantes geradas por
splicing alternativo resultem em isoformas com ganho funcional (Sorek
etal., 2004).

A transcri¢do do gene FMR1 foi estudada através da extragcdo do
mRNA total proveniente de sangue periférico de 14 individuos jovens
do sexo masculino. O produto de RT-PCR foi obtido com a utilizacdo de
dois iniciadores que tem a fun¢@o de “cortar” o segmento a partir do
éxon 15 até o éxon 17, onde estdo localizadas trés regides de splicing
alternativo (Verkek et al., 1993).

O individuo 03 apresentou splicing alternativo nos éxons 15 e 17
com a remocdo das regides A, B e C (Figura 19) originando um
fragmento com 238 pb.

Os individuos 02, 03 e 04, apresentaram splicing alternativo no
éxon 15 com a remogdo da regido A e B (Figura 19) originando um
fragmento com 289 pb.

Os individuos 01 e 02 apresentaram splicing alternativo no éxon
17 com a remocdo da regido C (Figura 19) originando um fragmento
com 310 pb que corresponde ao fragmento com 313 pb.

O individuo 01 ndo apresentou splicing alternativo formando um
fragmento com 364 pb.

Os individuos zona gray 05, 06, 07, 08 e 10 apresentaram
splicing alternativo no éxon 15 com a remocio da regido A e B (Figura
19) originando um fragmento com 289 pb.

Os individuos zona gray 05, 06, 07 e 08 apresentaram splicing
alternativo no éxon 17 com a remogao da regido C (Figura 19) formando
um fragmento com tamanho aproximado de 310 pb.

O individuo 09 apresentou splicing alternativo nos éxons 15 e 17
com a remog¢do das regides A, B e C (Figura 19) originando um
fragmento com 238 pb.
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O individuo 11 apresentou uma banda com aproximadamente 284
pb que representa o splicing alternativo no éxon 15 com a remocdo da
regido A e B (Figura 19).

O individuo 09 apresentou trés bandas (250 pb, 300 pb e 350 pb)
que ndo correspondem a regides de splicing alternativo conforme
mostrado na figura 19.

O individuo 11 apresentou uma banda de 330 pb que ndo
corresponde a regides de splicing alternativo conforme mostrado na
figura 19.

O individuo 12 apresentou uma banda de 300 pb que nfo
corresponde a regides de splicing alternativo conforme mostrado na
figura 19.

Os individuos afetados pela SXF, 13 e 14, ndo formaram bandas
conforme esperado, j4 que nestes individuos o gene FMRI1 estd
metilado.

Tabela 7 — Os individuos analisados nesta pesquisa em relacdo ao tipo
de splicing alternativo que cada um apresentou de acordo com o
tamanho do fragmento visualizado nas figuras 21 e 22 e suas respectivas
caracteristicas fenotipicas.

Tamanho do

238 250 260 289 300 310 330 350 364
fragmento pb

Local do Exon

splicing 15€ Exon Exon Sem
alternativo 17 15 17 splice
Sequéncias
retiradas/pb 126 75 31
Repeticoes Caracteristicas
CGG Fenotipicas
1 X X X "
2 Individuo X X
29
3 normal X X
4 X
Transtorno
5 41 déficit de X X
atengdo
Dificuldade de
6 43 aprendizagem X X

em matematica
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Atraso no
7 41 desenvolvimento X X
neuropsicomotor

Transtorno de
déficit de
aten¢do e retardo
mental

Distirbio de
9 44 conduta dificil X X X X
sociabilidade

Hiperatividade,
dificuldade na
escrita, falta de X
contato visual e
isolamento
social

Dificuldade de
aprendizagem

10 45

11 47

Atraso no
12 46 desenvolvimento X
neuropsicomotor
13 Individuo

14 +200 afetado

De acordo com literatura os diferentes tipos de splicing
alternativo estdo presentes nos diversos tecidos do corpo humano.
Verkek et al., (1993), analisaram pancreas, linfécitos modificados e
testiculos de adultos; e pancreas , figado, cérebro de fetos onde
encontraram quatro bandas em todos os tecidos analisados.

Os resultados obtidos usando sangue periférico de individuos
jovens do sexo masculino foram encontrados todos os tipos de splicing
alternativo que ocorre na regido entre o éxon 15 e o éxon 17 do gene
FMRI1, porém as amostras analisadas apresentavam geralmente dois
tipos de splicing alternativo conforme explicitado anteriormente.

Neste estudo o splicing alternativo mais frequente é o que ocorre
no éxon 15 com o splice out (retirada) das regides A e B (Figura 19)
resultando numa isoforma com auséncia de 75 pb. No éxon 15 estdo
presentes duas estruturas de RNA de quarteto G que sio equidistantes
(39 pb e 36 pb, respectivamente), sendo esta sequéncia um ESE
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(Amplificador de processamento exoOnico), e que poderia atuar no
controle do splicing alternativo deste éxon (Didiot et al., 2008).

O segundo splicing alternativo mais frequente neste estudo € o
que retira parte do éxon 17 resultando numa isoforma com
aproximadamente 313 pb. Verkek et al. (1993); Huang et al., (1996),
relataram em seus estudos que este € o tipo de splicing alternativo mais
frequente em todos os tecidos por eles analisados e que o splicing
alternativo no éxon 15, resultando numa isoforma com 289 pb, é o
segundo evento mais frequente.

A auséncia de splicing alternativo e a retirada das regides A e B
(Figura 19) do éxon 15 e da regido C (Figura 19) do éxon 17 sdo eventos
menos frequentes nas amostras analisadas. Estes dados sdo corroborados
pelos estudos de Verkek et al., (1993) e Huang et al., (1996).

A origem das amostras usadas na extracdo de RNA total usando
sangue periférico de individuos jovens do sexo masculino pode ter
influenciado no resultado do tipo de splicing alternativo mais
comumente encontrado em estudos anteriores. Nos estudos realizados
por Verkek et al., (1993) e Huang et al., (1996), a extracdo de RNA foi
realizada, principalmente, a partir de tecidos de fetos como: coértex
cerebral e hipocampo que sdo estruturas mais comumente utilizadas
dadas a alta expressdo do gene FMR1 nestes tecidos e sua importancia
funcional no aprendizado (Hinds et al., 1993). Pode ser que haja maior
quantidade de splicing alternativo em tecidos fetais pela necessidade de
producio de diferentes proteinas originadas a partir de um mesmo gene.

A partir dos resultados obtidos ndo foi possivel encontrar um
padrio de splicing alternativo nos individuos zona gray, como
demonstrado neste trabalho. A frequéncia de ocorréncia dos tipos de
splicing alternativo segue o padrio dos individuos normais. E
recomenddvel ampliar o ndmero de testes com um nimero maior de
individuos zona gray para corroborar os resultados obtidos neste
estudo. Porém, o nimero de voluntdrios nesta faixa de classificagao para
SXF émuito pequeno, pois por apresentarem geralmente fendtipos
“suaves” para a SXF os testes para verificar o nimero de repeti¢des
CGG nem sempre sdo realizados. Uma maior conscientizacio para a
realizacdo de testes nesta populagdo que apresenta dificuldades de
aprendizagem ¢ necessario, identificando pessoas que possam apresentar
o ndmero de repeti¢des de CGG na faixa zona gray e poder auxiliar no
tratamento dos sintomas ja que a cura para este problema ainda ndo foi
descoberta e o aconselhamento genético para evitar a transmissdo para
os descendentes. O aumento do nimero de amostras pode melhorar os
resultados de futuros estudos.
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N° de individuos

A

Tamanho do
fragmento

238 pb 289 pb 310 pb 364 pb

Figura 23 — Ndmero de individuos encontrados em relag@o ao padrio de
splicing alternativo apresentado de acordo com o tamanho do fragmento
obtido através de RT-PCR e mostrado nas figuras 21 e 22.






6. CONCLUSOES

Apés a obtencdo dos fragmentos através de RT-PCR foi possivel
concluir que:

Nao ha diferenca no tipo de splicing alternativo entre os
individuos zona gray e individuos normais.

O tipo de splicing alternativo mais frequente neste estudo, usando
sangue periférico para extracdo de RNA total ocorre no éxon 15 onde hd
uma regido que provavelmente regula a expressdo da FMRP.

Os tragos leves do fendtipo para a SXF que os individuos zona
gray apresentam nao estio relacionados com o splicing alternativo dos
éxons 15 e 17 ja que os resultados obtidos sdo muito semelhantes aos
dos individuos normais para a SXF.

Os resultados obtidos em sangue periférico sdo tdo pertinentes
quanto os resultados provenientes de cortes histoldgicos de cortex, de
hipocampo, de figado, de pancreas de adultos e fetos relatados em
estudos anteriores.






7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

»  Ampliar o ndmero de testes em individuos zona gray.
»  Pesquisar as regides de splicing alternativo nos éxons 12 e 14.

= Pesquisar o splicing alternativo dos éxons 12, 14, 15 ¢ 17 em
mulheres.






8. GLOSSARIO

Alelo: uma de um conjunto de formas alternativas de um gene.

c¢DNA: molécula de DNA sintetizada como uma copia de RNA
mensageiro e, portanto, sem os introns que estdo presentes no DNA
gendmico.

Codigo genético: conjunto de regras que especificam a correspondéncia
entre os tripletos de nucleotideos (c6dons) no DNA ou RNA e os
aminodcidos em proteinas.

Controle pdés-transcricional: qualquer controle da expressdo génica
que € exercido apds a transcri¢io do gene.

Controle traducional: controle da expressdo génica feito pela selecdo
de quais mRNAs no citoplasma sdo traduzidos pelos ribossomos.

Controle transcricional: controle da expressdo génica pelo controle de
quando e quio frequentemente o gene € transcrito.

Cromossomo sexual: cromossomo que pode estar presente ou ausente,
ou ainda presente em um nimero varidvel de copias, de acordo com o
sexo do individuo; em mamiferos, por exemplo sdo os cromossomos X e
Y.

DNA: polinucleotideo formado por unidades de desoxirribonucleotideos
ligadas covalentemente. Serve como armazenador da informagio
hereditaria dentro de uma célula e como o carreador dessa informagio
de uma geragdo para outra.

DNA genomico: DNA que constitui o genoma de uma célula ou
organismo.

DNA polimerase: enzima que sintetiza DNA pela unido de
nucleotideos, usando um molde de DNA como guia.

Dominio protéico: por¢do de uma proteina com uma estrutura terciaria
particular. As proteinas grandes sdo geralmente compostas por vdrios
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dominios, cada um conectado ao proximo através de regides flexiveis
curtas da cadeia polipeptidica.

Exon: segmento de um gene eucari6tico que consiste de uma sequéncia
de nucleotideos que serdo representados no RNA mensageiro, ou no
RNA transportador final, ou no RNA ribossomal. Em genes que
codificam proteina, os éxons codificam os aminodcidos da proteina. Um
éxon estd geralmente adjacente a um segmento de DNA ndo-codificante,
chamado intron.

Fator de transcricdo: qualquer proteina necessdria para iniciar ou
regular a transcricio em eucariotos. Inclui tanto as proteinas de
regulacdo génica como os fatores gerais de transcrigéo.

Gene pleiotropico: gene que possui controle sobre as manifestagdes de
vérias caracteristicas fenotipicas.

Gene paralogo: dois ou mais /dcus génicos derivados por duplicacéo de
um [ocus ancestral e que ocorrem em um genoma.

Genoma: informacido genética total carregada por uma célula ou
organismo; especificamente, o DNA, que carrega esta informacao.

Heterodimero: complexo protéico composto por duas cadeias
polipeptidicas diferentes.

Homodimero: complexo protéico composto por duas cadeias
polipeptidicas iguais.

Ilhas CG ou CpG: regido do DNA com um grande densidade média de
sequéncias CG; essas regides, geralmente ndo sdo metiladas.

Iniciador de RNA (primer de RNA): pequeno trecho de RNA
sintetizado sobre um molde de DNA. E requerido pelas DNA
polimerases para o inicio da sintese de DNA.

intron: regido ndo-codificante de um gene eucarioto que € transcrita na
molécula de RNA, mas € removida através do splicing do RNA durante
a producdo do RNA mensageiro ou outra estrutura de RNA funcional.
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Isoforma ou variante proteica: formacio de diferentes mRNAs a partir
de um tnico gene.

Metilacao do DNA: adicdo de um grupo metila ao DNA. A metilagio
extensiva da base citosina em sequéncia CG € usada pelos vertebrados
para colocar os genes em seu estado inativo.

Motivo: elemento de estrutura ou padrdo repetido em vdarios contextos
especificos. E um pequeno dominio estrutural que pode ser reconhecido
em vdrias proteinas.

mRNA: molécula de RNA que especifica a sequéncia de aminodcidos
de uma proteina. Produzido por splicing de RNA (em eucariotos) a
partir de uma molécula maior de RNA, sintetizada pela RNA polimerase
como uma copia complementar do DNA. O mRNA ¢ traduzido em
proteina em um processo catalisado pelos ribossomos.

Prevaléncia: nimero de casos clinicos ou de portadores existentes em
um determinado momento, em uma comunidade, dando uma idéia
estatica da ocorréncia do fendmeno.

Proteina hnRNP: qualquer uma de um grupo de proteinas que se
associam sobre 0 RNA recém-sintetizado, organizando-o em uma forma
mais compacta.

Regiao de controle génico: sequéncias de DNA necessdrias para o
inicio da transcri¢do de um determinado gene e controle da taxa de
iniciag@o.

RNA nuclear pequeno: moléculas de RNA pequenas que sdo
complexadas com proteinas para formar as particulas de
ribonucleoproteinas envolvidas no processamento do RNA.

RNA polimerase: enzima que catalisa a sintese de uma molécula de
RNA a partir de uma fita de DNA-molde e de nucleosideos trifosfatos
precursores.

Sequéncia consenso: forma média ou mais caracteristica de uma
sequéncia, que é reproduzida com pequenas alteracdes em um grupo
relacionado de sequéncias de DNA, RNA ou proteina.
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Sinal de exportacdo nuclear: sinal de enderecamento contido na
estrutura de moléculas e complexos, tais como RNA e novas
subunidades ribossomais, que s@o transportadas do nicleo para o citosol,
através de complexos de poros nucleares.

Sinal de localizacdo nuclear: sequéncias ou regides sinalizadoras
encontradas em proteinas destinadas para o niicleo e que possibilitam o
transporte seletivo para dentro do nicleo a partir do citosol, através de
complexos de poros nucleares.

Sitio ativo: regido da superficie de uma enzima na qual uma molécula
de substrato deve se ligar para sofrer a reagdo catalitica.

Sitio de ligacdo: uma regifio na superficie de uma molécula que pode
interagir com outra molécula através de uma liga¢dao nao-covalente.

Spliceossomo: grande grupo de RNA e moléculas de proteina que
executam o splicing do pré-mRNA nas células eucaridticas.

Splicing alternativo de RNA: processo pelo qual sequéncias de introns
sdo removidas dos transcritos de RNA por excisdo, no nicleo, durante a
formacdo do RNA mensageiro e outros RNAs.

Traducdo: processo no qual a sequéncia de nucleotideos em uma
molécula de RNA mensageiro direciona a incorporagdo de aminodcidos

em uma proteina. Ocorre nos ribossomos.

Transcricdo: reproducdo de uma fita de DNA em uma sequéncia de
RNA complementar, pela enzima RNA polimerase.

Transcrito: RNA produzido a partir da transcri¢do de DNA.
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ANEXO 1 -

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Eu, Maria Cristina Pamplona da Silva, sou aluna de mestrado pela
UFSC e Bioquimica do Laboratério Neurogene, realizarei no ano de
2007/2008 uma PESQUISA de “VERIFICACAO DOS
DIFERENTES TIPOS DE PROTEINAS PRODUZIDAS PELO
GENE FMRI, RESPONSAVEL PELA PRODUCAO DA
PROTEINA FMRP”. Para realizar esta pesquisa serd necessario
coletar 5 ml de sangue para comprovacdo de algum erro na
producdo da proteina FMRP que pode ser a causa da ocorréncia da
Sindrome do X-Frigil. As técnicas que serdo utilizadas sdo: PCR
para pesquisa de X-Fragil e eletroforese para verificagdo dos
resultados.

Para realizacdo deste projeto, peco seu consentimento para coleta
de sangue de onde serd extraido mRNA e o uso dos registros de dados
dos pacientes referentes a idade, sexo, naturalidade e indicacdo clinica
existentes no Laboratdério Neurogene.

e Esta pesquisa beneficiard as criangas com a Sindrome do X
Fragil no que diz respeito a possivel causa da doenga.

¢ Prejuizos ndo sio esperados.

e Serdo analisados dados do prontudrio e questiondrio do
paciente.

e Aqueles que participarem da pesquisa poderdo a qualquer
momento interromper a pesquisa (somente terd que se
comunicar ao pesquisador por telefone, carta ou e-mail).

¢ Este teste ndo terd custo para o paciente.

® O pesquisador se compromete a respeitar a privacidade dos
sujeitos da pesquisa, quando solicitado pela familia, nfo
expondo imagem, dados do prontudrio, questiondrio ou
qualquer ponto considerado privado.

e A pesquisa serd confidencial no que diz respeito as informagdes
recebidas através dos exames realizados.
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AplOs 1ido  eSte terMO, EU....ccciererceeriieriierieeieeieieeieeeeie e eie e
como responsdvel, com CPF n ..., ,

MOTadia NA RUA «.ooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeas ,

PARTICIPAREI DESTA PESQUISA E/OU CONSINTO QUE
............................................................................. PARTICIPE  DESTA

PESQUISADORA RESPONSAVEL

Maria Cristina Pamplona da Silva



