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A presente dissertacdo avalia o desempenho de uma nova metodologia de analise
molecular pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), conhecida como Enhanced PCR, no
diagnéstico da Sindrome do X Fragil (SXF), e faz um estudo comparativo com a técnica
padrao. A SXF ¢ causada pela expansdo da repeticdo de uma seqiiéncia de trinucleotideos
(CGG) na regidao reguladora do gene FMRI, localizado no cromossomo X (Xq27.3).
Individuos portadores da sindrome sdo classificados em zona gray, pré-mutados ou
afetados, conforme o niumero de repeticdes de CGG presentes no gene. Técnicas de PCR
sao utilizadas como triagem e suas limitagdes dificultam a conclusividade do diagndstico
de mulheres normais homozigotas, ¢ de homens e mulheres com grandes expansdes de
repeticdes de CGG. Para comparagdo da eficacia de diagndstico das técnicas avaliadas, o
DNA de 122 pacientes foi extraido e submetido a dois métodos de PCR, conforme os
protocolos descritos na literatura, aqui denominados PCR de Triagem (PCR-T) e PCR para
Pré-mutagao (PCR-P). A nova metodologia, PCR-P, produziu 60% de resultados
conclusivos contra 26% de conclusividade pela técnica padrao (PCR-T). Alelos de até 130
CGG em mulheres ¢ 93 CGG em homens foram amplificados pela PCR-P, possibilitando,
assim, o diagndstico de pré-mutagdo. Por outro lado os maiores alelos amplificados pela
PCR-T foram de apenas 41 CGG em mulheres e 46 CGG em homens, ou seja, a técnica
padrao, como estd limitada ao diagndstico da zona gray, ndo permitiu a identificagdo de
alelos pré-mutados. A partir destas observagdes propde-se uma estratégia para o
diagnostico da sindrome utilizando a PCR-P na pesquisa de pré-mutacdo em pais de
individuos com resultados inconclusivos. Considerando os resultados bem sucedidos e
aprimorados da nova técnica de PCR, incluindo o facil diagndstico da pré-mutacao, sugere-

se a sua implementagao em laboratorios de genética para o diagnostico da SXF.

vi



Abstract of Dissertation presented to UFSC as a partial fulfillment of the requirements for

the degree of Master in Chemical Engineering.

EVALUATION OF FRAGILE X SYNDROME
PRE-MUTATION BY PCR

Mariana Arzua de Queiroz

December/2006

Advisor: Prof. Luismar Marques Porto, PhD

Area of Concentration: Chemical and Biotechnological Processes

Keywords: Fragile X Syndrome, laboratorial diagnosis, Enhanced PCR, CGG
repeats, pre-mutation, hereditary genetic illness.

Number of Pages: 89.

The current dissertation evaluates the performance of a new methodology of
molecular analysis by polymerase chain reaction (PCR), known as Enhanced PCR, in the
diagnosis of the Fragile X Syndrome (FXS), and makes a comparative study with the
standard technique. The FXS is caused by an expansion of trinucleotides (CGG) repeats
sequence in the promoter region of gene FMRI1, located in the X chromosome (Xq27.3).
Carriers are classified in gray zone, pre-mutation or full mutation, according to the number
of CGG repeats in the gene. PCR techniques are used as screening tests and its limitations
make it difficult of obtain conclusive diagnosis for normal homozygote women, and for
men and women with large expansion of CGG repeats. In order to compare the diagnosis
effectiveness of the evaluated techniques, the DNA of 122 patients was extracted and
submitted to two PCR methods, according to their protocols in literature, called Screening
PCR (PCR-T) and Enhanced PCR (PCR-P). The new methodology, PCR-P, produced 60%
of conclusive results against 26% of conclusiveness by the standard technique (PCR-T).
Alleles up to 130 CGG in women and 93 CGG in men have been amplified by the PCR-P,
making possible, thus, the diagnosis of pre-mutation. On the other hand the largest alleles
amplified by the PCR-T had only 41 CGG in women and 46 CGG in men, i.e. the standard
technique didn’t allow the identification of pre-mutation alleles, since it is limited to the
diagnosis of gray zone. From these observations, a FXS diagnosis strategy is proposed,
which makes use of PCR-P for pre-mutation research in relatives of those patients with
inconclusive results. Considering the successful and improved results by the new PCR
technique, including the easy diagnosis of pre-mutation, its implementation in genetics

laboratories for FXS diagnosis is suggested.

Vil



Sumario

LISTA DE FIGURAS....covutitiruiinnniensercssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas XI
LISTA DE TABELAS ......coovrttiiiintiinnsnnnicsssssssissssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss XIII
LISTA DE ABREVIATURAS. . ...uuutiiiiiniiicnnsnnticsssssssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssnsass X1V
1. INTRODUGAO.....cocuiusincnncnsinssscnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
1.1 CONTEXTUALIZACAO E PROBLEMA DE PESQUISA ...cooiviiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 1
1.2 OBIETIVOS .ottt ettt ettt ettt ettt ettt et e s bttt e s it e et e bt e e beesateeabeenanes 4
1.3 JUSTIFICATIVA .ottt ettt ettt ettt et ettt ettt e sttt e bt sbeesaseebeenaees 4
1.4 ESTRUTURA DO DOCUMENTO......ctiiiiiiiiiiieiiteeiieeeeitee ettt et e sttt e siiee et e et e e e 5
2. A SINDROME DO X FRAGIL ....cvuunerrerrensrnenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssscss 6
2.1  OGENEFMRI E A PROTEINA FMRP.....ccciiiiiiiiiiiiiiiieetceeeee e 6
2.1.1 O gene FMRI em plataformas Online.................cccccocueveueeviieenieeeniieenirieenneeans 8

2.2 SITIOS FRAGEIS NO CROMOSSOMO X ....cutiiiieiuiianiieniteenitesnteenieesuseenseessseenseesaseenneesaees 9
2.3 CLASSIFICACAO DOS INDIVIDUOS PORTADORES DA SXF ...ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee, 9
2.4  PREVALENCIA POPULACIONAL DA SXF ....iiiiiiiiiiiiiieieciereeeeeeeeee e 11
2.5 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DOS INDIVIDUOS PORTADORES DA SXF............... 11
2.6 HERANCA E PADRAO DE TRANSMISSAO DO NUMERO DE REPETICOES DE CGG ...... 14
2.7 PADRAO DE MOSAICISMO EM REPETICOES DE CGG E METILACAO..........ccceveeeee..... 15
3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA SINDROME DO X FRAGIL.............. 17
3.1 TECNICAS DE DIAGNOSTICO PARA A SINDROME DO X FRAGIL ......cccevvevvienrieeniennne 17
311 ANGliSe CitOQERELICA. .........c..cceieuieiiiiiiiiiii et 18
3.1.2  PCR e SoUthern BIOHING. .............c.cccouiiiiaiiiaiieeie et 19
3.1.3 PCR para Pesquisa da Metilagao ..................ccccueveueeeoeeesiieesiieeiiee e 21
3.1.4 PCR de Transcrigdo ReVEFSQ ..............ccccceeueciuiiiecieeeeeeeiieeeeecieee e 22
3.1.5  Sequenciamento do DINA .............cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiteet e 23
3.1.6  Teste de IMUNOCIEOQUIMICA ..................cceevcuiaiieaiiaiieeie et 23
3.1.7 Teste de ImunohiStOQUIMICA .................c.c.cocueeeiieieeieeeie e 24

3.2 INDIVIDUOS QUE DEVEM SER TESTADOS PARA A SINDROME DO X FRAGIL............. 26
3.3 ACONSELHAMENTO GENETICO E TRATAMENTO DA SINDROME DO X FRAGIL......... 26

viil



4. MATERIAIS E METODOS ...ueeeeeerereerceeesessasssssssssssssssssssensasans 28

4.1 AMOSTRAGEM.....coiiiiiiiiiiiiiiiii it s s 29
4.2  EXTRACAO DO DNA GENOMICO ......ccciiiiiiieiiiiiieieeeeeeeieiiieeeeeeeeesessaniereeeesssssssnnneees 29
4.3  PROTOCOLO DA TECNICA DE PCR DE TRIAGEM (PCR-T) ....ooovoiiiiiiiiiiiicieece 29
4.3.1 Amplificacdo da Seqiiéncia Alvo por PCR-T .............cccccccovevviureiiiieeniieennnan, 31
4.3.2  Eletroforese em Gel de Poliacrilamida.....................ccccccoeivoiniiiniinoincannnnne. 31
4.3.3  Visualizagdo dos Produtos da PCR e Determina¢do do Numero de Repeticoes
7 O € € USSP 32
4.4 PROTOCOLO DA TECNICA DE ENHANCED PCR OU PCR PARA PRE-MUTACAO
(PCREP) ettt ettt ettt e bt et e e st e ae e e e st e beenteentenseense e 33
4.4.1 Amplificagcdo da Seqiiéncia AIvo por PCR.............ccccccooveveviiiiiianiiaiieeieeeen. 34
4.4.2 Eletroforese em Gel de AGAroSe...............ccccceevieecieeiieiiiieeieeie e 34
4.4.3 Visualiza¢do dos Produtos da PCR e Determinag¢do do Numero de Repeti¢oes
AE CGG ettt ettt ettt ettt es 35
4.5  ANALISE ESTATISTICA ...ccoiiiiiiiiiiiiieiieieeeeee et 35
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ......ccccverrrrrnrneresssesessesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssens 37
5.1  ANALISE DOS RESULTADOS DOS PROCEDIMENTOS DE PCR ........ccccocoiviiniiiinnne. 37
5.1.1 Diagnosticos Conclusivos e INCONCIUSIVOS..............cccccceceiciiniiiiiiniiniiiaienien 37

5.1.2 Diagnosticos Conclusivos nos Diferentes Grupos Classificatorios: Normal,
Zona Gray € Pré-mutado ..................cccooooeiiiiiiiiiiieiieeeeee e 42
5.1.3 Diagnosticos Conclusivos nos Diferentes Grupos Classificatorios e sua
Relagdo com a Indicacdo Clinica dos Pacientes.................ccccccccueeeveevcieeevceeenineeennnn. 46
5.1.4 Andlise de Varia¢do do Numero de Repeticoes de CGG das Amostras
Analisadas pela Técnica de PCR-T em Comparag¢do com a PCR-P............................ 48
5.1.5 Variagdo no Numero de Repeticoes de CGG das Amostras Analisadas em
Duplicata pela Técnica de PCR-T @ PCR-P..........cccccccooiiiiiiiiiiniiiiiiienieeeesee 48
5.1.6  Ocorréncias do Numero de Repeti¢oes de CGG e Provavel Fregqiiéncia Alélica
na Populag¢do do Estado de Santa Cataring.................ccccccceeeeceeeeiieeeiieeeiieesieeennens 49
5.1.7 Interpretagado e Visualizacdo dos Produtos da Amplificagdo da PCR-T e PCR-

P em Géis de Agarose e Poliacrilamida.......................ccoccovcieviioiniiiniiiiiniiiiieneenn, 50
5.2 PROPOSTA DE ESTRATEGIA PARA DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA SXF.............. 56
5.3 RASTREAMENTO DA PRE-MUTACAO DA SINDROME DO X FRAGIL ......ccccvvvveeeeeennnn 60
5.4 NOVAS INFORMACOES EM LAUDOS DE PESQUISA DO GENE FMR1 POR PCR........... 61

X



6. CONSIDERACOES FINAIS..............

6.1  CONCLUSOES ..covueeeieieeeeeieeeeeeeeeeeees

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ..eue ettt

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



Lista de Figuras

Figura 1. Representacdo do gene FMRI1 e localizagdo das repetigdes no gene (Fonte: Serpa,
2006. ComUNICAGAO PESSOAL). ..eeruiiiiiiiiiieiieeiie ettt ettt ettt ete ettt eeeeeenbeeaee e 7
Figura 2. Visualizagdo do sitio fragil no cromossomo X, regido Xq27.3 (seta), em
Caridtipo (Fonte: Laboratorio Neurogene, 2006. Comunicagao pessoal). ................... 18
Figura 3. Esquema representativo da técnica de Imunocitoquimica. a) representacao de
linfécito positivo para FMRP. b) visualiza¢ao de células em microscopio optico. 1.
linfocito positivo (halo vermelho), 2. linfocito negativo e 3. outra célula (Fonte: Serpa,
2006. ComuNIiCaCA0 PESSOAL). weeeruriiiriiiieiiieeiieeeeeeeteeerteeesteeesbeeessaeeesaeeesseeesseeennnas 23
Figura 4. Local de anelamento dos iniciadores C, F e 2 no gene FMR1, em negrito, e
repeti¢des de cgg, em italico sublinhado. ..........cccoeeviieiiiiiiiiiiii e 30
Figura 5. a) Representacao da visualizacao dos produtos de PCR-T em gel de
poliacrilamida. b) Representacdo da visualizagao dos produtos da PCR-P em gel de
agarose. Resultados de pacientes normais do sexo masculino estdo representados nas
fileiras 1, zona gray nas fileiras 3, inconclusivo nas fileiras 5, e pré-mutacao na fileira
7. Resultados de pacientes normais do sexo feminino estdo representados nas fileiras 2,
zona gray nas fileiras 4, inconclusivo nas fileiras 6, e pré-muta¢ao na fileira 8. “MPM”
se refere a marcador de peso molecular e “pb” a pares de bases.........cccceeveeereerieennnn. 33
Figura 6. Esquema para defini¢ao de diagnostico conclusivo ou inconclusivo de pacientes
do sexo masculino (2 esquerda) e feminino (& direita). ........ccceeeveervierieenieeneeneeeneene, 38
Figura 7. Influéncia da técnica de PCR para Pré-Mutacao (PCR-P) em comparacdao com a
PCR de Triagem (PCR-T) no diagnoéstico de pacientes com indicagdo clinica para a
sindrome de X-Fragil. O percentual de diagnésticos conclusivos e inconclusivos, para
todos os pacientes analisados, ¢ mostrado através das barras verticais € o numero de
casos Na tabela adjaCenLe. ......c.ccevuiiieiiiiciiieee e e e 39
Figura 8. Numero e percentual de diagnosticos conclusivos e inconclusivos em pacientes
do sexo feminino com indicagdo clinica para a sindrome de X-Fragil, quando

analisados pela técnica de PCR-P em comparagdo com a técnica de PCR-T............... 40

xi



Figura 9. Nimero e percentual de diagnosticos conclusivos e inconclusivos em pacientes
do sexo masculino com indicagdo clinica para a sindrome de X-Fragil, quando
analisados pela técnica de PCR-P em comparag@o com a técnica de PCR-T............... 41

Figura 10. Distribui¢do dos pacientes com diagnodstico conclusivo nos diferentes grupos
classificatorios (normal, zona gray e pré-mutado), empregando-se as técnicas de PCR-
T e PCR-P. a) Pacientes do sexo feminino, b) Pacientes do sexo masculino............... 44

Figura 11. Numero de ocorréncias das repetigdes de CGG, de acordo com os alelos mais
frequentemente observados pelas técnicas de PCR-T e PCR-P, em 115 pacientes
analisados do Estado de Santa Catarina

Figura 12. Visualizagao dos fragmentos amplificados pela PCR-T em gel de
poliacrilamida. Alelos normais de pacientes do sexo masculino estdo localizados nas
fileiras 1, 2 e 4, alelo zona gray na fileira 3 e resultado inconclusivo na fileira 6. Alelos
normais de pacientes do sexo feminino encontram-se na fileira 5 e resultado
inconclusivo na fileira 7. “MPM” se refere a marcador de peso molecular e “pb” a
PATES A€ DASES. ..cueiiitieiieeitieie ettt ettt ettt et e be et esate e 51

Figura 13. Visualizacdo dos fragmentos amplificados pela PCR-P em gel de agarose.
Alelos normais de pacientes do sexo masculino estdo localizados nas fileiras 1 e 2, pré-
mutado na fileira 3, e zona gray na fileira 7. Alelos normal e pré-mutado de pacientes
do sexo feminino estdo na fileira 4, um alelo normal (resultado inconclusivo) na fileira
5, dois normais na fileira 6, e normal e zona gray na fileira 8. “MPM” se refere a
marcador de peso molecular e “pb” a pares de bases e “ZG” a zona gray. .................. 52

Figura 14. Fluxograma proposto para diagnostico laboratorial da SXF em mulheres com
suspeita clinica ou historico familiar para a sindrome............ccccceceeverviniineenennicnnnn 57

Figura 15. Fluxograma proposto para diagnostico laboratorial da SXF em homens com
suspeita clinica ou histérico familiar para a sindrome.............cceeeveveierciieniencieeneennen. 58

Figura 16. Laudo-sugestao para (a) PCR-T (Fu et al., 1991) e (b) PCR-P (Saluto et al.,
2005) de pacientes do sexo feminino, mostrando no rodapé (no item Observagao) os

dados da incidéncia registrados Nesta PESQUISA. .....c.eevueeeueerieriieerieeiienereeieeneeeeeenenes 62

Xii



Lista de Tabelas

Tabela 1. Numeros de acesso a informag¢des do gene FMR1 nas plataformas online

GenBank € OMIM. .......ooiiiiiiiiiii ettt sttt 9
Tabela 2. Intepretacao de resultados de exames de diagnostico para a SXF em numero de

repeticoes de CGG classificados em quatro categorias. ........cceeeeveeerveeerveeenveeenveeenne 10
Tabela 3. Finalidade, vantagens e desvantagens dos métodos de diagnostico da SXF....... 25

Tabela 4. Iniciadores utilizados na amplifica¢do dos alelos do gene FMRI1 pelas técnicas de
PCR-T € PCRP. ettt ettt ettt 31
Tabela 5. Numero de pacientes com diagnostico conclusivo e sua distribuicdo nos grupos
classificatdrios (normal, zona gray e pré-mutado). Dados comparativos das técnicas de
PCR-T € PCRP. ottt sttt et 42
Tabela 6. Numero de casos diagnosticados com diferentes classificagdes pelas duas
técnicas de PCR, de um total de 32 casos estudados. ........ooovvvvvveerieiiiiiiiiiieeeeeeee s 45
Tabela 7. Numero do total de pacientes com diagndstico conclusivo, sua distribui¢do nos
grupos classificatdrios (normal, zona gray e pré-mutado) e a correlagdo com a
indicacdo clinica. Dados comparativos das técnicas de PCR-T e PCR-P. ................... 47
Tabela 8. Resultados obtidos de acordo com as técnicas utilizadas para o diagnostico
laboratorial da SXF, de 122 pacientes estudados, e correlacdo com o sexo e indicagdo

CLINICA. oo 55

xiil



Lista de Abreviaturas

ADNPM
DMSO
DNA
dNTPs
EDTA
FMRI1
FMRP
FRAXA
FRAXE
FXTAS

ms-PCR
PCR
PCR-P
PCR-T
POF
q.s.p-
RM
RNA
mRNA
SXF
TAE
TBE
TDA-H
Tris

U

UTR

Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor
Dimetilsulféxido

Deoxyribonucleic Acid, Acido Desoxiribonucleico
Desoxinucleotideos Trifosfato

Acido Etilenodiaminotetracético

Fragile X Mental Retardation 1 Gene

Fragile X Mental Retardation Protein

Fragile site, X chromosome, A site

Fragile site, X chromosome, E site

Fragile X Associated Tremor/Ataxia Syndrome, Sindrome
Tremor/Ataxia Associada ao X Fragil

Methylation Specific PCR, PCR Especifica para Metilagado
Polimerase Chain Reaction, Reagdo em Cadeia da Polimerase
PCR para Pré-mutagdo, Enhanced PCR

PCR de Triagem

Precoce Ovarian Failure, Falha Ovariana Precoce
Quantidade suficiente para

Retardo Mental

Ribonucleic Acid, Acido Ribonucleico

Messenger RNA, RNA mensageiro

Sindrome do X Fragil

Tris-acetato-EDTA

Tris-borato-EDTA

Transtorno de Déficit de Atengdo e Hiperatividade
Tris(hidroximetil)aminometano

Unidade

Untranslated Region, Regido Nao Traduzida

de

Xiv



1. Introducao

1.1 Contextualizacao e Problema de Pesquisa

A Sindrome do X Fragil (SXF) ¢ um distarbio hereditario que causa retardo
mental e foi reportada pela primeira vez em 1943 por Martin e Bell em uma familia com
retardo mental ligado ao cromossomo X (Martin e Bell, 1943). Individuos afetados pela
SXF possuem um comprometimento da saide mental variavel, que pode ir desde uma
dificuldade no aprendizado at¢ um retardo mental severo. Outros sintomas clinicos
também podem estar presentes, tais como: atraso no desenvolvimento neuropsicomotor,
hiperatividade, déficit de atencdo, atraso na fala e dificuldade de interagdo social. As
caracteristicas fisicas mais marcantes dos individuos afetados sdo face alongada, testa
proeminente e macroorquidismo (Hagerman e Hagerman, 2002a). A sindrome ¢ a forma
mais comum de retardo mental herdada e, de acordo com os trabalhos de Crawford e
colaboradores, afeta 1 em cada 3.600 homens e 1 entre cada 6.000 mulheres (Crawford

et al.,2001; Crawford et al., 2002).

A expansdo da repeticdo de uma seqiiéncia de trinucleotideos CGG na regido
promotora do gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1), situado na regido terminal
do cromossomo X (Xq27.3), € considerada a causa da doenca. Os individuos afetados
apresentam mais de 200 repeticdes de CGG, normalmente acompanhada de metilagdo, o
que leva a repressdo da transcricdo do gene e auséncia da (proteina) FMRP (Fragile X
Mental Retardation Protein). A FMRP ¢ o produto final do gene, que pode estar
presente em diferentes isoformas. Os sintomas caracteristicos da sindrome parecem
estar sempre associados a deficiéncia da proteina (Fu et al., 1991; Verkerk et al., 1991).
Mulheres afetadas pela SXF, por possuirem dois cromossomos X, podem produzir
FMRP a partir do cromossomo X normal e, quando apresentam comprometimento
intelectual, os sintomas sdo brandos e a deficiéncia mental ¢ leve (Hagerman e

Hagerman, 2002a).

O numero de repeti¢des de CGG ¢ polimorfico na populagdo, e em individuos
normais pode variar de 6 a 40 CGG. Os alelos mais freqiientes sdo os de 28, 29 e 30

CGG. A mutacao no gene FMRI1, causada pela expansdo do niimero de repeti¢des de
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CGQ, caracteriza trés grupos de portadores da SXF: zona gray, pré-mutados e afetados
(mutagdo completa). Individuos zona gray apresentam de 40 a 60 repetigdes de CGG,
sendo a transmissdo estavel entre geragdes. A pré-mutacdo ¢ caracterizada pela presenca

de 61 a 200 repeti¢des de CGG e pela transmissdo instavel entre geragdes, que pode

levar & mutacdo completa (>200 CGG). Nestes casos a transmissdo esta diretamente

relacionada com o nimero de repeticoes de CGG: quanto maior a expansdo da pré-
mutag¢do, maior a probabilidade e transmissdo da muta¢do completa. Além disso, o
padrdo de transmissdo da pré-mutacdo para a mutacdo completa ocorre 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).

As caracteristicas clinicas dos individuos portadores da Sindrome do X Fragil
sdo variaveis. Pacientes portadores da zona gray desenvolvem deficiéncias como
distarbio de aprendizado e comportamento, apesar da mutacao relacionada ao numero
de CGG estar proxima do normal (Mitchell ef al., 2004). Distirbios emocionais, como
ansiedade e variagdo no humor estdo associados a pré-mutacdo em mulheres. O
desenvolvimento da falha ovariana precoce (POF) também ¢é uma conseqiiéncia
importante da pré-mutagdo em pacientes do sexo feminino. Uma sindrome
neurodegenerativa, chamada FXTAS (Fragile X Associated Tremor/Ataxia Syndrome),
foi recentemente descrita e estd associada a presenga da pré-mutagdo, e acomete
principalmente homens com mais de cinqlienta anos. Os principais sintomas clinicos do
FXTAS sdo o tremor e a ataxia (Jacquemont et al., 2003; Hagerman, P. J. e Hagerman,
R. J., 2004). Outros estudos relacionaram a presenca da pré-mutagdo em criangas do
sexo masculino em fase escolar com o déficit de atencdo, a hiperatividade e com a

ocorréncia de autismo (Cornish et al., 2005; Farzin et al., 2006).

A presenca de diversos sinais e sintomas clinicos em pacientes com a SXF, e o
risco de transmissdo da doenga entre geracdes, exigem um diagndstico preciso dos
portadores. A confirmacdo da doenga deve ser realizada pelo exame genético
laboratorial, pois o diagnodstico clinico ¢ dificultado pela variedade de sintomas e
similaridade com outras doencas de comprometimento cognitivo. Uma vez confirmada
a Sindrome do X Fragil num individuo, deve-se proceder a investigagdo familiar,
caracterizada como o rastreamento de demais portadores da sindrome na familia. Isto

possibilita o aconselhamento das familias afetadas sobre os riscos de recorréncia da
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doenca e as possiveis opgdes reprodutivas. Ainda nao existe cura para a Sindrome do X
Fragil, mas muitos experimentos terapéuticos e socio educacionais tém sido realizados
com é&xito, auxiliando o individuo afetado a conquistar um bom convivio familiar,

escolar e social (Hagerman e Hagerman, 2002b).

As técnicas mais utilizadas para diagndstico laboratorial da SXF sao a PCR e o
Southern blotting, que sdo fundamentadas na defini¢do do nimero de repeti¢des de
CGQG presentes no gene FMR1. Outras metodologias também podem ser exploradas,
como a andlise cromossOmica, a investigacdo da presenca ou auséncia da metilacdo no
gene, a quantificacdo de FMRP e mRNA produzidos em células ou at¢ mesmo o
sequenciamento do DNA. Como existem diferentes técnicas e todas apresentam suas
vantagens e desvantagens, elas devem ser escolhidas dependendo das caracteristicas
clinicas de cada paciente e seu historico familiar. O estudo por Southern blotting ¢
confiavel no diagnostico de pacientes do sexo feminino e masculino, porém ¢ laborioso,
requer muito tempo de analise, e ¢ de alto custo. Por todas estas desvantagens outros
métodos sdo utilizados como triadores, € o Southern blotting ¢ executado somente em
casos concretos de suspeita da sindrome. O teste para triagem inicial de pacientes e
familiares sob investigacdo de sindrome genética deve oferecer precisdo, confiabilidade,
rapidez e baixo custo. As técnicas de PCR proporcionam estes beneficios, porém
apresentam diversas limitagdes, sendo a principal delas a dificuldade do diagndstico
conclusivo de mulheres normais e de homens e mulheres com pré-mutagdo (Biancalana
et al., 2006). Uma nova técnica de PCR, desenvolvida por Saluto e colaboradores em
2005 e neste trabalho denominada de PCR para Pré-mutacao (PCR-P), promete a
amplificagdo de alelos com grandes expansdes de repeti¢des de CGG, incluindo a pré-
mutagdo e mutacao completa de baixa expansdo. A técnica vem propiciar um avango em
pesquisas e diagnoéstico laboratorial da Sindrome do X Fragil. Porém, a técnica padrao
de PCR descrita por Fu e colaboradores em 1991, aqui denominada de PCR de Triagem
(PCR-T), apesar das desvantagens comuns em técnicas de PCR, ¢ amplamente utilizada
em laboratdrios de pesquisa e diagnostico da SXF. Para alteragdo e inclusdo da nova
técnica de PCR, a PCR-P, na metodologia aplicada ao diagnostico da SXF, faz-se

necessaria a sua avaliagdo e comparacao com a técnica padrao (PCR-T).

O exame para diagnodstico para a SXF ¢ um dos mais solicitados entre os testes
de pesquisa de doengas genéticas (Maddalena et al., 2001) e a disponibilidade de uma

triagem aprimorada beneficia a todos os pacientes. O rapido e correto diagndstico aliado
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ao estimulo e tratamento precoce t€ém grande influéncia no progndstico dos pacientes
portadores. Além disso, o diagnodstico da SXF abrange toda a familia, auxilia no
aconselhamento genético e diminui os riscos de propagacdo da doenca nas geragdes

futuras (Steiner et al., 2005).

1.2 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar o desempenho de uma
nova técnica molecular de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), descrita por Saluto
et al. (2005), no diagnostico laboratorial da Sindrome do X Fragil. Esta nova técnica
(PCR-P) promete a amplificacdo de alelos pré-mutados, o que ¢ um grande avango
quando comparada a técnica de PCR padrao (PCR-T), que amplifica apenas alelos
normais e zona gray. Pretende-se verificar as vantagens da nova técnica de PCR (PCR-
P), comparada a técnica de PCR de triagem (PCR-T), descrita por (Fu et al., 1991), e
avaliar a possibilidade de implementagdo da PCR-P como exame de escolha em

laboratdrios de genética molecular humana.

Os objetivos especificos incluem a determinacdo da eficacia na definicdo de
alelos ndo detectados pela PCR triadora, principalmente em anélises de amostras de
pacientes do sexo feminino que, pela PCR utilizada como triagem (PCR-T), geralmente
resultam na inconclusividade de diagndstico. Com os resultados em numero de
repeticdes de CGG dos pacientes analisados, espera-se ainda avaliar a freqiiéncia alélica
da populacao do Estado de Santa Catarina, ja que os sujeitos da pesquisa se concentram
neste estado. Finalmente, este trabalho visa propor um plano de triagem no diagndstico
para a SXF, incluindo a nova técnica como elemento de investigacdo laboratorial da
doenca. Pretende-se assim proporcionar uma abordagem que assegure maior precisao na

definicao do diagndstico.

1.3 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 regulacao,
diagnostico e possibilidades de novas abordagens terapéuticas para pacientes portadores

da sindrome e, sobretudo, de individuos zona gray e pré-mutados, cujos efeitos
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fenotipicos ndo sdao facilmente associados a doenca genética. Essa populacdo de
individuos € mais numerosa na populacdo em geral do que os individuos afetados e sdo,

freqiientemente, negligenciados em diagnodsticos clinicos.

1.4 Estrutura do Documento

Esta dissertagdo estd organizada da seguinte forma: o Capitulo 2 introduz os
conceitos fundamentais sobre a Sindrome do X Fragil, suas bases moleculares,
principais sintomas clinicos e classificagdes dos individuos portadores, e padrdes de
heranca genética caracteristicos da sindrome. O Capitulo 3 apresenta as principais
técnicas utilizadas em diagnostico laboratorial da SXF, abordando suas aplicagdes,
principais vantagens e desvantagens. No Capitulo 4 estdo descritos os procedimentos
laboratoriais praticos realizados neste trabalho para o diagnéstico dos pacientes
estudados. Também sdo apresentadas as ferramentas estatisticas para analise dos dados
obtidos. Os resultados estdo apresentados e discutidos no Capitulo 5 e, finalmente, no

Capitulo 6 sdo resumidas as conclusdes e perspectivas da pesquisa.



2. A Sindrome do X Fragil

A SXF ¢ 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. A
SXF foi reportada pela primeira vez em 1943 por Martin ¢ Bell em uma familia com
retardo mental ligado ao cromossomo X (Martin e Bell, 1943). Inicialmente conhecida
pelo nome dos autores, Sindrome de Martin-Bell, a SXF foi assim denominada devido a
observacdo de um sitio fragil no cromossomo X. Amostras cultivadas em meios de
cultura deficientes em acido folico apresentam fragilidade, um sitio fragil na regido
Xq27.3 do cromossomo. Este foi o primeiro método laboratorial de diagndstico descrito
para a sindrome (Lubs, 1969). Como a SXF ¢ uma doenga ligada ao cromossomo X, os
sintomas da doenga sdo mais severos em homens do que em mulheres. Individuos do
sexo masculino afetados pela sindrome normalmente apresentam retardo mental de
moderado a grave, que pode ser acompanhado de alteragdes comportamentais, em
especial hiperatividade, movimentos estereotipados, timidez e comportamento autista,
ou atraso no desenvolvimento da fala e linguagem. Além dos déficits cognitivos,
caracteristicas fisicas também podem estar presentes, como orelhas proeminentes, face
alongada e macrooquidismo, mas sdo desenvolvidas apenas na puberdade. Mulheres,
quando afetadas pela sindrome, apresentam um retardo mental classificado como leve,
dificuldades de aprendizado e disturbios comportamentais; suas caracteristicas fisicas

sdo variaveis ou ausentes (Hagerman e Hagerman, 2002a).

21 O gene FMRI1 e a proteina FMRP

As bases moleculares da SXF foram desvendadas no inicio da década de
noventa. O gene envolvido, denominado FMRI1 (Fragile X Mental Retardation 1), esta
localizado na regido Xq27.3, designada como sitio FRAXA (fragile site, X
chromosome, A site). O gene FMR1 ¢ altamente conservado e consiste em 17 éxons, de
~38 kb (Verkerk et al., 1991; Ashley, C. T. et al., 1993; Eichler, Richards et al., 1994).
O sequenciamento do gene revelou em humanos, um total de 185.775 pares de bases no

gene FMRI1 (GenBank, numero de acesso L29074). A SXF ¢ causada por uma
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instabilidade e conseqliente expansao da seqiiéncia de trinucleotideos CGG, localizada

na regido 5’UTR (Untranslated Region) do gene FMR1 (Figura 1).

Na populagdo normal o nimero de repeticdes da seqiiéncia de trinucleotideos
CGG ¢ polimorfico e varia entre 6 e 40, sendo 29 e 30 os alelos mais comuns (Brown et
al., 1993; Crawford et al., 2001; Maddalena et al., 2001). Individuos afetados pela SXF
apresentam expansdo de mais de 200 repetigdes de CGG, caracterizando mutagado
completa do gene. Esse quadro ¢ comumente acompanhado de metilacio na regido
promotora, resultando na auséncia da produgdo da proteina FMRP (Fragile X Mental
Retardation Protein), produto final do gene. A falta desta proteina é responsavel pelo
desenvolvimento dos sintomas da SXF (Fu et al., 1991; Verkerk et al, 1991). O
mecanismo de silenciamento da transcricdo do gene pela metilacdo das repetigdes de
CGG ¢ causado por desacetilagdo de histonas. Em células provenientes de individuos
normais, a regido do gene FMR1 que contém as repeti¢des de CGG esta associada com
histonas acetiladas, mas a acetilacdo ¢ reduzida em células com a mutacdo completa
metilada (Coftee et al., 1999). Noventa e oito por cento dos casos da SXF sdo causados
pela expansdao de CGG; delecdes e mutagdes de ponto no gene FMR1 também podem
causar a sindrome, mas sao eventos raros (De Boulle ef al, 1993; Hammond et al.,

1997).

DNA

Figura 1. Representacdo do gene FMRI1 e localiza¢do das repeti¢cdes no gene (Fonte:
Serpa, 2006. Comunicagao pessoal).

A proteina FMRP ¢ amplamente expressa em diferentes tecidos humanos e de
camundongo. Testes de hibridizacdo in sifu revelaram, em tecidos de camundongos
adultos, expressao abundante da proteina em cérebro, testiculos, ovario, epitélio
esofagico, olho e baco; ¢ observada expressdo moderada no colo, utero, tiredide e
figado; e auséncia da expressdo no coracdo, aorta e musculos (Hinds et al., 1993).
Isoformas da proteina FMRP, derivadas do splicing alternativo, aparecem em varios

tecidos, algumas delas em quantidades variaveis (Ashley, C. T. et al., 1993; Verheij et
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al., 1995). Andlises da seqiiéncia de aminoacidos da proteina revelaram a presenca de
dois tipos de sitios de ligagdo como o RNA, dois dominios homologos a
ribonucleoproteina K (KH domains) e residuos de agrupamentos de arginina e glicina
(RGG boxes). Estas caracteristicas a enquadram como uma proteina de ligagdo a RNAs,
envolvida no controle translacional nas células e atuando localmente em tecido cerebral,
nos dendritos, e na regulagdo da sintese de proteinas (Ashley, C. T., Jr. ef al., 1993;
Bardoni e Mandel, 2002). Um modelo animal com na SXF, o camundongo FMR1
knockout, foi criado e exibiu macroorquidismo, deficiéncia de aprendizado, memoria e
hiperatividade, correspondente ao fendtipo humano. Os modelos animais sdo
ferramentas valiosas para estudo e elucidacao da atividade fisioldgica do gene FMRI1,
da proteina FMRP e de mecanismos envolvidos no macroorquidismo, disturbio

comportamental e retardo mental (Bakker et al., 1994).

2.1.1 O gene FMR1 em plataformas online

Informagdes para pesquisadores da area bioldgica sao amplamente divulgadas na
Internet. Bancos de dados biolégicos e ferramentas de busca estdo disponiveis
publicamente. O NCBI (National Center for Biotechnology Information) foi criado em
1988 para desenvolver sistemas de informagdes para biologia molecular. E uma divisdo
da NLM (The National Library of Medicine), localizado no campus do NIH (7he
National Institutes of Health) em Bethesda, Maryland, Estados Unidos. Nele est4
inserido o GenBank, que possui seqiiéncias de nucleotideos e anotacdes bioldgicas, para
o qual a comunidade cientifica submete dados de suas pesquisas e sequenciamento de

nucleotideos.

O GenBank faz parte do [International Nucleotide Sequence Database
Collaboration que incorpora também o DNA DataBank of Japan (DDBJ), e o European
Moleculat Biology Laboratory (EMBL). Estas trés organizagdes trocam informacdes
diariamente, o que assegura a atualizagdo e confiabilidade dos dados inseridos e
disponiveis online. Ferramentas computacionais para analise de dados disponiveis no
GenBank e uma variedade de outros dados bioldgicos podem ser acessadas na home

page do NCBI em http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Benson et al., 2006; Wheeler et al.,

2006). Outra base de dados vinculada ao NCBI ¢ o OMIM, que contém informagdes
textuais de genes humanos e doengas genéticas, além de /inks de referéncias
bibliograficas, /inks para seqiiéncias anotadas no sistema e outros assuntos relacionados

no NCBI e outras fontes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=0OMIM).
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Informagdes sobre a SXF e o gene FMR1, além de outros dados sobre o seu mRNA e
proteina, podem ser encontradas nestas plataformas online. FMRI1 ¢ o simbolo adotado

para o gene da SXF, reconhecido pelo comité de nomenclatura HUGO (HUGO Gene

Nomenclature Committee, http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/). A seqii€ncia
completa do gene FMRI1 pode ser consultada no Genbank sob o nimero de acesso
L29074 e informagdes textuais na base de dados OMIM sob o numero 309550
(Tabela 1).

Tabela 1. Numeros de acesso a informag¢des do gene FMRI1 nas plataformas online
GenBank e OMIM.

Plataforma | Nimero de acesso
GenBank | L29074
OMIM | 309550

2.2 Sitios frageis no cromossomo X

A denominagao “Sindrome do X Fragil” ¢ utilizada quando se refere a expansao
de CGG no gene FMRI, sitio FRAXA e seu fenotipo caracteristico. Entretanto, outros
sitios frageis presentes no cromossomo X humano ja foram descritos: FRAXD, FRAXE
e FRAXF. O FRAXE estd relacionado a uma mutacao no gene FMR2, regido Xq28, e
contém uma repeticdo de trinucleotideos (CCQ), instavel, cuja expansdo € responsavel
pelo fendtipo de retardo mental. O sitio FRAXF que ndo causa, aparentemente, qualquer
fenotipo anormal, também estd localizado na regido Xq28, onde foi identificada a
presenga de repetigdes de GCC; o FRAXD, localizado na regido Xq27.2, posi¢do muito
proxima ao sitio de retardo mental Xq27.3 (FRAXA), pode estar presente em cariotipo
de individuos normais. A interpretacdo da andlise citogenética para a SXF pode ser
dificultada pela presenga destes sitios frageis localizados em regides muito proximas no

cromossomo X (Ramos et al., 1992; Parrish et al., 1994; Murray et al., 1997).

2.3 Classifica¢ao dos Individuos Portadores da SXF
De acordo com o nimero de repetigdes de CGG, sdo essencialmente quatro as
classificagdes alélicas do gene FMR1: normal, zona gray, pré-mutado e afetado (Ver

Tabela 2) (Crawford et al., 2001).

O numero de repeticdes da seqii€éncia de trinucleotideos CGG do gene FMRI1 ¢

polimdrfico e na populagdo normal varia entre 6 e 40. Geralmente existem duas
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insercoes da trinca AGG nas posigoes 10 e 20 das repeticoes de CGG que sdo cruciais
para a estabilidade do gene (Eichler, Holden et al., 1994; Kunst e Warren, 1994;
Crawford et al., 2001). Pacientes afetados apresentam mais de 200 repeti¢des de CGG,
0 que caracteriza a mutacdo completa do gene e sua subseqiiente metilacdo.
Consequentemente, o gene fica silenciado e ndo ha producdo do mRNA (RNA
mensageiro). A auséncia do produto do gene FMR1, proteina FMRP, ¢ considerada a
causa do retardo metal (Ashley, C. T., Jr. ef al., 1993). Pré-mutados apresentam de 61 a
200 repetigoes de CGG. Esta seqiiéncia longa ¢ ndo metilada e instdvel quando
transmitida entre geragdes, estendendo-se de pré-mutagdo para mutacdo completa.
Setenta por cento dos alelos pré-mutados apresentam uma unica inser¢do de AGG,
gerando instabilidade e predisposi¢do para a SXF (Eichler, Holden et al., 1994). Os
pacientes chamados zona gray apresentam de 41 a 60 repeticdoes CGG. A designacao
“zona gray” ¢ dada por se referir a uma faixa intermediaria e ¢ pouco associada a
transmissao instavel entre geracdes. Essa ¢ a denominacao amplamente aceita no jargao
médico. Por isso, esse foi o termo adotado neste trabalho. A instabilidade ndo ¢
particularidade tnica do tamanho do alelo. Também esta relacionada com caracteristicas
estruturais da seqiiéncia CGG como, por exemplo, as inser¢cdes de AGG (Sullivan et al.,

2002; Nolin et al., 2003).

Tabela 2. Intepretacdo de resultados de exames de diagnostico para a SXF em niimero
de repetigdes de CGQG classificados em quatro categorias.

Numero de Repeti¢oes de CGG Classificag¢do

6 a 40 repeticdes de CGG Normal

41 a 60 repetigcdes de CGG Zona Gray

61 a 200 repeticoes de CGG Pré-mutagao

>200 CGG Afetado (Mutagdo Completa)

Obs.: Os limites entre as classificagdes devem considerar as caracteristicas clinicas de
cada paciente analisado.

Frequentemente pré-mutacdes sdo clinicamente definidas quando aparecem com
nimero > 55 repeticdes CGG (Sherman et al., 2005). As classificagdes, conforme o
niamero de repetigdes de CGG, ndo estdo bem estabelecidas e variam dependendo do

autor. Por exemplo, Maddalena et a/ (2001) classificam repeticoes de CGG de 5 a 44

como normal, de 45 a 54 como zona gray, de 55 a 200 como pré-mutado e >200 como

mutacdo completa. Ainda, alguns autores eliminam de suas classificagdes os individuos
zona gray, considerando, além da faixa de normalidade, somente pré-mutados e

afetados. E importante considerar as caracteristicas clinicas e o historico familiar de
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cada individuo, pois pequenas diferengas, quatro ou cinco repetigdes de CGG,

provavelmente nao definem isoladamente a classificacdo (Hagerman, P. J. e Hagerman,

R. J., 2004).

24 Prevaléncia Populacional da SXF

Todos os grupos étnicos parecem ser susceptiveis a expansao de CGG no gene
FMRI1. A prevaléncia ¢ similar na maioria dos grupos, mas podem ocorrer variagdes
entre populagdes. A mutacdo da SXF afeta 1 em cada 3.600 homens e 1 em 6.000
mulheres (Crawford et al., 2001; Crawford et al., 2002). Os mesmos autores num
estudo de prevaléncia da SXF em homens afro-americanos revelaram um aumento da
proporcao para 1 em cada 2.545. Aproximadamente 1 em 350 mulheres e 1 em 1000
homens da populagdo caucasiana em geral sdo portadores da pré-muta¢do. Um estudo
no Canada revelou a incidéncia de 1 em 259 mulheres como portadoras de repeti¢cdes de
CGG entre 55 e 101 (Rousseau et al., 1995). Em Israel, amostras de 14.334 mulheres

em fase pré-conceptiva ou gestacional, sem histdrico familiar de retardo mental, foram

analisadas. Os resultados identificaram 1 em 113 mulheres com > 54 repetigoes de CGG

e 1 em 69 com >50 repeticoes de CGG (Toledano-Alhadef et al., 2001). Este estudo

evidenciou a alta prevaléncia da pré-mutacao na populacao geral e recomenda triagem

de mulheres portadoras de pré-mutacdo em larga escala.

2.5 Caracteristicas Fenotipicas dos Individuos Portadores
da SXF

Existe uma grande heterogeneidade fenotipica entre os portadores da SXF. Ela
ndo somente causa retardo mental, mas também dificuldade de aprendizado, problemas
emocionais € comportamentais. Além dos sinais e sintomas variados em cada individuo,
existem diferentes graus de comprometimentos, o que dificulta a definicdo do

diagnostico clinico.

Os individuos afetados apresentam sintomas clinicos severos, incluindo o
retardo mental e, em alguns casos, estdo associados ao autismo. Disturbios
comportamentais € emocionais também siao sintomas marcantes. As caracteristicas
fisicas classicas sdo orelhas proeminentes, face alongada e macroorquidismo.
Aproximadamente 80% dos pacientes com SXF apresentam algumas destas

caracteristicas fisicas, mas sua presenca varia conforme a idade. Hiperextensibilidade
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das articulagdes, palato alto e pés chatos também podem se manifestar e a hipdtese de
uma displasia do tecido conectivo na SXF ja foi levantada (Hagerman e Hagerman,
2002b). O grau de severidade dos sintomas em pacientes afetados pela sindrome, com
mutagdo completa, ndo pode ser estabelecido pelo niimero de repeticoes de CGG. A
presenca de > 200 repeticoes de CGG ¢ acompanhada da metilacdo gene e,

consequentemente da auséncia da produgdo da proteina FMRP, que independem do

tamanho da expansido de CGG no gene.

Alguns homens com mutacdo completa podem apresentar alguns alelos
desmetilados, o que ¢ conhecido como mosaicismo para metilagdo. Estes alelos
desmetilados podem produzir a proteina FMRP, embora em pequena quantidade,
possivelmente devido a uma ineficiéncia da transcricdo (Feng et al., 1995). Existem
também homens mosaicos para pré-mutacdo e mutacdo completa. Seus sintomas sdo
menos severos que aqueles pacientes que possuem exclusivamente a mutagcao completa,

que também presenciam niveis de severidade varidveis.

Em mulheres afetadas pela sindrome, a porcentagem de cromossomos X ativos
com o numero de repeticdes de CGG normal comparados com os de mutacdo completa,
pode diminuir a severidade dos sintomas, o que ¢ esperado em doencas ligadas ao
cromossomo X. Entretanto, ¢ dificil prever a severidade dos sintomas com base nesta
atividade do cromossomo. Aproximadamente metade das mulheres com mutagdo

completa sdo consideradas significativamente afetadas pela SXF (Sherman et al., 2005).

A funcdo cognitiva de pacientes do sexo feminino com pré-mutacdo ¢
geralmente considerada normal. Porém, dificuldades no aprendizado e no raciocinio
matematico ja foram relatados para esta populagdo (Lachiewicz et al., 2006). E também
comum o aparecimento de distirbios emocionais, como variagdo do humor e ansiedade
(Hagerman e Hagerman, 2002a). Outra conseqiiéncia importante em portadoras da SXF
¢ o aumento do risco de falha ovariana precoce (POF), clinicamente definida como a
interrup¢do do ciclo menstrual antes dos 40 anos de idade. Ocorre em 21% das
pacientes com pré-mutacdo para a SXF; na populacdo normal a freqiiéncia ¢ de 1%.
Aproximadamente 2% e 14% das mulheres com POF isolada e POF familiar,
respectivamente, sdo portadoras da pré-mutagdo para a SXF (Sherman, 2000), a
freqiiéncia € alta comparada 0,3% na populacdo geral. A etiologia da falha ovariana e

seus riscos associados ainda estdo sob investigacdo (Sherman et al., 2005).
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Outra doencga genética diretamente associada ao X Fragil ¢ a FXTAS (Fragile X
Associated Tremor/Ataxia Syndrome.). Esta é uma sindrome neurodegenerativa
recentemente descrita, que acomete homens com pré-mutagdo em idade avancada e
mulheres com pré-mutacdo em menor propor¢ao. Estima-se que um terco de homens
pré-mutados com mais de cinqiienta anos desenvolvam FXTAS. Porém ainda ¢
necessario um estudo de prevaléncia, pois a doenca pode ndo ser diagnosticada
corretamente em adultos com os sintomas caracteristicos (Hagerman, P. J. e Hagerman,
R. J., 2004). Os principais sintomas clinicos sdo ataxia cerebelar e tremor. Outros
sintomas descritos incluem deficiéncias cognitivas, como perda de memoria de curto
prazo, parkinsonismo, neuropatia periférica, ansiedade, comportamento reclusivo,
deméncia, fraqueza muscular e disfun¢do do sistema nervoso autonomo (Jacquemont et
al., 2003). Estudos em pacientes pré-mutados demonstraram aumento da expressao do
mRNA do gene FMRI1 e pequena diminui¢do dos niveis de FMRP em leucocitos. Estes
achados podem estar relacionados ao desenvolvimento do FXTAS e POF (Tassone et

al., 2000).

Estudos recentes também descrevem a ocorréncia de autismo, déficit de atencao
e hiperatividade em meninos com pré-mutagdo, e déficit social cognitivo em adultos.
Estes resultados reforcam a necessidade de investigacdo familiar, principalmente de
irmaos, quando diagnosticado um paciente afetado pela SXF. E freqiiente que pais nio
estejam alertas a estes sintomas, principalmente quando ja se tem um filho com
sintomas graves como os da SXF. O diagnostico e identificacdo dos sintomas de
criancas com pré-mutacdo sdo muito importantes para o tratamento. A maioria das
criancas respondem bem a intervengdes medicamentosas € o tratamento precoce pode
auxiliar na prevencdo do desenvolvimento de ansiedade e depressdo, também comuns
em pacientes pré-mutados de idade avancada (Cornish et al., 2005; Farzin et al., 20006).
Pacientes com pré-mutacao, que ja foram relatados como portadores assintomaticos, nao

podem mais ser interpretados desta forma.

Pacientes zonas gray estdo muito préximos do normal, em termos de mutagao,
mas podem apresentar algumas deficiéncias, dificuldade de aprendizado e distirbio
comportamental (Mitchell et al., 2004). Num estudo na Tasmania, em meninos com
necessidade de educacdo especial, Mitchell et al. (2004) relataram que 3,45% destas
criangas apresentaram alelos na faixa da zona gray. Também Crawford et al. (1999)

apresentaram resultado similar: 4,4% de meninos com necessidade de educagdo especial
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apresentaram alelos zona gray, em populacao de americanos de raca branca. Alguns
autores interpretam pacientes zona gray como normais € consideram coincidéncia
quando os alelos zona gray estdo associados a dificuldade de aprendizado ou algum
atraso no desenvolvimento (Maddalena et al, 2001). Porém, deve-se estar atento a
presenca da dificuldade de aprendizado; ela pode estar relacionada a SXF e ¢

comumente encontrada em criangas em fase escolar.

2.6 Heranca e Padrao de Transmissao do Numero de
Repeti¢oes de CGG

A transmissao da repeticdo de CGG ¢ estavel em individuos normais, sem
nenhuma ou pouca variacdo no numero de repeti¢des de geracdo para geragdo. Em
geral, a SXF segue a regras tradicionais de heranca de doengas genéticas ligadas ao
cromossomo X. Metade dos descendentes de mulheres portadoras de pré-mutagdo, e
todas as filhas e nenhum dos filhos de homens pré-mutados receberdao a mutacgao

genética no gene FMR1.
Entretanto, o risco de expansdo da repeticdo de CGG de pré-mutagdo para

mutacdo completa (>200 repeticoes CGG) na SXF excede as normas tradicionais. A

transmissao da mutagcdo completa de mulheres pré-mutadas para sua prole € diretamente
correlacionada ao niimero de repeticdes de CGG e estd acima de 95% em alelos com
mais de 100 repeticdes de CGG (Heitz et al., 1992; Nolin et al., 2003). Este fendmeno
explica o que chamamos de “Sherman Paradox”, que se manifesta clinicamente como o
aumento do numero e propor¢do de individuos com retardo mental nas sucessivas
geracOes de familias portadoras da sindrome (Sherman et al., 1985). O menor tamanho
de repeticdo expandido para mutagdo completa registrado até agora em uma geracgao foi
o de 59 CGG (Nolin et al., 2003). O risco de expansdo de pré-mutacdo para mutagao
completa de homens para suas filhas ¢ raro, mas ja foi relatado. Tipicamente, 0 homem
pré-mutado passa para suas filhas somente a pré-mutagdo, com pequenas expansdes ou
contragdes (Zeesman et al., 2004). A maioria dos alelos pré-mutados possuem apenas
uma ou nenhuma inser¢cdo de AGG. Alelos com repeticdes de CGG “puras” sao menos
estaveis que aquelas com inser¢cdoes de AGG na seqiiéncia de bases (Eichler, Holden et

al., 1994).

Na zona gray ¢ incomum a instabilidade em transmissdes familiares (Oostra and

Willemsen 2003). Pequenos aumentos ou diminuigdes no nimero de repeti¢des de CGG
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podem ocorrer nas transmissdes, mas nunca foi observada a expansdao do alelo zona
gray para a mutacdo completa em uma geracdo. Também ndo ¢ considerado o risco de
disfungdes associadas a pré-mutag¢do, embora os dados de pesquisa nesta area sejam

limitados (Maddalena et al., 2001).

Frequentemente a segregacao familiar da mutacao no gene FMRI1 ¢ identificada
a partir de uma crianga com mutagdo completa para a SXF, com quadro clinico de
retardo mental ou atraso no desenvolvimento. Uma vez confirmada a muta¢do completa
para SXF, recomenda-se proceder a investigagdo familiar, o rastreamento de demais
portadores da sindrome na familia. Como ha risco de desenvolvimento tardio de POF e
FXTAS, aspectos éticos sdo relevantes no que diz respeito ao desejo dos familiares de
estarem cientes de sua condi¢cdo de portador da SXF, embora a identificagdo deles atue
na prevencao da transmissao da mutagdo para geragdes futuras. Como os profissionais
de saude, principalmente médicos geneticistas, estdo mais bem informados sobre os
fendtipos associados a pré-mutagdo POF e FXTAS, ¢ provavel que as familias possam

ser identificadas a partir destes diagnosticos (Sherman et al., 2005).

2.7 Padrao de Mosaicismo em Repeticoes de CGG e
Metilacao

As mutagdes completas do gene FMR1 sdo instdveis ndo somente na transmissao
entre geragdes, mas também nos tecidos de pacientes com SXF (instabilidade somaética).
Esta instabilidade gera diferentes tamanhos de repetigdes de CGG num mesmo paciente,
0 que ¢ chamado de mosaicismo. Esta variagdo somatica ¢ encontrada em ~15% dos
pacientes afetados e, na maioria destes individuos, ocorre em todos os tecidos. A pré-
mutagdo associada a mutagdo completa ¢ mais frequentemente encontrada, mas 1% dos
individuos afetados pela SXF apresentam mosaicismo com alelos de mutagdo completa
e alelos normais (Van Den Ouweland et al., 1994; Maddalena et al., 2001). O nivel de
metilacdo do gene mutado também pode variar e também se enquadra no padrdo de
mosaicismo. Alguns genes de pacientes com mutacdo completa sdo parcialmente
metilados ou completamente ndo-metilados (Feng et al., 1995; Jin e Warren, 2000).
Essas observagdes indicam que a expansao da repeticdo de CGG e a metilagdo sao
eventos separados, cuja associacao ainda nao ¢ muito clara. Os dois eventos descritos
influenciam na quantidade de FMRP produzida, que executa papel importante no

desenvolvimento cognitivo (Jin e Warren, 2000).
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Em resumo, os avancos moleculares para a caracterizagdo da SXF permitiram
sua associagdo com quadros clinicos variaveis, inclusive envolvendo outras doengas,
como ¢ o caso do autismo. O papel da FMRP tem se mostrado de importancia crucial
para o desenvolvimento de fungdes cognitivas em geral. O correto diagndstico de
individuos portadores e seus familiares €, portanto, muito importante ndo s para a
melhor caracterizacdo da doencga, mas também para a correta indicagdo terapéutica. O

Capitulo seguinte revisa, em linhas gerais, esses aspectos diagnosticos.



3. Diagnéstico Laboratorial da Sindrome
do X Fragil

Como os sinais ¢ sintomas da SXF podem ser semelhantes a outros casos de
atrasos e disturbios gerais de desenvolvimento, ¢ necessdria a confirmagdao do
diagnoéstico através do exame genético, com técnicas especificas para a sindrome
estudada. O exame para o diagnodstico da SXF ¢ um dos mais solicitados entre os testes
de pesquisa de doencas genéticas (Maddalena et al., 2001). Como existem diferentes
métodos e todas as técnicas apresentam suas vantagens e desvantagens, elas devem ser
escolhidas dependendo das caracteristicas clinicas de cada paciente e seu historico

familiar.

3.1 Técnicas de Diagndstico para a Sindrome do X Fragil

O genotipo de individuos com suspeita clinica, com sintomas caracteristicos da
sindrome ou com risco de serem portadores de pré-mutacdo, pode ser analisado pela
determinagdo do niimero de repeti¢des dos trinucleotideos CGG e/ou pela presenca ou

auséncia de metilacdo no gene FMRI1.

Testes que detectam o niimero de repetigdes de CGG sdo >99% sensiveis e

resultados positivos sdo 100% especificos (Maddalena et al., 2001). Para a analise
molecular sdo utilizadas as técnicas: Southern blotting, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR, Polimerase Chain Reaction) ¢ PCR especifica para metilagdo (ms-PCR,
methylation specific PCR). Em certas pesquisas ainda sdo utilizadas a PCR de
transcricao reversa (RT-PCR, reverse transcripton PCR) e o Sequenciamento do DNA.
Também estdo disponiveis a andlise cromossomica (exame citogenético, também
chamado de Cariotipo) e os testes de imunocitoquimica e imunohistoquimica, que

fornecem a porcentagem de proteina FMRP em células.

As principais caracteristicas técnicas para diagnostico da Sindrome do X Fragil

sdo apresentadas a seguir e resumidas na Tabela 3 ao final desta se¢ao.
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3.1.1 Andlise Citogenética

A andlise citogenética consiste no estudo numérico e morfologico de
cromossomos metafasicos e foi o primeiro método laboratorial de diagnostico descrito
para a SXF (Lubs, 1969). Para realizacao dessa técnica, também chamada de Caridtipo
para a Sindrome do X Fragil, as culturas celulares sdo incubadas em meios de cultura
deficientes em 4cido folico, que induz a fragilidade na regido Xq27.3 do cromossomo
(sitio fragil). Outros processos, de incubacdo e bandeamento “G”, permitem a
visualizacdo (Figura 2) e classificacdo dos cromossomos. A analise em microscopio
optico deve abranger no minimo 50 metafases em células de pacientes do sexo
masculino e 100 metafases em células de pacientes do sexo feminino, o que requer
algumas horas de trabalho especializado. Sabe-se que o método pode falhar na detecg¢ao
da fragilidade em mulheres e homens afetados pela sindrome, que podem nao apresentar
a fragilidade no cromossomo X. A presenga da pré-mutagdo ou zona gray nao ¢
detectada por esta técnica (Jacky et al., 1991). Devido a insuficiéncia de especificidade
e sensitividade, este método ndo ¢ recomendado para o diagnostico da SXF (Maddalena
et al., 2001). A principal vantagem do Cariotipo € a possibilidade de identificagdo de
outras alteragdes cromossomicas morfoldgicas ou numéricas, comumente encontradas

em individuos com retardo mental e outros disturbios cognitivos (Jacky et al., 1991).
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Figura 2. Visualiza¢do do sitio fragil no cromossomo X, regido Xq27.3 (seta), em
Caridtipo (Fonte: Laboratorio Neurogene, 2006. Comunicacdo pessoal).
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3.1.2 PCR e Southern Blotting

As ferramentas moleculares sdo as mais utilizadas para diagnostico da SXF. O
teste de triagem ¢ a PCR, que confirma a sua preferéncia pela facilidade e rapidez no
diagnéstico. E realizada a partir de iniciadores, seqiiéncias de DNA que flanqueiam uma

regido do gene, especificos para amplificacao da regido de interesse do gene FMRI.

A técnica de PCR ¢ um método in vitro que permite a amplificacdo de
seqiiéncias especificas de DNA. A mistura padrao de PCR contém: a amostra de DNA a
ser estudada, um par de iniciadores, a enzima termoestavel 7ag DNA Polimerase, ¢
quatro desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) em uma solucdo tampao. Os pares de
iniciadores utilizados devem ser complementares as extremidades da seqiiéncia de DNA
de interesse. A primeira etapa da reagdo de PCR ¢ o aquecimento para desnaturagdo da
dupla fita de DNA, seguida da ligag¢do dos iniciadores (annealing ou “anelamento’) nos
locais complementares especificos e da extensdo do DNA pela enzima. Cada série de
desnaturagdo, anelamento e extensdo, que ocorrem em diferentes temperaturas, ¢
chamada ciclo. As seqiiéncias de DNA de interesse sdo produzidas exponencialmente,
pois os produtos formados a cada ciclo sdo utilizados pelos iniciadores na producao de

novas seqiiéncias do DNA alvo no ciclo seguinte (Rose, 1991).

Vérias condigdes de PCR, pares de iniciadores e métodos de separacdo e
deteccdo dos alelos ja foram descritos para diagndstico laboratorial da SXF.
Teoricamente, todas as reacdes de PCR, para pesquisa de qualquer loco, podem falhar
na detecgdo de um alelo se existir um polimorfismo no local de anelamento do
iniciador. Porém, nao hé qualquer polimorfismo conhecido que afete os iniciadores
comumente utilizados no diagnostico da SXF (Maddalena et al., 2001; Oostra e

Willemsen, 2001).

Dependendo do numero de repeticdes de CGG presente no gene, os produtos da
reacdo de PCR apresentam diferentes tamanhos, o que ¢ indicativo do numero de
repeticdes de CGG presente no alelo de cada individuo testado. Regides ricas em
citosina e guanina sdo de dificil amplificacdo e condigdes especiais sdo necessarias.
Nestas regides ha a formagdo de estruturas secundarias, hairpins, reconhecidas pela
DNA polimerase como sitios de pausa, ocorrendo amplificacdes incompletas e
resultando em produtos da PCR com multiplas bandas. A utilizagdo de 7-deaza-2’-
deoxiguanosina trifosfato (7-deaza-dGTP), DMSO (dimetilsulfoxido) e betaina

diminuem a formacdo de estruturas secundarias e aliviam estas pausas (Innis M A,
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1990; Henke et al., 1997). A eficiéncia da reagdo de PCR na SXF ¢ inversamente
proporcional ao nimero de repeticdes de CGG. Quanto maior a mutagdo (expansdo do
gene) menor a confiabilidade da amplificagdo pela técnica. As andlises por PCR tém
baixa sensitividade na deteccdo de alelos com pré-mutacdo e mutagdo completa.
Algumas técnicas de PCR se empenham na defini¢ao destes alelos, mas normalmente
incluem etapa de hibridizacdo previamente a visualizacdo final do resultado, o que
encarece, dificulta e aumenta o tempo de andlise. Além disso, ndo ¢ possivel identificar
a diferenga entre pacientes do sexo feminino homozigotas com alelos normais e aquelas
com um alelo normal e um segundo alelo pré-mutado, ndo amplificavel, sendo os
resultados, portanto, inconclusivos. Um por cento dos individuos afetados pela SXF
apresentam mosaicismo com alelos de mutacdo completa e alelos normais, estes

amplificaveis em testes PCR, o que pode gerar um resultado falso positivo (Maddalena

et al., 2001).

Foi descrita recentemente, por Saluto et al, em 2005, a técnica de Enhanced
PCR que resulta num diagndstico conclusivo para pacientes do sexo feminino com até
~160 repetigdes CGG, e pacientes do sexo masculino com até ~330 repetigdes CGG.
Além da amplificagdo de alelos pré-mutados em mulheres e mutados de baixa expansao
em homens, outra vantagem desta nova técnica ¢ a utilizacdo de uma reacdo de PCR
simples com visualizag¢do direta dos resultados em gel de agarose, sendo desnecessario

o emprego da hibridizacdo e material radioativo.

A andlise do gene FMRI1 por Southern blotting é também baseada na
identificacao do ntimero de repeti¢des de CGG do gene FMRI1. O teste combina o uso
de enzima de restricdo, EcoRI, com sonda de CGG,, sonda StB12.3 ou sonda
equivalente, que permite a identificacdo de alelos em todas as faixas, incluindo os pré-
mutados de grande expansdo e os com mutagdo completa do gene FMR1 (Rousseau et
al., 1991). Os fragmentos de DNA resultantes da digestdo enzimatica sdo submetidos a
corrida de eletroforese em gel de agarose juntamente com um marcador de peso
molecular conhecido. O DNA ¢ transferido para membrana de nylon e hibridizado com
a sonda marcada com material radioativo ou quimioluminescente, conforme descrito
recentemente por (Gold et al., 2000), evitando a manipulagao de material radioativo em

laboratorios.

A técnica informa se o paciente ¢ afetado ou ndo e pode detectar todos os

tamanhos de expansdo de CGG, mas ndo fornece o numero exato das repeticdes, o que
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dificulta a diferenciagdo entre pacientes zona gray e pré-mutados de baixa expansao.
Esta dificuldade se acentua no diagndstico de mulheres. O grau de separagao entre dois
alelos de tamanho normal pode ser idéntico ao de um alelo normal e outro zona-gray ou
pré-mutado de baixa expansdo. A técnica também identifica a presenca ou auséncia da
metilagao no gene. Quando utilizada enzima de restricdo sensivel a metilagdo, como a
Eagl ou Nrul, hé falha no corte do DNA metilado, o que diferencia alelos metilados e
nao metilados. E um exame de alto custo, laborioso, que requer grande quantidade de
DNA gendmico purificado e, que em alguns protocolos, exige a manipulagdo de
material radioativo. Consequentemente, seu uso € inconveniente como diagndstico de
rotina, especialmente como teste de triagem (Oostra e Willemsen, 2001; Biancalana et

al., 2006).

A combinagdo de métodos de PCR e Southern blotting para o diagndstico
conclusivo da Sindrome do X Fragil ¢ confiavel, mas muitas vezes invidvel pelo longo
tempo de analise necessario para definicdo do diagndstico. Muitos laboratorios utilizam
a PCR como triadora, e recorrem ao Southern blotting somente em amostras de
pacientes do sexo masculino que falham na amplificacdo do alelo ou naquelas de

pacientes do sexo feminino que apresentam um unico alelo normal.

3.1.3 PCR para Pesquisa da Metilacdo

Os testes moleculares de pesquisa da metilagdo no gene FMR1 sdo baseados na
analise do DNA gendmico modificado por tratamento com bissulfito e posterior analise
eletroforética para definicdo de presenca ou auséncia de metilacdo na seqiiéncia alvo
estudada. O tratamento do DNA com bissulfito converte as repetigoes de trinucleotideos
de gene FMRI ndo-metiladas de 100% G:C pares de bases (5- CCG -3, fita
complementar) para 33% G:C (5'- TTG -3") e o DNA metilado, convertido a ~67% G:C
(5’- TCG -3"). Este tratamento, além de permitir a diferenciag¢ao entre alelos metilados e
nao metilados, reduz a dificuldade de amplificacdo da repeticdo de CGG por PCR.
Apesar disso, grandes expansdes de CGG ainda sdo obstaculos para amplificacdo e
deteccdao, mesmo apoés tratamento com bissulfito, especialmente em mulheres, pois ha a

amplificacdo preferencial do alelo existente na faixa da normalidade (Zhou et al., 2004).

Zhou et al., em 2004, descreveram técnica de ms-PCR (methylation specific
PCR, PCR especifica para metilagdo), que além de diferenciar seqiiéncias metiladas de
ndo metiladas, define a presenca de alelos normais, pré-mutados ou com mutagdo

completa em individuos do sexo masculino e feminino. A técnica aplica um triplo PCR,
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inicialmente com uma reagdo de PCR que detecta os alelos ndo-metilados normais e
pré-mutados, seguido de duas reagdes de PCR utilizadas na classificagdo dos alelos
metilados, normais, pré-mutados e com mutacdo completa visualizados em gel de
agarose corado com brometo de etidio. No diagnostico por metilagdo em individuos do
sexo feminino, ¢ esperada a visualizagdo de alelo na faixa da normalidade metilado,

referente ao cromossomo X inativado.

Outra técnica de ms-PCR, baseada na analise por fluorescéncia do produto da
PCR especifico para metilacdo, foi descrita em 2006. Realiza-se a reagdo de PCR com
iniciadores marcados com fluorescéncia, complementares a seqiiéncia de DNA,
modificada pelo tratamento com bissulfito, metilada e nao-metilada. Os produtos da
PCR sdo submetidos a eletroforese capilar e as mutagdes do gene FMR1 determinadas
por uma combinagdo de andlise de picos de fluorescéncia e eletroferograma analisados
pelo software GeneScan®. Alelos normais, pré-mutados e com mutacdo completa
apresentam diferentes padrdes de picos no resultado do GeneScan eletroferograma,
permitindo a identificag@o e diferencia¢do de cada tipo de alelo para o diagnostico final

(Zhou et al., 2006).

A ms-PCR para diagndstico da SXF pode ser um método alternativo ou
complementar do estudo por Southern blotting. Apesar de ser um método confiavel, a
ms-PCR exige a utilizagdo de materiais e equipamentos de alto custo e de muito tempo

para finalizacdo da analise, dificultando a sua utilizagdo como método de triagem.

3.1.4 PCR de Transcrigdo Reversa

Uma técnica para analise quantitativa da transcricdo reversa do mRNA por
fluorescéncia (RT-PCR, revese transcription PCR, PCR de transcri¢do reversa) pode ser
empregada em pesquisas de expressdo génica. O método de PCR de transcri¢do reversa
quantitativo-fluorescente ¢ preciso e confiavel. Emprega sonda de hibridizag¢ao
fluorogénica e detecta fluorescéncia em tempo real. Durante os ciclos da PCR, a
intensidade da fluorescéncia ¢ captada e o nimero de copias do mRNA determinado
quantitativamente (Heid et al., 1996). Sabe-se que a expressdo de mRNA em leucdcitos
de individuos portadores da pré-mutagdo ¢ maior que em individuos normais. Este
aumento foi observado naqueles com repetigdes de CGG entre 100 e 200 (Tassone et
al., 2000). O método ¢ empregado apenas em pesquisas, pois ndo define o diagndstico e
a classificacdo dos pacientes. A expressao do gene FMR1 segue um mesmo padrdo em

individuos normais, zona gray e pré-mutados com expansao até 100 repeticdes de CGG.
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3.1.5 Sequenciamento do DNA

Meétodos automaticos para sequenciamento da regido das repeticdes de CGG
também podem ser aplicados para diagnoéstico da sindrome. Em uma minoria de
individuos com SXF, outros mecanismos que nao a expansdo de CGG, como delegdes
ou mutagdes de ponto, sdo responsaveis pelas manifestacdes da doenca. Nestes casos
sdo indicados estudos especificos, como o sequenciamento do gene FMR1 ou regides do
gene. (Sherman et al., 2005). Porém, a técnica ¢ mais utilizada em pesquisa, devido ao

alto custo de equipamento e material de consumo.

3.1.6  Teste de Imunocitoquimica

O ensaio de imunocitoquimica, descrito por Willemsen em 1995, informa o
percentual de FMRP em linfocitos das amostras de sangue analisadas. O teste ¢
realizado em trés etapas de imunoincubagdo: anticorpo monoclonal contra FMRP,
biotina, ¢ pelo complexo estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina. Os linfécitos sdo
visualizados em microscopio Optico e determina-se o percentual através do numero de
linfocitos positivos, que apresentam coloragdo avermelhada (Figura 3). Pacientes
afetados possuem de 0 a 15% de FMRP, enquanto pessoas normais apresentam de 80 a
100%. A técnica é eficaz no diagnostico de pacientes afetados do sexo masculino
(Willemsen et al., 1995; Willemsen et al., 1997). O método requer sangue fresco, o que
pode ser uma das principais limitacdes para o uso rotineiro em laboratérios de
diagnéstico. E utilizado em analises de larga escala, pesquisas, ou em casos de dificil
diagnéstico, por exemplo em pacientes de clinica sugestiva, mas com alelo normal

amplificado por PCR.

b)

Figura 3. Esquema representativo da técnica de Imunocitoquimica. a) representacao de
linfocito positivo para FMRP. b) visualizacdo de células em microscopio Optico. 1.
linfécito positivo (halo vermelho), 2. linfécito negativo e 3. outra célula (Fonte: Serpa,
2006. Comunicagao pessoal).
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3.1.7  Teste de Imunohistoquimica

O teste de pesquisa que detecta a presenca ou auséncia da proteina FMRP
também pode ser utilizado como um método alternativo no diagnostico pré-natal, em
amostras de vilo corial, na indicacdo de mutagdo completa em fetos do sexo masculino.
O método nao ¢ recomendado no diagndstico pré-natal de fetos do sexo feminino, caso
em que a mesma amostra do vilo corial destes fetos podem se apresentar em um
momento como completamente positiva e, em outro, negativa. Os autores atribuem este
fendmeno a inativacdo do cromossomo X em células de fetos do sexo feminino

(Willemsen et al., 2002).
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Tabela 3. Finalidade, vantagens e desvantagens dos métodos de diagndstico da SXF.

Método Pesquisa de: Vantagens Desvantagens
Cariodtipo Fragilidade loco Identificagdo de Longo tempo de analise
FRAXA, anomalias Risco de falso negativo
cromossomo X cromossdmicas Nao diferencia FRAXA
de FRAXE
Nao detecta pré-
mutagao e zona gray
Nao detecta mutacoes
de ponto
PCR Numero de Rapidez Risco de resultado
repeticdes de CGG  Sensibilidade inconclusivo
no gene FMR1 Pouco DNA Nao detecta mutagoes
Precisdo no nimero de de ponto
CGG
Detecgdo de zona gray e
pré-mutagdo* (J e Q)
Southern blotting | Numero de Confiavel para homens  Longo tempo de analise
repeticoes de CGG e mulheres Muito DNA
no gene FMR1 Manipulagao de
radioativo
Nao detecta mutagdes
de ponto
Alto custo
Sequenciamento Seqiiéncia de DNA  Identifica mutagdes de Alto custo
do gene FMR1 ponto
Confiavel para homens
e mulheres
ms-PCR Metilacdo no gene  Diagndstico de afetados  Nao detecta mutagdes
FMR1 de?) de ponto
Exame alternativo ou Longo tempo de analise
complementar ao Alto custo
Southern blotting
RT-PCR mRNA produzido Estudo de expressdo Pouco utilizada para
pelo gene FMR1 génica diagnostico
Imunocitoquimica | FMRP em células Diagnéstico de afetados  Confiavel apenas para
homens
Necessidade de amostra
fresca
Imunohistoquimica | FMRP em tecidos Diagnéstico pré-natal Confiavel apenas para

homens
Necessidade de amostra
fresca

*Pré-mutacdo ndo evidenciada por todas as técnicas de PCR.
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3.2 Individuos que Devem Ser Testados para a Sindrome
do X Fragil

Devem ser submetidos a testes para pesquisa de mutacdo no gene FMRI1, loco
FRAXA, todos os individuos de ambos os sexos que tenham retardo mental, atraso no
desenvolvimento, ou autismo. Principalmente se esses sintomas forem acompanhados
de qualquer caracteristica fisica ou comportamental da SXF, ou que possuem familiares
com retardo mental ndo diagnosticado ou histérico familiar para a SXF. Também devem
ser testados os individuos com familiares diagnosticados como portadores da SXF.
Nestes casos ¢ recomendado o aconselhamento genético e avaliagdo do risco de também
serem portadores da sindrome e possivel transmissdo para futuras geragdes (Sherman et
al., 2005). Se uma mulher tem falha ovariana precoce (POF), o teste de DNA para
avalia¢ao da pré-mutacdo no gene FMR1 deve ser considerado como parte da avaliagao
da infertilidade e previamente a fertilizacdo in vitro. Também devem estar sob
investigacdo da pré-mutagdo aqueles pacientes, principalmente homens, com tremor e

ataxia, para descartar a possibilidade do FXTAS.

A SXF pode estar presente em 0,8% dos individuos com autismo, 0,5% em
criancas em fase escolar com atraso na fala, 0,56% de individuos com retardo mental e
0,9% daqueles com retardo mental ndo-especifico. Estas freqiiéncias podem parecer
baixas para justificar uma andlise laboratorial para pesquisa da SXF nestes pacientes.
Entretanto, ¢ importante salientar que estas condigdes sdo muito comuns na populagao
em geral e um estimulo precoce tem grande influéncia no prognostico dos pacientes.
Além disso, o diagndstico da SXF abrange toda a familia, e pode ser realizada a
pesquisa dos demais familiares para auxiliar no aconselhamento genético e diminuir os

riscos de propagacao da doenga nas geragdes futuras (Steiner et al., 2005).

3.3 Aconselhamento Genético e Tratamento da Sindrome
do X Fragil

Pacientes quando ndo propriamente diagnosticados sao muitas vezes submetidos
a tratamentos inadequados, agravando ainda mais o quadro clinico. Uma vez realizado o
diagnostico laboratorial de um paciente e detectada a presenga da mutacao, ¢ importante
o aconselhamento genético familiar e a continuidade da investigacdo molecular nos
demais membros da familia. E muito importante lembrar que muitas vezes pacientes
com pré-mutacgao e zona gray podem nao apresentar sintomas, ou podem estes ndo estar

claramente relacionados com uma sindrome genética, por exemplo a POF. Pediatras e
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professores estdo diretamente envolvidos no diagndstico, tratamento e decisdes
educacionais de criancas com a SXF. E fundamental a divulga¢do no meio médico e
escolar. A informagdo pode melhorar o direcionamento do tratamento e estimulo

educacional de cada crianga (Lee et al., 2005).

Embora existam inumeras técnicas moleculares atualmente disponiveis para o
diagnostico da SXF, ha ainda a necessidade de ter em um procedimento um resultado
que seja ao mesmo tempo confidvel e de baixo custo. A técnica de Enhanced PCR é,
portanto, uma boa alternativa a ser considerada, tendo em vista a ampla disseminacao
dos métodos de PCR e por melhorar significativamente a confiabilidade dos resultados,
conforme serd demonstrado no Capitulo 5 (Resultados e Discussao). O Capitulo 4, a
seguir, detalha os procedimentos das técnicas de PCR utilizadas neste trabalho, bem

como os outros procedimentos adotados para a coleta e tratamento das amostras.



4. Materiais e Métodos

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos laboratoriais e técnicas utilizadas
no diagnoéstico da SXF dos sujeitos da pesquisa (122 individuos: 100 do sexo feminino e
22 do sexo masculino). As etapas praticas da pesquisa foram realizadas no Neurogene
Laboratorio, Florianopolis, SC, que disponibilizou equipamentos e espaco fisico para o
desenvolvimento desta pesquisa. Também estdo apresentados os métodos de andlise

estatistica utilizados para verificagdo de validagdo do estudo.

Para realiza¢dao deste trabalho, o projeto de pesquisa de mestrado foi submetido a
apreciacio pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Santa Catarina e aprovado sob o nimero 120/06. Os sujeitos da pesquisa foram
selecionados ao acaso, de grupo um de pacientes avaliados clinicamente, ¢ encaminhados
ao Laboratorio Neurogene nos anos de 2005 e 2006 para estudo molecular da Sindrome do
X Fragil. Todos os participantes foram informados sobre beneficios e riscos da
participacdo nesta pesquisa, verbalmente e por escrito, pelo termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) que foi assinado pelos proprios participantes ou responsaveis. Foram
também analisados na pesquisa os registros de dados dos pacientes referentes a idade,

sexo, procedéncia e indicagdo clinica.

O numero de repetigdes de trinucleotideos (CGG) foi determinado a partir do DNA
genodmico por duas técnicas de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR): PCR de Triagem
(PCR-T), de acordo com Fu e colaboradores (1991), e PCR para Pré-mutagdo (PCR-P), de
acordo com Saluto e colaboradores (2005). Para comparacao e avaliagdo da eficiéncia dos
métodos de PCR de Triagem e PCR para Pré-mutagao, foram analisados os resultados dos
procedimentos de PCR das 122 amostras de DNA gendmico, provenientes de pacientes
com indicagdo clinica para a Sindrome do X Fragil. Um paciente do sexo masculino foi
também avaliado pela anélise citogenética, devido a suspeita de ser portador da Sindrome
de Klinefelter, e outros seis pacientes (cinco do sexo feminino e um do sexo masculino)

analisados também pela técnica de Southern blotting, por indicagdo médica.



Materiais e Métodos 29

41 Amostragem
Foram analisadas amostras de sangue provenientes de 122 individuos, sendo 100 do
sexo feminino e 22 do sexo masculino, com indicacdo clinica para a SXF. Nas indicacdes

clinicas estdo presentes a suspeita clinica da SXF e/ou o histoérico familiar da sindrome.

As caracteristicas mais comuns nos pacientes analisados com suspeita clinica
foram: atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM), hiperatividade, déficit de
atencdo, transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDA-H), déficit de

aprendizagem, retardo mental, atraso da fala e linguagem e distirbio de comportamento.

Dentre os individuos com historico familiar para a sindrome alguns apresentaram
caracteristicas clinicas da doenca, outros ndo; alguns individuos apresentavam historico
familiar de retardo mental ligado ao cromossomo X; outros foram analisados por

necessidade de investigagdo familiar da SXF.

4.2 Extracao do DNA Gendomico

O material biologico (sangue) dos pacientes foi coletado em tubos com
anticoagulante EDTA. O DNA gendmico foi extraido de 300 pl do sangue total conforme
protocolo do kit de extragdo de DNA Puregene DNA Blood Kit (Gentra Systems,
Minneapolis, MN, USA). O DNA foi quantificado por comparacao visual ao marcador de
peso molecular conhecido (500 pg Lambda DNA, Invitrogen Life Technologies, Carisbald,
CA, USA) em diferentes concentragdes, diluido nas concentragdes finais de 10 e 20 ng/ul e

estocado a temperatura de -20°C para posterior utilizagdo nas técnicas de PCR.

4.3 Protocolo da Técnica de PCR de Triagem (PCR-T)

A técnica de PCR para pesquisa da SXF foi descrita em 1991, por Fu et al, e ¢
amplamente utilizada em laboratorios de genética molecular humana como triagem inicial
para o diagnostico da sindrome. O método ¢ nesta dissertacdo denominado de PCR de
Triagem (PCR-T). Neste trabalho, a técnica foi utilizada com adaptagdes, sendo a principal
delas a substituicido de um dos iniciadores sugeridos pelo autor, o iniciador F, pelo
iniciador 2, de Pergolizzi e colaboradores (1992). O anelamento dos iniciadores F e 2
ocorre em posi¢des muito proximas no gene, sobrepostas em algumas bases (Ver Figura 4)

e os produtos finais da PCR diferem em apenas 23 pares de bases. Esta substituicdo foi
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considerada confiavel e, portanto, ndo prejudicial as avaliacdes de diagnostico dos
pacientes. A substituicdo de iniciadores ¢ o protocolo regular seguido no Laboratdrio
Neurogene na realizacdo do diagnodstico de triagem da SXF, que foi implantado devido a
confiabilidade dos resultados obtidos e disponibilidade dos materiais. Outra adaptacdo foi a
visualiza¢ao de resultados diretamente em gel de poliacrilamida corado com nitrato de
prata, excluindo a etapa de hibridizacdo do gel que faz uso de material radioativo ou

quimioluninescente, o que torna o método laborioso e de alto custo, dificultando sua

utilizagdo como método de triagem.

Iniciador C e Iniciador F

13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041

5/

gagcccgcgg
cagcgggccg
tggagggccyg
gaggcgccgce
ggaggcggcg

ggggagggaa
ggggttcggce
cctctgageg
tgccaggggg
gcggcggcgyg

cagcgttgat
ctcagtcagg
ggcggcgggce
cgtgcggcag
cggcggcggce

cacgtgacgt
cgctcagctce
cgacggcgag
cgcggcggcg

ggtttcagtg
cgttteggtt
cgcgggcggce
gcggcggcgg

tttacacccg
tcacttcecgg
ggcggtgacg
cggcggeggce

ggctgggcct

ctcgggggcg
aagtgcgggg
tcgcceccttee

ggctcccggce
ctccaatggc
ttcccteect

Iniciador C e Iniciador 2

13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041

5/

gagcccgcegg
cagcgggccg
tggagggccyg
gaggcgccgce
ggaggcggcg

ggggagggaa
ggggttcggce
cctctgagecg
tgccaggggyg
gcggcggcgyg

gctagcaggg
gctttctaca

tttcttcttg

cagcgttgat
ctcagtcagg
ggcggcgggce
cgtgcggcag
cggcggcggce

ctgaagagaa
aggtacttgg
gtgtcggcgg

cacgtgacgt
cgctcagcte
cgacggcgag
cgcggcggcyg

cgagcgcccg
gatggaggag
ctctagggca
gaggcaggcc

ggtttcagtg
cgttteggtt
cgcgggcggce
gcggcggcgg

cagcccacct
ctggtggtgg
ggccccatct
cggggccctce
3!

tttacacccg
tcactteccgg
ggcggtgacg
cggcggcggce

ggctgggcct

ctcgggggcg
aagtgcgggg
tcgcceccttcee

ggctcccggce
ctccaatggc
ttcccteect

gctagcaggg
gctttctaca

tttcttcttg

ctgaagagaa
aggtacttgg
gtgtcggcgg

cgagcgcccg
gatggaggag
ctctagggca
gaggcaggcc

cagcccacct
ctggtggtgg
ggccccatct
cggggccctce
3/

Figura 4. Local de anelamento dos iniciadores C, F e 2 no gene FMR1, em negrito, e repeti¢des de
cgg, em itdlico sublinhado.

Nos procedimentos das reagdes PCR foram utilizados dois controles: o negativo e o
branco. O controle negativo ¢ realizado a partir de uma amostra de DNA de paciente
normal para a Sindrome do X Fragil, portanto com alelo amplificavel, e garante que as
reagOes desenvolvidas procederam com sucesso. O controle branco ¢ realizado na auséncia

de DNA e deve resultar na auséncia de amplificacdes. Este controle garante que as
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amplificacdes ocorridas durante a PCR sdo especificas para a Sindrome do X Fragil e estao

livres de qualquer contaminagao.

43.1  Amplificacdo da Seqiiéncia Alvo por PCR-T

A amplificacdo da seqiiéncia de interesse do gene FMRI1 ocorreu em reagdo de
volume total de 15 pl, contendo 0,4 uM do iniciador C (5 gctcagctccgtttcggtttcacttccggt
37), 0,4 uM do iniciador 2 (5 tcctecatcttetettcageeet 37), 300 uM de dNTPs, 150 uM 7-
deaza-dGTP, 1 U da enzima Taq DNA Polimerase (CENBIOT-Enzimas, Centro de
Biotecnologia, UFRGS), 10% DMSO, 1,30 ul de tampao 10X fornecido pelo fabricante da
enzima, 2,5 mM de MgCl, e 50 ng de DNA genomico. Esta solucao foi submetida a ciclos
de temperatura, em termociclador (MiniCycler MJ Research, Watertown, MA, USA).
Inicialmente ocorreu a desnaturagdo a 92°C por 3 min, seguida de 30 ciclos a 97°C por 30
segundos (desnaturagdo), 61°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensao) e
finalizada com extensao a 72°C por 5 minutos. O tamanho final esperado de cada produto
da PCR ¢ de 198 pares de bases (excluindo as repeticdes de CGG). A seqiiéncia dos
iniciadores estd apresentada na Tabela 4 e os seus locais de anelamento no gene FMRI1

representado na Figura 4.

Tabela 4. Iniciadores utilizados na amplificagdo dos alelos do gene FMR1 pelas técnicas
de PCR-T e PCR-P.

Técnica | Iniciador Segiiéncia 5°— 3’ Identificagao do  Tamanho do
Nucleotideo no Produto
GenBank Amplificado
PCR-T C gctcagctecegttteggtttcactteeggt 13711 — 13.741 198 + 3n
2 tcctccatcttectettcageect 13.946 — 13.969
PCR-P C gctcagctecegttteggtttecactteeggt 13,711 — 13.741 221+ 3n
F agccccgcacttccaccaccagctcectcecea 13.963 — 13.992

n = namero de trinucleotideos (CGG).

4.3.2  Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a seguinte mistura: 7,5 ul
do produto da PCR, juntamente com 3 pl do tampao de corrida (azul de bromofenol
0,25%, xileno cianol 0,25% e glicerol 30%). O gel foi preparado com 3,7 ml de agua, 1,0
ml de bisacrilamida 31 %, 1,20 ml de TBE (tris, 4cido borico e EDTA) 5X, 3,75 ul de
Temed (Invitrogen Life Technologies, Carisbald, CA, USA) e 75 ul de perssulfato de

amonio 10%, aplicado entre placas de vidro de 10 cm por 7 cm, previamente limpas, e
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permitida a polimerizagdo a temperatura ambiente por no minimo 30 minutos. A
eletroforese ocorreu a 100 V por aproximadamente 60 minutos em aparato vertical de
eletroforese (Mini - V 8.10, GibcoBRL, Gaithersburg, MD, USA), contendo tampao TBE
1X. No gel também ¢ acrescido um marcador de peso molecular conhecido para posterior

comparacao do tamanho do fragmento analisado.

4.3.3  Visualizacdo dos Produtos da PCR e Determinacdo do Niimero de
Repeticoes de CGG

Apds o procedimento de eletroforese, o gel de poliacrilamida é corado com nitrato
de prata para visualizacdo dos resultados. S@o utilizadas as solugdes de acido acético 10%,
solugdo de coloragdo, contendo nitrato de prata e formaldeido 37% e a solugdo de
revelagdo, com carbonato de sodio, tiossulfato de sddio e formaldeido 37%. Esta coloracao
permite a visualizagdo permanente dos fragmentos revelados, desde que o gel seja

armazenado em local seco e manipulado com cuidado.

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). Com o tamanho do fragmento em pares de bases
¢ possivel calcular o valor aproximado do numero de repeticdes de CGG presente em cada
amostra analisada. Para tanto se subtrai o valor esperado do produto da amplificacdo sem a
repeti¢ao do trinucleotideo CGG (198 pares de bases), que se refere a soma do nimero de
bases de cada iniciador (Iniciador C e Iniciador 2) e o niimero de bases que flanqueiam a

regido de repeticdes de CGG do gene FMRI1 (Figura 4).

O diagnostico ¢ definido pelo numero de repeticdes de CGG, que enquadra o
paciente em uma das categorias de classificacdo da SXF: normal, zona gray, pré-mutado
ou afetado. Ha a possibilidade de o diagndstico ser inconclusivo quando mulheres
apresentarem somente um fragmento amplificado ou homens ndo apresentarem qualquer
fragmento amplificado, sendo neste caso além de inconclusivo, sugestivo da presenga da
mutag¢do completa, ou seja, de que o paciente ¢ afetado pela sindrome. A Figura 5 mostra
um esquema representativo da visualizagdo dos produtos de PCR-T e PCR-P nos géis de

poliacrilamida e agarose.
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350 pb —

MPM 1 2 3 4 5 6

350 pb —

b) MPM 1 2 3 4 5 6 7 R

Figura 5. a) Representacao da visualizagdo dos produtos de PCR-T em gel de poliacrilamida. b)
Representagdo da visualizagdo dos produtos da PCR-P em gel de agarose. Resultados de
pacientes normais do sexo masculino estdo representados nas fileiras 1, zona gray nas fileiras 3,
inconclusivo nas fileiras 5, e pré-mutacao na fileira 7. Resultados de pacientes normais do sexo
feminino estdo representados nas fileiras 2, zona gray nas fileiras 4, inconclusivo nas fileiras 6, e
pré-mutagao na fileira 8. “MPM” se refere a marcador de peso molecular e “pb” a pares de bases.

44 Protocolo da Técnica de Enhanced PCR ou PCR para
Pré-mutac¢ao (PCR-P)
A Enhanced PCR, descrita por Saluto et al., em 2005, foi selecionada para

utilizacao nesta pesquisa devido ao seu compromisso de amplificacdo de fragmentos de até
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~330 repeticoes de CGG (mutacdo completa de baixa expansdo) em pacientes do sexo
masculino e fragmentos de até ~160 CGG (pré-mutacdo) no sexo feminino. Esses
resultados sdo considerados muito satisfatorios para técnicas de PCR no diagndstico da
SXF. Por estas consideracgdes, a técnica foi neste trabalho denominada de PCR para Pré-

mutacao (PCR-P).

441  Amplificacdo da Seqiiéncia Alvo por PCR

As reagdes de PCR foram conduzidas com os iniciadores C
(5 gctcagetccgtttcggtttcacttecggt 37) e F (57agecccgceacttecaccaccagetecteca 37) (Fu et al.,
1991). O volume total da reagao foi de 30 pl, contendo os produtos do kit Expand Long
Template PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), utilizado o tampao 2 e
1 U da enzima, 500 uM dNTPs, 2,0 M de betaina (Betaine B0300, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), 0,33 uM de cada iniciador ¢ 20 ng de DNA gendmico. A adi¢ao de 7-
deaza-dGTP ou combinagdo de 7-deaza-dGTP e betaina ao mix da reagdo nao sao
indicadas nesta técnica, pois ndo melhoram a amplificagdo e pode levar a auséncia total de
produto de PCR (Saluto et al., 2005). As reacdes seguiram os ciclos de temperatura a
seguir: desnaturagdo a 98°C por 10 minutos (conforme sugerido pelo fabricante Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany); 10 ciclos a 97°C por 35 segundos (desnaturagdo),
64°C por 35 segundos (anelamento), 68°C por 4 minutos (extensdo); 25 ciclos a 97°C por
35 segundos, 64°C por 35 segundos, 68°C por 4 minutos, acrescendo a este ultimo 20
segundos a cada novo ciclo; e finalizado com extensao a 68°C por 10 minutos. O tamanho
final esperado de cada produto da PCR ¢ de 221 pares de bases (excluindo as repeticdes de
CGQ). A seqiiéncia dos iniciadores estd apresentada na Tabela 4 e os seus locais de

anelamento no gene FMR1 representado na Figura 4.

4.4.2  Eletroforese em Gel de Agarose

Quinze pl do produto da PCR, juntamente com 2 pl do tampao de corrida (azul de
bromefenol 0,03%, xileno cianol 0,03% e laranja G 0,4%) foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2%, contendo 0,05 mg de brometo de etidio. O gel foi previamente
preparado pela diluicao de 2 g agarose (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
em TAE (tris, acido acético e EDTA) 1X q.s.p. 100 ml, seguida de aquecimento a 60°C. A

solucao foi vertida em aparato horizontal para eletroforese (Horizon 11.14, GibcoBRL,
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Gaithersburg, MD, USA) e foi permitida a polimerizacdo 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).

4.4.3 Visualizacdo dos Produtos da PCR e Determinacdo do Niimero de
Repeticoes de CGG

Terminado o processo de eletroforese, os produtos da PCR foram visualizados em
transluminador ultravioleta ¢ o tamanho de cada fragmento obtido (banda) comparado a
um marcador de pares de bases conhecido (50 bp DNA Step Ladder, Promega Corporation,
Madison, WI, USA). Com o tamanho do fragmento em pares de bases € possivel calcular o
valor aproximado do numero de repeticdes de CGG presente em cada amostra analisada.
Para tanto se subtrai o valor esperado do produto da amplificagdo sem a repeticdo do
trinucleotideo CGG (221 pares de bases), que se refere a soma do numero de bases de cada
iniciador (Iniciador C e Iniciador F), e o numero de bases que flanqueiam a regido de
repeti¢des de CGG do gene FMRI1 (Ver Figura 4). O diagnostico ¢ definido pelo ntimero
de repeticoes de CGG, a visualiza¢do dos fragmentos amplificados esta representada na

Figura 5 e segue o mesmo protocolo descrito para a técnica de PCR-T.

4.5 Analise Estatistica

A andlise estatistica de dados certifica se os resultados de uma pesquisa sdo
significativos, isto ¢, se representam a realidade ou se variaram ao acaso. Ao analisar dados
de uma pesquisa, o objetivo € retirar a melhor conclusdo possivel das informagdes obtidas
ao final de um experimento. Diferencas importantes podem estar mascaradas por variagao
biologica ou imprecisdo experimental. Isto dificulta a distingdo entre o que ¢ real e o que
variou ao acaso. A inclinagdo natural ¢ concluir que as diferencas sdo reais € minimizar a
contribuicdo de variabilidade aleatoria. O rigor estatistico previne estes erros (Graphpad,

Copyright 1992-1998).

Os dados obtidos nesta pesquisa foram submetidos a testes estatisticos nao-
paramétricos e paramétricos, dependendo das informagdes a analisar. O teste de X2 (Chi

quadrado) foi utilizado na analise de significancia de diferengas entre dois grupos, ¢ a

prova de McNemar Chi quadrado foi aplicada na analise de significancia de mudangas em
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ensaios com duas amostras relacionadas (Siegel, 1975). Na comparacdo de medidas
resultantes de dois métodos, foi utilizado o teste de Bland & Altman. Este teste fornece um
limite de variacdo de valores entre as técnicas e as diferencas resultantes dos dois métodos
sdo analisadas conforme os limites estabelecidos (Grenier et al., 2000). O Teste ¢ pareado
foi empregado para estudo de comparacdo das mesmas amostras experimentais em
momentos diferentes. Para realizagdo dos testes e avaliacdo da significancia dos resultados,

foram utilizados os programas computacionais Statistica 6.0 e SPSS 13.0 (SPSS, 1989 -

2004; Statistica, 2001). O nivel para significancia de resultados adotado foi o de p<0,01.



5. Resultados e Discussao

Os dados analisados e apresentados neste capitulo foram reunidos conforme a
conclusividade e inconclusividade dos resultados. Os conclusivos foram classificados em
grupos, de acordo com o nimero de repeticdes de CGG, e de acordo com a indicacao
clinica para a Sindrome do X Fragil, considerando-se em ambos os casos o sexo dos

pacientes avaliados.

A analise de dados de grupos classificados por idade ndo foi considerada relevante,
pois a mutacao genética € estavel no decorrer do tempo em um mesmo individuo, ou seja,
ndo varia conforme a idade. O niimero de repeti¢des de CGG dos pacientes definidos pelas
técnicas de PCR-T e PCR-P foram comparados quanto a concordancia dos resultados e

quanto a freqiiéncia observada na populacao estudada.

As consideragdes finais do capitulo incluem uma proposta de estratégia de
diagnostico para pacientes com indicagdo clinica da SXF utilizando as técnicas analisadas.
Outras sugestdoes sdo consideradas para o rastreamento da pré-mutagdo na populagdo,
utilizando uma das ferramentas avaliadas, e a inclusdo de informacdes de freqiiéncia
(incidéncia) dos grupos classificatorios no laudo final dos pacientes estudados. Por ultimo,
¢ apresentada uma sugestao de como os resultados deste trabalho podem ser incorporados

aos laudos laboratoriais na pesquisa da Sindrome do X Fragil.

5.1 Analise dos Resultados dos Procedimentos de PCR

5.1.1 Diagndsticos Conclusivos e Inconclusivos

Os 244 resultados obtidos a partir das analises das amostras de sangue de 122
pacientes com indica¢do clinica para a Sindrome do X Fragil, pelas duas técnicas de PCR,
PCR de Triagem (PCR-T) e PCR para Pré-mutacdo (PCR-P), foram classificados em dois
grupos: conclusivos ¢ inconclusivos. O diagnoéstico foi definido como conclusivo quando
os produtos resultantes da amplificagdo da regido especifica do gene FMR1 mostraram um

alelo em pacientes do sexo masculino, ou dois alelos em pacientes do sexo feminino,
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conforme apresentado esquematicamente na Figura 6. Resultados que nao apresentaram
nenhuma amplificagdo ou amplificacdo de apenas um alelo em pacientes do sexo feminino

foram classificados como inconclusivos.

3 2
(46, XY) (46, XX)
Visualizacio de um Nenhum fragmento Visualizacio de unico Visualizacio de dois
fragmento visualizado fragmento fragmentos
Diagnéstico Diagnéstico Inconclusivo Diagnéstico Diagnéstico
Conclusivo (Sugestivo de Afetado) Inconclusivo Conclusivo

Figura 6. Esquema para definicdo de diagnostico conclusivo ou inconclusivo de pacientes do sexo
masculino (2 esquerda) e feminino (2 direita).

Para um resultado conclusivo em pacientes do sexo feminino deve-se,
obrigatoriamente, ter a presenca de dois alelos. Isto ¢ decorrente da presenga de dois
cromossomos X (dois alelos do gene FMR1) no genoma feminino (46, XX). Existe a
possibilidade de estes alelos serem idénticos (de mesmo tamanho), caracterizando paciente
homozigota normal. Neste caso o resultado ¢ classificado como inconclusivo, por ambas as
técnicas. Devido a essa limitagdo intrinseca das técnicas de PCR, a visualizacdo do
resultado indicara a presenca de apenas um dos alelos, pois eles ficam sobrepostos (Uma
visualizacdo caracteristica, em gel de eletroforese, sera apresentada na Figura 12, fileira 7,
e na Figura 13, fileira 5). Homens, por apresentarem apenas um cromossomo X em seu
genoma (46, XY), amplificam apenas um alelo do gene FMR1. Neste caso, a auséncia da
amplificacdo, além de resultar em diagnostico inconclusivo, € sugestivo de paciente

afetado pela sindrome (Figura 6).

A Figura 7 mostra o ganho que se tem ao se realizar os ensaios pela técnica de

Enhanced PCR (PCR-P).
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PCR-P comparado com PCR-T para o total de pacientes analisados

100%
90% -
80% -
70%
60% -
50% A
40% A
30% A
20% -
10% -

0% -

PCR-T PCR-P
O Diagnostico 90 49
Inconclusivo

M Diagnostico 32 73
Conclusivo

Figura 7. Influéncia da técnica de PCR para Pré-Mutacao (PCR-P) em comparacao
com a PCR de Triagem (PCR-T) no diagnéstico de pacientes com indicag@o clinica
para a sindrome de X-Fragil. O percentual de diagndsticos conclusivos e inconclusivos,
para todos os pacientes analisados, ¢ mostrado através das barras verticais € o nimero
de casos na tabela adjacente.

Como pode ser claramente observado dessa figura, hd uma melhora significativa na
conclusividade do diagndstico quando realizadas as analises pela técnica de PCR-P. Dos
casos estudados, 26% e 60% foram conclusivos quando analisados pela técnica de PCR-T
e PCR-P, respectivamente. O efeito da técnica de PCR para Pré-muta¢do, em comparagao
com a PCR de Triagem, ¢ ainda mais evidente quando os resultados da analise das

pacientes do sexo feminino sdo observados isoladamente (Figura 8).

Dos 100 casos de pacientes deste sexo, analisados pela técnica de PCR-T, apenas
12% foram conclusivos. Steiner ¢ colaboradores (2005) obtiveram resultado similar no
estudo de pacientes do sexo feminino pela técnica de PCR desenvolvida conforme Fu e
colaboradores (1991), similar a PCR-T, onde foram observados apenas 8% de resultados

conclusivos.
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PCR-P comparado com PCR-T para pacientes do sexo feminino

100%
90% -
80%
70%
60% -
50%
40%
30%
20%
10%

0%

PCR-T PCR-P
O Diagnéstico 88 48
Inconclusivo
H Diagnéstico 12 52
Conclusivo

Figura 8. Numero de casos e percentual de diagnosticos conclusivos e inconclusivos
em pacientes do sexo feminino com indicacgdo clinica para a sindrome de X-Fragil,
quando analisados pela técnica de PCR-P em comparagdo com a técnica de PCR-T.

A andlise das mesmas 100 amostras pela técnica de PCR-P resultou em 52% de
diagnosticos conclusivos. A técnica de PCR-P mostrou ampla melhoria e maior eficiéncia

na amplifica¢do dos dois alelos e defini¢do do diagnostico das pacientes analisadas.

O aumento da taxa de diagndsticos conclusivos pela técnica de PCR-P em pacientes
do sexo feminino ocorreu devido a eficacia na amplificagdo de alelos correspondentes a
zona gray e pré-mutacdo e ao aprimoramento na amplificagdo de dois alelos na faixa

normal.

Diferentemente do que ocorreu para as mulheres, ndo se observou variagdo
significativa quanto a conclusividade, quando analisados apenas os resultados de pacientes

do sexo masculino, como mostra a Figura 9.
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PCR-P comparado com PCR-T para pacientes do sexo masculino

100%

80% -

60% -

40% A

20%

0% -

PCR-T PCR-P
O Diagndstico 2 1
Inconclusivo
H Diagnéstico 20 21
Conclusivo

Figura 9. Numero de casos e percentual de diagnosticos conclusivos e inconclusivos
em pacientes do sexo masculino com indicacdo clinica para a sindrome de X-Fragil,
quando analisados pela técnica de PCR-P em comparagdo com a técnica de PCR-T.

As andlises estatisticas aplicadas ao estudo dos resultados conclusivos e

inconclusivos, provenientes das técnicas de PCR-T e PCR-P apresentaram valor

significativo quando submetidos a prova de McNemar Chi quadrado, p<0,01. Os

resultados de pacientes do sexo feminino analisados isoladamente revelaram p<0,01 e os

de pacientes do sexo masculino p=1,0, este ultimo nao significativo. Porém, este resultado
ndo significativo j& era esperado, pois ndo houve muita variagdo quanto a conclusividade
dos resultados de pacientes do sexo masculino entre uma técnica e outra. O teste de
McNemar Chi quadrado ¢ utilizado para analises de significancia de mudangas em

amostras relacionadas.

Amostras de seis pacientes (cinco do sexo feminino e um do sexo masculino) foram
também analisadas pela técnica de Southern blotting, seguindo indicagdo médica. Estas
analises foram realizadas em laboratdrio de analises genéticas conveniado ao Laboratorio

Neurogene. Destas amostras, quatro eram provenientes de pacientes (trés mulheres e um
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homem) com resultados inconclusivos quando analisados pelas técnicas de PCR-T e PCR-
P. Duas mulheres ndo apresentaram qualquer muta¢do no loco FRAXA do gene FMRI1,
sendo classificadas como normais, € uma mulher ¢ um homem foram diagnosticados como
portadores da mutagdo completa, ou seja, estes pacientes sdo afetados pela SXF. Outras
duas mulheres, analisadas pelas técnicas de PCR-T e PCR-P, com resultados inconclusivo
e conclusivo, respectivamente. Nestes dois casos, o estudo por Southern blotting confirmou
os resultados obtidos previamente pela técnica de PCR para Pré-mutagdo, corroborando o

diagnéstico das pacientes como portadoras da pré-mutagao.

5.1.2  Diagnosticos Conclusivos nos Diferentes Grupos Classificatorios:
Normal, Zona Gray e Pré-mutado

Os resultados conclusivos provenientes das técnicas de PCR-T e PCR-P foram
classificados em normal, zona-gray ou pré-mutado, conforme o numero de repeti¢des de
CGG. O numero de pacientes com diagnosticos conclusivos resultantes das analises das
técnicas de PCR-T e PCR-P e sua distribuicdo nos trés grupos classificatorios sdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Numero de pacientes com diagnostico conclusivo e sua distribui¢do nos grupos
classificatorios (normal, zona gray e pré-mutado). Dados comparativos das técnicas de PCR-
T e PCR-P.

Classificagdo/ ) Q Total de pacientes
Técnicas PCR-T PCR-P PCR-T PCR-P PCR-T PCR-P
Normal 17 (85%) 14 (67%) 10(83%) 27 (52%) 27 (84%) 41 (56%)
Zona Gray 03 (15%) 04 (19%) 02(17%) 17 (33%) 05(16%) 21 (29%)
Pré-mutado - 03 (14%) - 08 (15%) - 11 (15%)

E evidente a vantagem do uso da técnica PCR-P em relagio a técnica de triagem
para a detecgdo de zona gray e pré-mutados: enquanto se observa que apenas poucos casos
de diagnostico conclusivo foram reportados pela técnica de triagem (em verdade nenhum
caso para o grupo de pré-mutados), esse numero ¢ expressivo para ambos os sexos quando
se utiliza a técnica de Enhanced PCR. Observa-se que a técnica de PCR-P registra casos de
diagnostico positivo para pré-mutagdo, nao detectados quando analisados pela técnica de

PCR-T, para os dois sexos, embora o resultado seja mais evidente para pacientes do sexo
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feminino. E importante lembrar que, enquanto os resultados da PCR de Triagem (PCR-T)
ndo detectam pacientes com pré-mutagdo (o que ¢ uma limitag¢do intrinseca da técnica), as
analises com Enhanced PCR (PCR-P) detectam até 330 repeticdes CGG para homens e
160 para mulheres (Saluto et al., 2005). A Figura 10 mostra a distribuicdo dos pacientes
com diagnostico conclusivo nos diferentes grupos classificatorios. A Figura 10 a se refere
aos diagnosticos conclusivos em pacientes do sexo feminino e a Figura 10 b em pacientes

do sexo masculino.

O sexo dos pacientes enquadrados nos grupos normal e zona gray (84% e 16% do
total de pacientes) nao influenciou a distribui¢do do resultado de diagndsticos conclusivos
pela técnica de PCR-T (Tabela 5, colunas 2 e 4). E importante salientar que esta técnica
ndo ofereceu resultados de diagnostico conclusivo para pré-mutagdo em qualquer dos casos

analisados.

Quando os resultados da PCR-P sdao analisados, o sexo ¢ uma influéncia
importante: observa-se que, enquanto para o sexo feminino tem-se 33% dos diagnosticos
conclusivos para zona gray, no sexo masculino tem-se apenas 19%. No grupo normal,
esses numeros sao 52% e 67%, respectivamente. No grupo dos pré-mutados, no entanto,
nao se observou mudanca na porcentagem final de resultados nas andlises de pacientes do

sexo masculino e feminino (Ver Figura 10 e Tabela 5).

O teste de Chi quadrado, isto ¢, a andlise estatistica ndo-paramétrica para amostras

ndo-relacionadas, aplicado no estudo dos resultados das classificagdes dos pacientes pelas

técnicas de PCR-T e PCR-P, resultou em p<0,01, indicando significancia, na analise de

dados de pacientes do sexo feminino. Para pacientes do sexo masculino o resultado da

analise estatistica mostrou p<0,2. Embora este dado ndo seja significativo, ele mostra uma

tendéncia, que poderia ser comprovada se analisada uma amostra maior de resultados

conclusivos. A analise do total de pacientes resultou em p<0,01.
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a) Numero de pacientes do sexo feminino com diagnostico conclusivo
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b) Numero de pacientes do sexo masculino com diagndstico conclusivo
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Figura 10. Distribuicdo dos pacientes com diagnostico conclusivo nos diferentes
grupos classificatorios (normal, zona gray e pré-mutado), empregando-se as técnicas de
PCR-T e PCR-P. a) Pacientes do sexo feminino, b) Pacientes do sexo masculino.

E interessante notar que, além da técnica de PCR-P ser mais eficaz no diagndstico
conclusivo, foram também observados alguns casos de mudanga de classificacdo. A Tabela
6 mostra casos diagnosticados de forma conclusiva pelas duas técnicas de PCR, que foram

classificados em diferentes grupos, de um total de 32 pacientes estudados.
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Embora em termos absolutos os nimeros possam parecer nao muito significativos,
as detecgdes de dois casos de zona gray e pré-mutagdo sdo importantes no diagndstico
definitivo de cada paciente. Destaca-se esta importancia principalmente nos casos de pré-

mutagao, pois estes podem transmitir a mutagdo completa para futuras geragdes.

Tabela 6. Numero de casos diagnosticados com diferentes classificagdes pelas duas técnicas de
PCR, de um total de 32 casos estudados.

Numero de casos com

Classificacdo diferentes diagnosticos
PCR-T PCR-P
(Fu et al., 1991) (Saluto et al., 2005) Lol decasos d v
Normal Zona Gray 2 1 1
Normal Pré-mutado 2 2 -
Normal* Normal* 2 1 (47, XXY) 147, XXX)

* Embora esses pacientes sejam classificados no grupo normal para o polimorfismo CGG, estes sao
casos especificos de anomalia cromossdmica.

Os dois pacientes diagnosticados com pré-mutacdo pela técnica de PCR-P foram
enquadrados no padrdao de mosaicismo (visualiza¢ao de alelo normal e alelo pré-mutado).
Além disso, sdo provenientes de familias ja confirmadas como portadoras da sindrome.
Nestes casos, fica evidente a necessidade de andlise por outra técnica, além da triadora

(PCR-T).

No caso dos pacientes diagnosticados como zona gray pela técnica de PCR-P,
também com padrdo de mosaicismo, apesar de ndo apresentarem risco de transmissdo da
mutagdo completa para futuras geragdes, a definicdo do diagndstico ¢ igualmente

importante, pois dela depende o tratamento aplicado a cada caso.

A técnica Enhanced PCR apresentou maior confiabilidade no estudo de pesquisa de
familias portadoras da SXF. Entretanto, em estudos de pacientes com familiares portadores
da pré-mutacdo ou mutacdo completa com padrao de mosaicismo ¢ sugestivo o estudo por

Southern blotting, que pode descartar a presenga de maior expansao do trinucleotideo.

Foram também detectados dois casos anomalos: um caso de Triplo X (47, XXX) e

outro de Sindrome de Klinefelter (47, XXY), sendo o primeiro caso observado apenas pela
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técnica de PCR-P e o segundo pela PCR-T e PCR-P (Tabela 6). As andlises da amostra do
paciente do sexo masculino revelaram a presenca de dois alelos na faixa da normalidade.
Esse resultado ¢ imprevisto, pois homens (46, XY) amplificam apenas um alelo. Para este
caso, foi considerada e realizada a andlise citogenética (Laboratorio Neurogene,
Florian6polis, SC), isto €, o cariotipo, para pesquisar a possibilidade de o paciente ser

portador da Sindrome de Klinefelter. A hipotese foi confirmada e o diagndstico concluido.

Ha relatos da utilizagdo da técnica de ms-PCR de pesquisa do gene FMRI1 no
diagnéstico da Sindrome de Klinefelter (Pena e Sturzeneker, 2003). Estes autores
analisaram, por ms-PCR, amostras de 15 pacientes diagnosticados previamente por
cariotipo como portadores da Sindrome de Klinefelter. A ms-PCR detectou a presenga de

alelo normal e metilado, indicando a presenca do duplo X.

E importante ressaltar que a utilizagdo da técnica de PCR-T ou PCR-P para
diagnostico da Sindrome de Klinefelter nunca foi relatada e o caso aqui analisado pode ter
sido um caso isolado. Se utilizadas para esta finalidade, provavelmente serdo encontradas
as mesmas dificuldades relatadas no diagnostico de mulheres para a SXF, em virtude da
necessidade da amplificagdo de dois alelos para obter conclusividade de resultado. Para

confirmar estas suspeitas, mais estudos sdo necessarios.

Em outro caso, uma paciente do sexo feminino apresentou dois alelos pela técnica
de PCR-T e trés alelos pela PCR-P, todos na faixa da normalidade. O diagndstico foi
considerado conclusivo para a SXF, classificando-a como paciente normal. Porém, hé a
suspeita de doenca cromossdmica, o Triplo X, que também pode causar dificuldade de
aprendizado (Barch et al., 1997). Para confirmagdo deste diagnostico € necessaria uma

analise de caridtipo.

5.1.3 Diagnésticos Conclusivos nos Diferentes Grupos Classificatérios e
sua Relag¢do com a Indicagdo Clinica dos Pacientes

As amostras com resultados conclusivos, 32 pela PCR-T e 73 pela PCR-P, foram
analisadas conforme as indicagdes clinicas dos pacientes em dois grupos: pacientes com

suspeita clinica da SXF e pacientes com historico familiar da SXF.

A Tabela 7 mostra os resultados conclusivos distribuidos nos grupos

classificatorios, sua correlagdo com a indicagdo clinica, € comparagao dos dados das
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técnicas de PCR-T e PCR-P. Observa-se que, nos casos de pacientes com suspeita clinica
para a SXF, a técnica de PCR-P dobrou o numero de ocorréncias de diagnostico dos grupos
normal e zona gray, embora a propor¢do tenha permanecido estavel (Colunas 2 e 3 da
Tabela 7). Nenhum caso de pré-mutacdo foi observado neste grupo (Supeita Clinica) de
pacientes. Em verdade, ¢ esperado que a pré-mutacdo seja mais observada no grupo de
pacientes com historico familiar para a SXF, devido ao padrdo de transmissdo e heranca da
doenca. Apesar de os pacientes com suspeita clinica apresentarem sintomas comuns na
SXF, estes podem estar relacionados a outros disttrbios.

Tabela 7. Numero do total de pacientes com diagnostico conclusivo, sua distribui¢ao nos

grupos classificatérios (normal, zona gray e pré-mutado) e a correlagdo com a indicagdo
clinica. Dados comparativos das técnicas de PCR-T e PCR-P.

Indicacao Clinica/ Suspeita Clinica Historico Familiar
Técnicas/ Classificagdo PCR-T PCR-P PCR-T PCR-P
Normal 13 (87%) 24 (86%) 14 (82%) 17 (38%)
Zona Gray 02 (13%) 04 (14%) 03 (18%) 17 (38%)
Pré-Mutado - - - 11 (24%)
TOTAL de pacientes 15 28 17 45

No grupo de pacientes com historico familiar para a SXF, a PCR para Pré-mutagao
aumentou o numero de diagndsticos conclusivos em todas as classificagdes quando
comparada a PCR de Triagem (Tabela 7, colunas 4 e 5). O aumento ¢ mais pronunciado
nos casos de zona gray e pré-mutacdo. Este ultimo, como ja foi abordado, foi detectado
somente pela PCR-P (11 casos). Esta analise destaca a melhora na defini¢do do diagndstico
de pacientes com pré-mutagdo, principalmente para aqueles com historico familiar, e a

necessidade de complementagdo do diagnostico por outra técnica além da PCR-T.

E digno de nota que a defini¢do da presenca ou auséncia da pré-mutagio é de

grande importancia no aconselhamento genético, tratamento e prevengao da doenga.

A prova estatistica de McNemar Chi quadrado aplicada para o estudo dos pacientes

com histérico familiar e suspeita clinica da Sindrome do X Fragil obteve resultado

significativo: p<0,01, para ambos os grupos, ou seja os resultados foram, assim,

estatisticamente validados.
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5.1.4 Andlise de Variacdo do Niimero de Repeticoes de CGG das

Amostras Analisadas pela Técnica de PCR-T em Comparagdo com
a PCR-P

A comparacdo dos resultados, em numero de repeticdes de CGG, dos alelos dos
pacientes estudados pelas técnicas de PCR-T e PCR-P foram variaveis em alguns casos.
Das 120 amostras analisadas, 71 (59%) apresentaram alguma variagdo no nimero de
repeti¢des de CGG. Destas variagdes, 70% ocorreram em pequena escala e, nestes casos, a
diferenca foi de apenas uma ou duas repeti¢des de CGG, com mediana (das variagdes) de 2
CGG. A maior diferenga encontrada foi a de oito repeticdes de CGG, mas, novamente, sem

alteracdo na classifica¢do e diagnostico do paciente.

Em apenas dois casos (2% do total) ocorreu alteragdo da classificagdo do paciente,
ambos de normal para zona gray. Porém, nestes casos, os alelos variaram de 37 repetigdes
de CGG para 40 repeticdes de CGG, resultados provenientes das técnicas de PCR-T e
PCR-P, respectivamente. Resultados observados em regides limitrofes das classificagdes
da SXF ndo podem ser avaliados pelo nimero de repetigdes de CGG isoladamente; devem
ser considerados a manifestacdo clinica e o historico familiar de cada paciente. Os casos
considerados nao foram prejudicados pela variagdo apresentada, sendo um deles

inconclusivo, devido a visualizagao tinica do alelo de 37 CGG.

Dos casos estudados, os resultados referentes a variagdo no numero de repetigdes
de CGG de um mesmo alelo analisado pelas duas técnicas, PCR-T e PCR-P, se mostrou
estavel e confidvel. A analise estatistica destes dados revelou média de variagao de

repeti¢des de 2,41 CGG, mediana de 2,00 CGG e desvio padrao de 1,75.

A aplicacdo do método de Bland & Altman para andlise de concordancia de
medidas entre dois métodos apresentou alguns pontos, que indicam a diferenca de
resultado entre as técnicas, que ultrapassam limites de concordancia. Os mesmos dados

analisados em categorias foram considerados com valor de concordancia confiavel.

5.1.5 Variacdo no Niimero de Repeticoes de CGG das Amostras
Analisadas em Duplicata pela Técnica de PCR-T e PCR-P

A ocorréncia de pequenas variagdes no numero de repeticoes de CGG em exames
realizados em duplicata pode ser observada. A reprodugdo técnica dificilmente ¢

desenvolvida de forma idéntica, principalmente quando executada por diferentes
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profissionais. Diferengas na aliquota de produtos para confec¢ao de géis para corrida
eletroforética podem resultar em variagdo da porosidade e, consequentemente, na
velocidade de corrida do produto da PCR; a defini¢do do tamanho do fragmento analisado
em pares de bases também ¢ um ponto critico, por ser uma andlise visual; pequenas

variagdes podem ocorrer de uma leitura para outra.

Quarenta amostras foram analisadas em duplicata, repeticdo do exame de uma
mesma amostra pela mesma técnica, pela PCR-T e trinta amostras analisadas pela PCR-P.
As duplicatas revelaram variagdo do numero de repetigdes de CGG. Pela técnica de PCR-
T, na analise de um mesmo paciente, o resultado variou em até 5 repeticoes de CGG e pela
PCR-P, em até 3 repeticdes de CGG. Outra vez, em nenhum dos casos houve modificacao
da classificacdo e diagndstico dos pacientes. Nenhuma variacdo quanto ao numero de
repeti¢des de CGG ocorreu em 34% dos pacientes estudados em duplicata pela PCR-T e
em 72% daqueles estudados pela PCR-P.

A andlise estatistica, utilizando o Teste ¢ de amostras pareadas, mostrou um desvio

padrao de 1,67 para a PCR-T e 0,83 para a PCR-P.

Avaliando os numeros observados e os desvios calculados, sugere-se que seja

considerada a variagdo de *4 repeticdes de CGG (dois desvios padrdes) nos resultados

provenientes das técnicas de PCR-T, e =2 repeticdes de CGG para resultados da PCR-P no

diagnostico da SXF.

5.1.6  Ocorréncias do Niimero de Repeticobes de CGG e Provdvel
Freqiiéncia Alélica na Populacdo do Estado de Santa Catarina

Das amostras dos 122 pacientes analisados, 115 sdo provenientes de pacientes
residentes no Estado de Santa Catarina. Pelo método de PCR de Triagem, o alelo mais
frequentemente observado nestas 115 analises foi o de 28 repeticdes de CGG (visualizado
em 47 de 125 alelos analisados, o que representa 38% do total), seguido do alelo de 29

CGG (em 15 dos 125 alelos, ou 12%).

No método de Enhanced PCR, os alelos mais observados foram os de 28 repeti¢des
de CGG e 30 CGG, ambos em 56 de 169 alelos (Figura 11). O maior nimero de alelos
definidos pela PCR-P, 169 contra os 125 identificados por PCR-T, deve-se ao fato da
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técnica ser mais eficiente quanto a conclusividade; consequentemente, mais alelos sdao

observados.

Os resultados observados nesta pesquisa sdo similares a outras pesquisas de
freqliéncias alélicas do loco FRAXA do gene FMRI1, publicados previamente (Brown et

al., 1993).

A partir dos dados obtidos pode-se sugerir que os alelos de 28 e 30 repeticdes de

CGQG sdo os mais comumente observados na populacdo do Estado de Santa Catarina.
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Figura 11. Numero de ocorréncias das repeti¢des de CGG, de acordo com os alelos mais
frequentemente observados pelas técnicas de PCR-T e PCR-P, em 115 pacientes analisados
do Estado de Santa Catarina.

E interessante observar que hd uma tendéncia maior de ocorréncia de numeros de
pares de repetigdes CGG. Por exemplo, somados os resultados das duas técnicas,
evidencia-se maior numero de ocorréncias para 28 e 30 repetigdes do que para 29 e 31

repeticoes CGG.

5.1.7 Interpretacdo e Visualizacdo dos Produtos da Amplificacdo da
PCR-T e PCR-P em Géis de Agarose e Poliacrilamida

A visualizagdo e definicdo do tamanho do fragmento amplificado pelas técnicas de
PCR permitem o calculo do nimero de repeticoes de CGG presentes em cada amostra

analisada. Para tanto, deve-se seguir conforme descrito nas segdes 4.3.3 e 4.4.3,
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dependendo do tipo de gel e iniciadores utilizados. Cada resultado, em numero de

repeti¢cdes de CGQG, ¢ enquadrado em uma das classificacdes da SXF.

Os géis de poliacrilamida, corados com nitrato de prata, e de agarose, corados com
brometo de etidio, permitiram a visualiza¢ao dos alelos amplificados pelas reagdes de PCR

(Ver Figura 12 e 13).

Figura 12. Visualizacdo dos fragmentos amplificados pela PCR-T em gel de
poliacrilamida. Alelos normais de pacientes do sexo masculino estdo localizados nas
fileiras 1, 2 e 4, alelo zona gray na fileira 3 e resultado inconclusivo na fileira 6. Alelos
normais de pacientes do sexo feminino encontram-se na fileira 5 e resultado inconclusivo
na fileira 7. “MPM?” se refere a marcador de peso molecular e “pb” a pares de bases.
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Figura 13. Visualizacdo dos fragmentos amplificados pela PCR-P em gel de agarose.
Alelos normais de pacientes do sexo masculino estdo localizados nas fileiras 1 e 2, pré-
mutado na fileira 3, e zona gray na fileira 7. Alelos normal e pré-mutado de pacientes do
sexo feminino estdo na fileira 4, um alelo normal (resultado inconclusivo) na fileira 5,
dois normais na fileira 6, e normal e zona gray na fileira 8. “MPM” se refere a marcador
de peso molecular e “pb” a pares de bases e “ZG” a zona gray.

Dos produtos da PCR-T foram observados, nos géis de poliacrilamida, alelos
localizados na faixa da normalidade e zona gray (Figura 12). A regido limitrofe entre estas
classificagdes esta representada por uma reta, na figura, ¢ esta localizada em 320 pares de
bases. Todos os alelos localizados acima da reta sdo classificados como zona gray, e todos
abaixo, normais. Aqueles posicionados em 320 pares de bases, sobre a reta, possuem
aproximadamente 40 repeticdes de CGG (320 - 198/ 3). Na Figura 12, fileira 5, existem
dois alelos normais bem definidos e de facil identificagdo, resultado de paciente do sexo
feminino normal para a SXF. Na fileira 6, a ndo amplificacdo do alelo evidencia um

resultado inconclusivo, e €, portanto, sugestivo de paciente afetado pela SXF.

Nos géis de agarose, dos produtos da PCR-P amplificados, foram observados alelos
na faixa da normalidade, zona gray e pré-mutagcdo (Figura 13). Todos os fragmentos
localizados entre 340 pares de base e 400 pares de base sdo alelos zona gray,

correspondentes a alelos entre 40 e 60 repeti¢des de CGG, respectivamente. Abaixo desta
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regido estdo os alelos normais e acima, os pré-mutados. Na Figura 13 dois alelos pré-
mutados, um de pacientes do sexo feminino, fileira 4, e outro de paciente do sexo
masculino, fileira 3, podem ser observados. Em pacientes do sexo feminino as bandas dos
produtos de PCR provenientes da amplificagdo do alelo pré-mutado se mostraram mais
fracas, de menor intensidade, quando comparadas ao alelo de menor tamanho, normal.
Meétodos de PCR capazes de detectar diferentes alelos e grandes expansdes sempre

favorecem a amplificagdo do menor alelo (Maddalena et al., 2001).

Embora a PCR-P tenha possibilitado a visualizagdo de bandas com pré-mutacao, o
posicionamento ¢ a nitidez dos fragmentos da PCR-T em gel de poliacrilamida foi melhor,
comparado com os fragmentos do gel de agarose. Géis feitos de polimeros de acrilamida
sdo amplamente utilizados em eletroforese de DNA e a resolugdo das bandas ¢ geralmente

melhor comparada com gel de agarose corado com brometo de etidio (Godde et al., 2006).

A amplificacdo de seqiiéncias de DNA que contenham repeti¢des de trinucleotideos
¢ problematica devido a formacdo de estruturas secundérias. Regides ou sitios
reconhecidos como locais de pausa da DNA polimerase podem estar proximos a hairpins,
estruturas secundarias normalmente formadas em regides ricas em GC. A betaina, utilizada
no protocolo da PCR-P, elimina as pausas causadas pelos hairpins e permite a completa
amplificacdo da seqiiéncia de repeticdes de CGG (Gacy et al., 1995). Para solucionar o
mesmo problema, o protocolo da PCR-T inclui a utilizagdo de reagentes que facilitam a
separac¢do da fita de DNA, 7-deaza-dGTP e DMSO. Porém, a adigdo destes reagentes reduz
a deteccdo dos produtos de PCR em gel de agarose corado com brometo de etidio;
portanto, sao utilizados os géis de poliacrilamida (Innis et al., 1990). Normalmente, nestas
técnicas, apos a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida, sugere-se a hibridizagdo
dos produtos da PCR com sondas de CGG marcadas com radiois6topos, ou
quimioluminescéncia para deteccdo de maiores amplificagdes. Porém, esta etapa torna a

técnica laboriosa e de alto custo, dificultando sua utilizagdo como método de triagem.

Os maiores alelos amplificados, nas amostras analisadas neste trabalho, por PCR-T
foram de 41 repeticdes de CGG, em paciente do sexo feminino, e de 46 repeti¢des de CGG
em paciente do sexo masculino. A PCR-T permitiu, assim, a visualizacao de alelos normais

€ zona gray.
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A técnica de PCR-P foi eficiente na amplificacdo de alelos com grande numero de
repeticdes de CGG, sendo os maiores alelos detectados os de 130 repeti¢des de CGG, em

paciente do sexo feminino, e de 93 repeticdes de CGG em paciente do sexo masculino.

O protocolo da PCR-P permite a visualizagdo direta dos produtos da PCR em gel de
agarose corado com brometo de etidio, eliminando a necessidade da etapa de hibridizacao
para a visualizacdo de alelos pré-mutados. Além disso, também foi mais eficiente na
visualizacdo de conclusividade de alelos menores, normais, principalmente em pacientes

do sexo feminino, ndo deixando dividas de suas vantagens comparadas a PCR-T.

A Tabela 8 resume os principais dados e resultados obtidos neste trabalho pela
analise das amostras dos 122 pacientes com indicacdo clinica para a Sindrome do X Fragil

pelas técnicas utilizadas no diagnéstico laboratorial.
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Tabela 8. Resultados obtidos de acordo com as técnicas utilizadas para o diagndstico
laboratorial da SXF, de 122 pacientes estudados, e correlagdo com o sexo e indicagdo

clinica.

Numero | Indicag¢do Clinica Técnica de Diagnostico
de Suspeita Historico Southern o
Pacientes | Clinica  familiar PCR-T PCR-P blotting Caridtipo
18 ¢ 11 7 Inconclusivo Normal - -
14 9 2 12 Inconclusivo  Zona Gray - -
8 0 8 Inconclusivo  Pré-mutada Pre-r(x;)ltada -
. . Normal (2)
48 Q 29 19 Inconclusivo  Inconclusivo Afetada (1) -
8P 5 3 Normal Normal - -
Normal
19 0 1 Normal Triplo X (2) - -
19 0 1 Normal Zona Gray - -
29 0 2 Zona Gray Zona Gray - -
18 0 1 Inconclusivo  Pré-mutado - -
18 1 0 Inconclusivo  Inconclusivo Afetado -
133 7 6 Normal Normal - -
Normal
Sindrome Sindrome
s ! 0 Normal Klinefelter Klinefelter
)
13 0 1 Normal Zona Gray - -
(mosaicismo)
24 0 2 Normal ~ Lrémutado i i
(mosaicismo)
348 2 1 Zona Gray  Zona Gray - -




Resultados e Discussao 56

5.2 Proposta de Estratégia para Diagnoéstico Laboratorial da
SXF

O diagnostico laboratorial e clinico da SXF segue recomendacdes de Guias
Internacionais de Diagnéstico da SXF (Maddalena et al., 2001; Biancalana et al., 2006).
Para o diagndstico laboratorial sdo indicados os exames pelas técnicas de PCR para

triagem inicial e sua combina¢do com o Southern blotting, quando necessaria.

Uma estratégia de diagndstico € proposta a seguir, incluindo o “Enhanced PCR” ou
PCR para Pré-mutacdo, como técnica de PCR preferencial na triagem de mulheres e de

homens com historico familiar da SXF (Ver Figura 14 e Figura 15).

Para pesquisa da expansdo de repeticoes de CGG, no gene FMRI1 em mulheres,
com suspeita clinica e/ou histérico familiar para a SXF, sugere-se a triagem do diagnodstico
pela técnica de PCR-P. Esta técnica confirmou sua eficacia na amplificagdo de alelos pré-
mutados em pacientes do sexo feminino. Neste caso, também foi evidenciada a melhor
conclusividade de diagndsticos, incluindo aqueles de pacientes normais, comparada com a

técnica de PCR de Triagem, normalmente utilizada como método de triagem.

Ainda, para resultados de pacientes do sexo feminino que permanecerem
inconclusivos pela técnica de PCR-P, sugere-se prosseguir com a investigagdo familiar,
estudo do gene materno e paterno, ja que a doenca ¢ hereditaria, ligada ao cromossomo X e

todos os individuos afetados pela SXF t€ém um ascendente portador da pré-mutagao.

O teste PCR-P nos pais de pacientes do sexo feminino pode descartar ou enfatizar a
suspeita da SXF. Caso os pais sejam normais para a pesquisa da mutacao no gene FMRI1, a

paciente em questdo herdou, consequentemente, genes normais e, portanto, ¢ normal para a

SXF.

Resultados dos genes materno e paterno inconclusivos ou a presenga de pré-
mutacdo requerem o estudo por Southern blotting para defini¢do do diagndstico. O
resultado da andlise dos pais auxilia na conclusdo final do diagnodstico da paciente em
analise e pode evitar a utiliza¢ao do estudo por Southern blotting, exame de alto custo e de

longo tempo de analise.
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Paciente 9

Suspeita Clinica da SXF
Historico Familiar da SXF

PCR-P

N

Resultado Conclusivo Resultado Inconclusivo
Paciente Normal, Zona Gray ou Pré-mutada

PCR-P
dos genes materno e paterno

SN

Gene Paterno e Materno = Normal Gene Paterno ou Materno = Inconclusivo
Resultado Conclusivo Resultado Inconclusivo
Auséncia da Mutagdo na Paciente 9

v

Gene Paterno ou Materno = Pré-mutagao
Evidéncia da Mutagéo na Paciente 9

v
Southern blotting Southern blotting
Paciente 9 Paciente 9

Figura 14. Fluxograma proposto para diagnostico laboratorial da SXF em mulheres com suspeita
clinica ou historico familiar para a sindrome.
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Paciente &'
Suspeita Clinica Historico Familiar
da SXF da SXF
PCR-T PCR-P
Resultado Conclusivo Resultado Inconclusivo

Paciente Normal, Zona Gray ou Pré-mutado*

PCR-P
do gene materno

I

Gene Materno = Normal Gene Materno = Pré-mutacio

. Resultado Cf)ncluswq Forte evidéncia da Mutagdo no Paciente &
Auséncia da Mutacdo no Paciente &

v
Gene Materno = Inconclusivo

Resultado Inconclusivo

v v

Southern blotting Southern blotting
Paciente & Paciente &

Figura 15. Fluxograma proposto para diagnostico laboratorial da SXF em homens com suspeita
clinica ou historico familiar para a sindrome.

*Visualizagdo de banda na faixa de pré-mutagao somente quando realizada a PCR-P.

Para o diagnostico laboratorial de homens com indicagdo clinica para a SXF,
sugere-se que dois grupos sejam considerados: pacientes com suspeita clinica e pacientes

com historico familiar para a SXF. No estudo de pacientes com suspeita clinica a técnica
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de PCR-T se mostrou confiavel e pode ser utilizada, como ja realizado em rotinas
laboratoriais; para estudo de pacientes com histérico familiar, a pesquisa deve ser feita pela
PCR-P, pois estes pacientes apresentam maior propensao a presenca de pré-mutagdo, ndo
evidenciada pela PCR-T. Além disso, casos de mosaicismo correm o risco de serem

considerados normais pela PCR-T.

Resultados inconclusivos, provenientes da PCR-T ou PCR-P, devem seguir com a
pesquisa da pré-mutacdo por PCR-P do gene materno do paciente em questdo, uma vez que

homens, obrigatoriamente, herdaram o cromossomo X da mae.

Seguindo a mesma logica da proposta de diagndstico para pacientes do sexo
feminino, temos: caso a mae seja normal para a pesquisa da mutagdo no gene FMRI1, o
paciente em questdo ¢ normal para a SXF, por ter herdado o gene FMR1 normal.
Resultados do gene materno inconclusivos ou com a presenga de pré-mutagdo requerem o

estudo por Southern blotting para definicdo do diagnostico.

Todos os pacientes, tanto homens quanto mulheres, pertencentes a familias ja
diagnosticadas como portadoras da SXF com padrdo de mosaicismo, devem sempre
realizar o estudo por Southern blotting, para investigagdo de maiores expansdes de CGG.
Nestes casos, esta técnica definird a presenca ou auséncia de mutacdo com maior
confiabilidade, auxiliando para um apropriado aconselhamento genético e tratamento da

doenca.

A rapidez e economia das técnicas de PCR justificam o seu uso em triagem no
diagnéstico da SXF, mesmo quando incluidos os estudos de investigacdo familiar, e
realizagao da PCR-P para gene materno e/ou paterno. A estratégia de diagnostico sugerida
parte do principio de que todos os individuos afetados pela da SXF tém um ascendente
com pré-mutagdo do gene FMRI1. Portanto, pode-se descartar ou enfatizar a suspeita da
SXF se realizado o teste PCR-P nos pais de cada paciente com diagndstico inconclusivo.
Assim, o estudo por Southern blotting serd realizado somente em casos concretos de
suspeita da sindrome e em pacientes com familiares portadores da SXF com padrdo de

mosaicismo.

A abordagem apresentada, embora nao siga as instru¢des dos Guias Internacionais

de Diagndstico da SXF se enquadra nas condi¢des laboratoriais, limitagdes e dificil acesso
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de familias a servigos de genética no Brasil. Os testes de PCR-T e PCR-P sao de baixo
custo e os equipamentos e espaco fisico necessdrios para o procedimento sdo de facil
acesso, comparativamente ao teste de Southern blotting. A proposta principal deste
trabalho ¢ que seja implantada a utilizacdo da PCR-P em larga escala nos laboratérios de
diagnostico de doengas genéticas, seguindo os protocolos nesta dissertacao sugeridos,

evitando o estudo por Southern blotting.

5.3 Rastreamento da Pré-mutacao da Sindrome do X Fragil

A alta incidéncia da pré-mutagdo e mutagdo da SXF associada a avancos nos testes
genéticos faz da doenca uma forte candidata a estudos e rastreamento na populacdo em
geral (Crawford ef al., 2001). Para a prevengdo da SXF, é importante a pesquisa da pré-
muta¢do do gene FMRI1 em mulheres em fase fértil como andlise pré-concepcional de
rotina. A freqiiéncia da pré-mutagdo na populacdo feminina ¢ alta (Ver Secdo 2.4) e a
analise pré-concepcional avalia a probabilidade de cada paciente vir a conceber uma
crianca afetada pela SXF, informa os riscos associados e possibilita, se desejado, a
fertilizacdo assistida. Devido a alta prevaléncia da pré-mutagdo e mutagdo para a SXF,
Toledano-Alhadef et al. (2001) avaliaram o custo-beneficio do rastreamento da pré-
mutacdo em mulheres, considerando o numero esperado de nascimentos de pacientes
afetados evitados, o nimero de mulheres diagnosticadas como portadoras da pré-mutacao,

o custo do teste no seu estudo (US$ 100) e o custo de cuidados necessarios durante a vida

de um paciente afetado pela SXF (>US$ 350.000). Concluiram que o rastreamento ¢é

rentavel e deve ser realizado em larga escala.

Além da prevenc¢do, ha o interesse da identificagdo da POF e FXTAS associadas a
pré-mutacdo da SXF. O teste genético para deteccdo da pré-mutacdo em larga escala deve
ser de baixo custo, rapido e de facil execu¢do e manipulacdo. A técnica da PCR-P se
enquadra nesse perfil de técnicas de rastreamento e, pelos bons resultados apresentados
nesta pesquisa, representa uma ferramenta importante na prevencdo e conclusdo de

diagnosticos da SXF em populagdes.
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54 Novas Informac¢oes em Laudos de Pesquisa do Gene
FMR1 por PCR

Os Guias Internacionais de Diagnodstico da SXF e o Guia de Boas Praticas em
Laboratorio de Genética recomendam que informagdes referentes a sindrome e ao método
utilizado estejam presentes no laudo final de diagndstico dos pacientes (Maddalena et al.,
2001; Biancalana et al., 2006; Borovik et al., 2006). As informag¢des anexadas em laudos
sdo de grande importancia para os profissionais que avaliam o resultado da pesquisa da

Sindrome do X Fragil. Os principais itens recomendados sdo:
e O tipo de amostra analisada (sangue periférico, bulbo capilar, células da mucosa oral).

e A descri¢do e referéncia do método utilizado, contendo sonda e enzimas, quando
utilizado o Southern blotting e metodologia de separacdo e detecgdo, se utilizada a

PCR.

e A classificagdo dos alelos definidos (normal, zona gray, pré-mutado ou mutagao

completa).

e A interpretacdo do resultado do exame, que deve ser compreensivel a um profissional

ndo geneticista.
e As principais limitagdes técnicas do método utilizado.

e Em casos de resultados positivos, a indicagdo de aconselhamento genético e
investigacdo de familiares de risco, alertando para o risco de desenvolvimento de

FXTAS para familiares com pré-mutagao.

e Informar que o retardo mental associado a outros sitios frageis, especialmente FRAXE,

ou a outras mutacdes genéticas ndo podem ser detectados pela técnica.

e Considerar a andlise cromossomica (caridtipo) em casos de retardo mental.

Sugerimos que, além das informagdes ja estabelecidas, sejam também incluidos nos
laudos de pesquisa do gene FMR1, dados de freqiiéncia de inconclusividade, normalidade,
zona gray e pré-mutagdo da populacdo com indicagao clinica para a Sindrome do X Fragil

quando analisados pela técnica de PCR utilizada.
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Conforme os dados obtidos neste trabalho, considerando os resultados conclusivos
e inconclusivos, as freqiiéncias observadas a partir da analise de amostras de 100 pacientes
do sexo feminino com indicagdo clinica para a Sindrome do X Fragil foram: 88%
inconclusivos, 2% zona gray e 10% normal, pela PCR-T; e 48% inconclusivos, 17% zona
gray, 27 % normal e 8% pré-mutacdo, pela PCR-P. Destaca-se que a presenca da
freqliéncia de resultados inconclusivos em laudos ¢ especialmente importante para o
profissional que o avalia. Ela informa se o resultado ¢ o esperado para a populagdo

estudada, e pode auxiliar na decisdo de novas medidas no diagnostico do paciente.

A Figura 16 mostra modelos-sugestao de laudos para pacientes do sexo feminino,

considerando as sugestdes descritas acima.

Na anélise de pacientes do sexo masculino, a amostragem estudada neste trabalho,
22 pacientes, ndo permite estipular tal freqiiéncia. Porém, nestes casos os resultados
inconclusivos sdo sugestivos de paciente afetado pela sindrome e esta informacao deve

estar explicitada no laudo final.

(a) (b)
LAUDO PADRAO LAUDO PADRAO

PARA PCR-T PARA PCR-P

Observagdo: Os exames realizados por
esta técnica normalmente reproduzem
resultados com a freqiiéncia a seguir,
quando analisadas amostras de pacientes
do sexo feminino: 88% inconclusivos,
2% zona gray e 10% normal.

y

Observacao: Os exames realizados por
esta técnica normalmente reproduzem
resultados com a freqiiéncia a seguir,
quando analisadas amostras de pacientes
do sexo feminino: 48% inconclusivos,
17% zona gray, 27 % normal e 8% pré-

mutacao.

Figura 16. Laudo-sugestao para (a) PCR-T (Fu et al., 1991) e (b) PCR-P (Saluto et al.,
2005) de pacientes do sexo feminino, mostrando no rodapé (no item Observacao) os

dados da incidéncia registrados nesta pesquisa.
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A possibilidade da presenga do mosaicismo, que pode nao ser detectada
dependendo da técnica utilizada, ¢ também uma informacao relevante ao profissional que
avalia o laudo final. Neste trabalho quatro casos de mosaicismo foram detectados pela
técnica de PCR-P, dois com alelos normais e pré-mutados ¢ dois com alelos normais e
zona gray, conforme abordado na se¢do 5.1.2. A técnica de PCR-T ¢ limitada a detec¢ao de
alelos zona gray e, portanto, ndo detecta casos de mosaicismo de alelos normais com pré-
mutados ou afetados. Ja a técnica de PCR-P pode detectar casos de mosaicismo de alelos
normais com zona gray e pré-mutados, mas ndo o mosaicismo com alelos afetados. Estas
informacdes, assim como freqiiéncias de mosaicismo citadas na literatura, também podem
ser mencionadas no laudo final no item “Observac¢do”. Isto, por se enquadrarem nas
informacgdes referentes as limitagdes técnicas do método utilizado, um dos itens
recomendados pelos Guias Internacionais de Diagnostico da SXF e o Guia de Boas

Praticas em Laboratorio de Genética.



6. Considerac¢oes Finais

Mais de uma década apos a expansdo da repeticdo de CGG no gene FMRI1 ser
identificada como causa predominante do desenvolvimento da Sindrome do X Fragil
(SXF), varias técnicas de diagnéstico foram desenvolvidas. O diagndstico por técnicas
moleculares ¢ o mais utilizado atualmente, principalmente a combinagdo das técnicas de

Southern blotting e da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Embora o uso de técnicas moleculares tenha promovido um grande avango no
diagnostico da SXF, ainda existem barreiras de ordem econdmica e técnica que dificultam
sua utilizagdo. As principais desvantagens do uso da técnica de Southern blotting para
diagnoéstico da SXF s@o o alto custo e a dificuldade de diferenciacdo entre alelos normais
préximos a zona gray, os de zona gray e os pré-mutados de baixa expansio. Por outro lado,
as técnicas de PCR e ms-PCR apresentam baixa sensitividade na detec¢ao de alelos pré-

mutados e com mutagdo completa, especialmente em individuos do sexo feminino.

As repeti¢des de CGG, presentes no gene FMRI, alvo de pesquisa no diagndstico
da SXF, formam estruturas secundarias que dificultam a amplificacdo dos alelos. Vérios
métodos de PCR ja foram descritos com diferentes combinagdes de 7-deaza-dGTP,
betaina, DMSO e polimerases diversas, no intuito de melhorar a eficicia da técnica na

amplificagdo das repeti¢cdes de CGG.

O uso combinado do Southern blotting ¢ PCR produz um resultado de diagnostico
confiavel para a SXF; no entanto, o procedimento todo ¢ laborioso e requer muito tempo

para a definicdo do diagnoéstico (Zhou et al., 2004).

Este trabalho teve por objetivo principal a avaliagdo e estudo comparativo de duas
técnicas de PCR no diagnostico da Sindrome do X Fragil. As técnicas selecionadas no
estudo foram a PCR de Triagem (PCR-T), descrita por Fu e colaboradores em 1991, e a
Enhanced PCR ou PCR para Pré-mutacao (PCR-P) — como designada neste trabalho —
desenvolvida por Saluto e colaboradores em 2005. A principal diferenga no protocolo da

PCR-P ¢ a adigdo da betaina e Expand Long Template PCR System. Essa combinagdo
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facilita a detec¢ao da expansdao de repeticdo de CGG e dispensa procedimentos caros e
demorados como a hibridizacdo com sondas radioativas ou quimioluminescentes na
visualizacdo de alelos de grandes expansdes de CGG, particularmente na faixa de pré-

mutagdo, acima de 60 repetigdes.

6.1 Conclusoes

Neste trabalho foram realizadas analises de DNA genoémico de 122 pacientes. O
estudo evidenciou que a técnica padrdo utilizada para diagnostico da SXF, a PCR de
triagem, produz resultados (diagnosticos) conclusivos em apenas um quarto dos casos
(26%); por outro lado, os ensaios realizados com a nova técnica de PCR (Enhanced PCR),
proposta for Saluto e colaboradores (PCR-P), apresentaram 60% de resultados conclusivos,

um avango muito significativo no diagndstico de pacientes da SXF.

Essa diferencga é mais acentuada quando se comparam exclusivamente pacientes do
sexo feminino. Nestes casos, apenas 12% foram conclusivos pela técnica de PCR-T,
enquanto a andlise pela técnica de PCR-P resultou em 52% de diagnésticos conclusivos. A
técnica de PCR-P revelou maior eficacia na amplificacdo dos dois alelos, mesmo aqueles
na faixa da normalidade, e na definicdo do diagnostico das pacientes analisadas. Portanto,
os resultados deste trabalho mostraram que a técnica Enhanced PCR promove uma

significativa melhora na conclusividade de diagndsticos de pacientes do sexo feminino.

Nas andlises realizadas neste trabalho, a PCR-T permitiu a visualiza¢do de alelos
normais e zona gray. Os maiores alelos amplificados continham 41 repeti¢des de CGG em
paciente do sexo feminino e 46 repetigdes de CGG em paciente do sexo masculino. O
método de PCR-P amplificou alelos com grande nimero de repeti¢des de CGG, sendo que
os maiores alelos detectados continham 130 repeticdes de CGG em paciente do sexo
feminino e 93 repeticdes de CGG em paciente do sexo masculino. Nenhum alelo com
mutacdo completa (>200 CGG) foi observado em nenhuma das técnicas. Assim, 0s
resultados mostram que a técnica de PCR-P registra casos de diagndstico positivo para pré-

mutagdo, ndo detectados quando analisados pela técnica de PCR-T, para os dois sexos.

A PCR-P foi a unica a diagnosticar pacientes com pré-mutacdo e todos os casos
identificados foram provenientes de pacientes com historico familiar para a sindrome. A

técnica apresentou maior confiabilidade no estudo de familias portadoras da SXF e enfatiza
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a necessidade de complementacao do diagndstico por outra técnica, em adicdo a PCR-T, a
técnica padrao atualmente utilizada nos laboratorios de genética humana. Além disso,
casos de mosaicismo, isto ¢, quando ha variagdo alélica em diferentes células do mesmo
paciente, com alelo normal e pré-mutado em homens, foram classificados como normais
pela PCR-T e o alelo pré-mutado detectado apenas pela PCR-P. Em casos de mosaicismo,
¢ importante salientar que o Southern blotting deve ser indicado para descartar a

possibilidade de ndo detec¢do de grandes expansdes.

A utilizagdo de diferentes técnicas de PCR pode produzir resultados diferentes
quanto ao numero de repeticdes de trinucleotideos. Nos casos analisados neste trabalho,
utilizando PCR-T e PCR-P, detectou-se variagdo no numero de repeti¢des para um mesmo
individuo, em 59% dos pacientes. Esta variagdo ndo influenciou no diagndstico e
classificagdo dos pacientes, ou seja, ndo mudou o enquadramento de nenhum dos
individuos na classificacdo normal, zona gray, pré-mutado. Porém, ¢ importante considerar
as manifestacdes clinicas e o histérico familiar de cada individuo, pois nimero de
repeticoes de CGG, provavelmente ndo define isoladamente a classificacdo final dos
pacientes. Amostras analisadas em duplicata, isto ¢, repeticdo do exame de uma amostra
pela mesma técnica, também revelaram variagdo do numero de repeticoes de CGG. Os
resultados indicam possivel presenca de um erro de medida do numero de repeticdes de
CGG (estimado em cerca de 4 CGG e 2 CGG para PCR-T e PCR-P, respectivamente),
provavelmente devido a artefatos técnicos. Este erro pode ser considerado nos resultados

de PCR-T e PCR-P.

Outro objetivo especifico atingido neste trabalho foi a avaliacdo da freqiiéncia
alélica da populagdo do Estado de Santa Catarina. Dos alelos identificados nos 115
pacientes residentes neste estado (dos 122 estudados neste trabalho), e analisados quanto
ao numero de repeti¢des de CGG, pelas duas técnicas, pode-se sugerir que os alelos de 28 e
30 repetigdes de CGG sao os mais comumente observados nesta populagao. O resultado ¢
similar a outras pesquisas de freqiiéncias alélicas do loco FRAXA do gene FMR1 (Brown

et al., 1993).

Muitos laboratérios utilizam testes de PCR como triagem no diagndstico da SXF e
realizam o teste de Southern blotting em amostras com diagnoéstico inconclusivo pela PCR.

Um resultado importante deste trabalho ¢ a proposta de uma nova estratégia de
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diagnostico. A estratégia parte do principio de que todos os individuos afetados pela SXF
tétm um ascendente com pré-mutacdo do gene FMRI. Portanto, pode-se descartar ou
enfatizar a suspeita da SXF se realizado o teste de PCR-P nos pais daqueles pacientes com
diagnéstico inconclusivo. Assim, o estudo por Southern blotting devera ser realizado
somente em casos concretos de suspeita da sindrome e em pacientes com familiares
portadores da SXF com padriao de mosaicismo. A estratégia proposta, embora nido de
acordo com as recomendagdes de Guias Internacionais de Diagndstico da SXF, representa
uma abordagem adequada para os padrdes do Brasil, onde existem limitagdes no
atendimento de familias nos servigos de genética clinica e nas condi¢des laboratoriais. O
método de PCR para Pré-mutagado ¢ simples e robusto, e pode ser utilizado como técnica de
triagem na detec¢do de expansdes de repeti¢des de CGG do gene FMR1. Portanto, sugere-
se que essa técnica seja implantada em larga escala nos laboratorios de diagnoéstico de
doengas genéticas, seguindo os protocolos aqui sugeridos, evitando o estudo por Southern

blotting.

Em virtude do baixo custo, rapidez e facil deteccdo de pré-mutacdes, a técnica da
PCR-P representa uma ferramenta importante na prevencao e conclusdo de diagndsticos da
SXF. Assim essa técnica pode ser aplicada no estudo de populagdes para deteccao da pré-
mutacdo em larga escala. O diagnostico de portadoras da pré-mutagdo pode prevenir o
aparecimento de novos casos da doenca e casos de gravidez de risco podem ser
monitorados. Para preven¢do da SXF, também ¢ importante a pesquisa da pré-mutagdo do
gene FMR1 em mulheres em fase fértil como analise pré-concepcional de rotina. A analise
pré-natal e o rastreamento de criangas em idade escolar também sdo de grande importancia

para controle, diagnéstico e tratamento da sindrome.

Laboratorios frequentemente utilizam mais de uma técnica no diagnostico de
doengas genéticas, pois nenhuma delas pode detectar todos os tipos de mutagdes
igualmente ou com a mesma precisao. Mutagdes de ponto ou dele¢des no gene FMRI1 nao
podem ser detectadas pelas técnicas de PCR ou Southern blotting. Nota-se no entanto que
estes casos sdo raros e o diagnostico s6 serd definido pelo sequenciamento do gene, que
pode ser considerado se a clinica do paciente for consistente para a SXF e os outros
métodos ja foram esgotados. Os desafios para os laboratérios de genética clinica sdo

manter-se atualizados em meio a explosdo de informacdes que existem na area, oferecer
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técnicas modernas no diagnostico e assegurar que os resultados obtidos sejam utilizados de
forma ética, moral e com responsabilidade social, fato também destacado por Leonard

(1999), em seu trabalho “The Future of Molecular Genetic Testing”.

6.2 Sugestoes para Trabalhos Futuros

e Avaliagdo de técnica similar a PCR-P para diagnostico da Sindrome do X Fragil, loco

FRAXE.

e Verificacdo da freqiliéncia de portadores na populagdo geral, utilizando a ferramenta de

PCR-P

e Estudo de prevaléncia de pré-mutacdo também em homens acima de 50 anos com

tremor e ataxia, para correto diagostico de FXTAS

e Estudo de associacdo de sintomas clinicos como autismo, déficit de atencdo e

hiperatividade em meninos com pré-mutacao, avaliagdo em familiares de afetados.



7. Referéncias Bibliograficas

Ashley, C. T., Jr., K. D. Wilkinson, D. Reines e S. T. Warren. FMR1 protein: conserved
RNP family domains and selective RNA binding. Science, v.262, n.5133, Oct 22,
p.563-6. 1993.

Ashley, C. T., J. S. Sutcliffe, C. B. Kunst, H. A. Leiner, E. E. Eichler, D. L. Nelson e S. T.
Warren. Human and murine FMR-1: alternative splicing and translational initiation
downstream of the CGG-repeat. Nat Genet, v.4, n.3, Jul, p.244-51. 1993.

Bakker, C. E., C. V. Verheij, R. W. Willemsen, R. Van Der Helm, F. Oerlemans, M.
Vermey, A. Bygrave, A. T. Hoogeveen, B. A. Oostra, E. Reyniers, K. De Boule, R.
D'hooge, P. Cras, D. Van Velzen, G. Nagels, J. Martin, P. P. De Deyn, J. K. Darby e
P. J. Willems. Fmr1 knockout mice: a model to study fragile X mental retardation.
The Dutch-Belgian Fragile X Consortium. Cell, v.78, n.1, Jul 15, p.23-33. 1994.

Barch, M. J., T. Knustsen e J. L. Spurbeck. The AGT Cytogenetics Laboratory Manual.
New York: Lippincott — Raven Publishers, p. 500. 1997

Bardoni, B. e J. L. Mandel. Advances in understanding of fragile X pathogenesis and
FMRP function, and in identification of X linked mental retardation genes. Curr
Opin Genet Dev, v.12, n.3, Jun, p.284-93. 2002.

Benson, D. A., I. Karsch-Mizrachi, D. J. Lipman, J. Ostell ¢ D. L. Wheeler. GenBank.
Nucleic Acids Res, v.34, n.Database issue, Jan 1, p.D16-20. 2006.

Biancalana, V., P. Steinbach e S. Stenhouse. Draft Best Practice Guidelines for Molecular
Analysis n Fragile X Syndrome. Disponivel em
http://www.emqn.org/emqn/BestPractice.html. 2006.

Borovik, C. L., E. H. Tajara, J. C. Rocha, L. M. S. Farah, N. F. Naccache, R. C. N.
Mingroni e R. Joffe. Guia de Boas Praticas Laboratoriais em Citogenética e Genética
Molecular Humana. Disponivel em http://www.sbg.org.br/. Acessado em dezembro

de 2006. 2006.

Brown, W. T., G. E. Houck, Jr., A. Jeziorowska, F. N. Levinson, X. Ding, C. Dobkin, N.
Zhong, J. Henderson, S. S. Brooks e E. C. Jenkins. Rapid fragile X carrier screening
and prenatal diagnosis using a nonradioactive PCR test. Jama, v.270, n.13, Oct 6,
p.1569-75. 1993.

Coffee, B., F. Zhang, S. T. Warren e D. Reines. Acetylated histones are associated with
FMRI1 in normal but not fragile X-syndrome cells. Nat Genet, v.22, n.1, May, p.98-
101. 1999.



Referéncias Bibliograficas 70

Cornish, K., C. Kogan, J. Turk, T. Manly, N. James, A. Mills e A. Dalton. The emerging
fragile X premutation phenotype: evidence from the domain of social cognition.
Brain Cogn, v.57, n.1, Feb, p.53-60. 2005.

Crawford, D. C., J. M. Acuna e S. L. Sherman. FMRI1 and the fragile X syndrome: human
genome epidemiology review. Genet Med, v.3, n.5, Sep-Oct, p.359-71. 2001.

Crawford, D. C., K. L. Meadows, J. L. Newman, L. F. Taft, E. Scott, M. Leslie, L. Shubek,
P. Holmgreen, M. Yeargin-Allsopp, C. Boyle e S. L. Sherman. Prevalence of the
fragile X syndrome in African-Americans. Am J Med Genet, v.110, n.3, Jul 1, p.226-
33.2002.

De Boulle, K., A. J. Verkerk, E. Reyniers, L. Vits, J. Hendrickx, B. Van Roy, F. Van Den
Bos, E. De Graaff, B. A. Oostra e P. J. Willems. A point mutation in the FMR-1 gene
associated with fragile X mental retardation. Nat Genet, v.3, n.1, Jan, p.31-5. 1993.

Eichler, E. E., J. J. Holden, B. W. Popovich, A. L. Reiss, K. Snow, S. N. Thibodeau, C. S.
Richards, P. A. Ward e D. L. Nelson. Length of uninterrupted CGG repeats
determines instability in the FMR1 gene. Nat Genet, v.8, n.1, Sep, p.88-94. 1994.

Eichler, E. E., S. Richards, R. A. Gibbs ¢ D. L. Nelson. Fine structure of the human FMR1
gene. Hum Mol Genet, v.3, n.4, Apr, p.684-5. 1994,

Farzin, F., H. Perry, D. Hessl, D. Loesch, J. Cohen, S. Bacalman, L. Gane, F. Tassone, P.
Hagerman e R. Hagerman. Autism spectrum disorders and attention-
deficit/hyperactivity disorder in boys with the fragile X premutation. J Dev Behav
Pediatr, v.27, n.2 Suppl, Apr, p.S137-44. 2006.

Feng, Y., F. Zhang, L. K. Lokey, J. L. Chastain, L. Lakkis, D. Eberhart e S. T. Warren.
Translational suppression by trinucleotide repeat expansion at FMR1. Science, v.268,
n.5211, May 5, p.731-4. 1995.

Fu, Y. H., D. P. Kuhl, A. Pizzuti, M. Pieretti, J. S. Sutcliffe, S. Richards, A. J. Verkerk, J.
J. Holden, R. G. Fenwick, Jr., S. T. Warren e Et Al. Variation of the CGG repeat at

the fragile X site results in genetic instability: resolution of the Sherman paradox.
Cell, v.67, n.6, Dec 20, p.1047-58. 1991.

Gacy, A. M., G. Goellner, N. Juranic, S. Macura e C. T. Mcmurray. Trinucleotide repeats
that expand in human disease form hairpin structures in vitro. Cell, v.81, n.4, May
19, p.533-40. 1995.

Godde, R., D. A. Akkad, L. Arning, G. Dekomien, J. Herchenbach, E. Kunstmann, M.
Meins, S. Wieczorek, J. T. Epplen e S. Hoffjan. Electrophoresis of DNA in human
genetic  diagnostics -  state-of-the-art, alternatives and future prospects.
Electrophoresis, v.27, n.5-6, Mar, p.939-46. 2006.




Referéncias Bibliograficas 71

Gold, B., D. Radu, A. Balanko e C. S. Chiang. Diagnosis of Fragile X syndrome by
Southern blot hybridization using a chemiluminescent probe: a laboratory protocol.
Mol Diagn, v.5, n.3, Sep, p.169-78. 2000.

Graphpad. InStat. GraphPad Software Inc. San Diego, California, USA Copyright 1992-
1998.

Grenier, B., M. Dubreuil e D. Journois. Comparison of two measurement methods: the
Bland and Altman assessment. Ann Fr Anesth Reanim, v.19, n.2, Feb, p.128-35.
2000.

Hagerman, P. J. e R. J. Hagerman. The Fragile-X Premutation: A Maturing Perspective.
Am. J. Hum. Genet., n.74, p.805-816. 2004.

. Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS). Ment Retard Dev Disabil
Res Rev, v.10, n.1, p.25-30. 2004.

Hagerman, R. J. e P. J. Hagerman. The fragile X premutation: into the phenotypic fold.
Curr Opin Genet Dev, v.12, n.3, Jun, p.278-83. 2002a.

. Fragile X Syndrome: Diagnosis, Treatment and Research: The Johns Hopkins
University Press. 2002b. 540 p.

Hammond, L. S., M. M. Macias, J. C. Tarleton e G. Shashidhar Pai. Fragile X syndrome
and deletions in FMR1: new case and review of the literature. Am J Med Genet,
v.72,n.4, Nov 12, p.430-4. 1997.

Heid, C. A., J. Stevens, K. J. Livak e P. M. Williams. Real time quantitative PCR. Genome
Res, v.6, n.10, Oct, p.986-94. 1996.

Heitz, D., D. Devys, G. Imbert, C. Kretz ¢ J. L. Mandel. Inheritance of the fragile X
syndrome: size of the fragile X premutation is a major determinant of the transition
to full mutation. J Med Genet, v.29, n.11, Nov, p.794-801. 1992.

Henke, W., K. Herdel, K. Jung, D. Schnorr ¢ S. A. Loening. Betaine improves the PCR
amplification of GC-rich DNA sequences. Nucleic Acids Res, v.25, n.19, Oct 1,
p.3957-8. 1997.

Hinds, H. L., C. T. Ashley, J. S. Sutcliffe, D. L. Nelson, S. T. Warren, D. E. Housman e M.
Schalling. Tissue specific expression of FMR-1 provides evidence for a functional
role in fragile X syndrome. Nat Genet, v.3, n.1, Jan, p.36-43. 1993.

Innis M a, G. D. H., Sminsky J S, White T J. PCR protocols: a guide to methods and
applications. Orlando, FL. 1990

Innis, M. A., D. H. Gelfand, J. S. Sminsky e T. J. White. PCR protocols: a guide to
methods and applications. Orlando, FL. 1990




Referéncias Bibliograficas 72

Jacky, P. B., Y. R. Ahuja, K. Anyane-Yeboa, W. R. Breg, N. J. Carpenter, U. G. Froster-
Iskenius, J. P. Fryns, T. W. Glover, K. H. Gustavson, S. F. Hoegerman e Et Al
Guidelines for the preparation and analysis of the fragile X chromosome in
lymphocytes. Am J Med Genet, v.38, n.2-3, Feb-Mar, p.400-3. 1991.

Jacquemont, S., R. J. Hagerman, M. Leehey, J. Grigsby, L. Zhang, J. A. Brunberg, C.
Greco, V. Des Portes, T. Jardini, R. Levine, E. Berry-Kravis, W. T. Brown, S.
Schaeffer, J. Kissel, F. Tassone e P. J. Hagerman. Fragile X premutation
tremor/ataxia syndrome: molecular, clinical, and neuroimaging correlates. Am J
Hum Genet, v.72, n.4, Apr, p.869-78. 2003.

Jin, P. e S. T. Warren. Understanding the molecular basis of fragile X syndrome. Hum Mol
Genet, v.9, n.6, Apr 12, p.901-8. 2000.

Kunst, C. B. e S. T. Warren. Cryptic and polar variation of the fragile X repeat could result
in predisposing normal alleles. Cell, v.77, n.6, Jun 17, p.853-61. 1994.

Lachiewicz, A. M., D. V. Dawson, G. A. Spiridigliozzi ¢ A. Mcconkie-Rosell. Arithmetic
difficulties in females with the fragile X premutation. Am J Med Genet A, v.140, n.7,
Apr 1, p.665-72. 2006.

Lee, T. H., C. M. Blasey, J. Dyer-Friedman, B. Glaser, A. L. Reiss ¢ S. Eliez. From
research to practice: teacher and pediatrician awareness of phenotypic traits in
neurogenetic syndromes. Am J Ment Retard, v.110, n.2, Mar, p.100-6. 2005.

Leonard, D. G. B. The Future of Molecular Genetic Testing. Clinical Chemistry, v.45, n.5,
p.726-731. 1999.

Lubs, H. A. A marker X chromosome. Am J Hum Genet, v.21, n.3, May, p.231-44. 1969.

Maddalena, A., C. S. Richards, M. J. Mcginniss, A. Brothman, R. J. Desnick, R. E. Grier,
B. Hirsch, P. Jacky, G. A. Mcdowell, B. Popovich, M. Watson ¢ D. J. Wolff.
Technical standards and guidelines for fragile X: the first of a series of disease-
specific supplements to the Standards and Guidelines for Clinical Genetics
Laboratories of the American College of Medical Genetics. Quality Assurance
Subcommittee of the Laboratory Practice Committee. Edicdo 2006. Disponivel em

www.acmg.net/resources/policy-list.asp. Genet Med, v.3, n.3, May-Jun, p.200-5.
2001.

Martin, J. P. e J. Bell. A pedigree of mental defect showing sex-linkage. Journal of
Neurology, Neurosurgery and Psychiatry, n.6, p.154. 1943.

Mitchell, R. J., J. J. Holden, C. Zhang, Y. Curlis, H. R. Slater, T. Burgess, K. C. Kirkby, A.
Carmichael, K. D. Heading e D. Z. Loesch. FMRI1 alleles in Tasmania: a screening

study of the special educational needs population. Clin Genet, v.67, n.1, Jan, p.38-46.
2004.



Referéncias Bibliograficas 73

Murray, A., J. N. Macpherson, M. C. Pound, A. Sharrock, S. A. Youings, N. R. Dennis, N.
Mckechnie, P. Linehan, N. E. Morton e P. A. Jacobs. The role of size, sequence and
haplotype in the stability of FRAXA and FRAXE alleles during transmission. Hum
Mol Genet, v.6, n.2, Feb, p.173-84. 1997.

Nolin, S. L., W. T. Brown, A. Glicksman, G. E. Houck, Jr., A. D. Gargano, A. Sullivan, V.
Biancalana, K. Brondum-Nielsen, H. Hjalgrim, E. Holinski-Feder, F. Kooy, J.
Longshore, J. Macpherson, J. L. Mandel, G. Matthijs, F. Rousseau, P. Steinbach, M.
L. Vaisanen, H. Von Koskull e S. L. Sherman. Expansion of the fragile X CGG
repeat in females with premutation or intermediate alleles. Am J Hum Genet, v.72,
n.2, Feb, p.454-64. 2003.

Oostra, B. A. e R. Willemsen. Diagnostic tests for fragile X syndrome. Expert Rev Mol
Diagn, v.1, n.2, Jul, p.226-32. 2001.

Parrish, J. E., B. A. Oostra, A. J. Verkerk, C. S. Richards, J. Reynolds, A. S. Spikes, L. G.
Shaffer e D. L. Nelson. Isolation of a GCC repeat showing expansion in FRAXF, a
fragile site distal to FRAXA and FRAXE. Nat Genet, v.8, n.3, Nov, p.229-35. 1994.

Pena, S. D. J. e R. Sturzeneker. Letters to the Editor. Molecular Barr Bodies: Methylation-
Specific PCR of the Human X-Linked Gene FMR-1 for Diagnosis of Klinefelter

Syndrome. American Society of Andrology, Journal of Andrology, Vol. 24, No. 6
2003

Pergolizzi, R. G., S. H. Erster, P. Goonewardena e W. T. Brown. Detection of full fragile
X mutation. Lancet, v.339, n.8788, Feb 1, p.271-2. 1992.

Ramos, F. J., B. S. Emanuel e N. B. Spinner. Frequency of the common fragile site at
Xq27.2 under conditions of thymidylate stress: implications for cytogenetic
diagnosis of the fragile-X syndrome. Am J Med Genet, v.42, n.6, Apr 1, p.835-8.
1992.

Rose, E. A. Applications of the polymerase chain reaction to genome analysis. The FASEB
Journal, v.5, p.46-54. 1991.

Rousseau, F., D. Heitz, V. Biancalana, S. Blumenfeld, C. Kretz, J. Boue, N. Tommerup, C.
Van Der Hagen, C. Delozier-Blanchet, M. F. Croquette e Et Al. Direct diagnosis by
DNA analysis of the fragile X syndrome of mental retardation. N Engl J Med, v.325,
n.24, Dec 12, p.1673-81. 1991.

Rousseau, F., P. Rouillard, M. L. Morel, E. W. Khandjian ¢ K. Morgan. Prevalence of
carriers of premutation-size alleles of the FMRI gene--and implications for the
population genetics of the fragile X syndrome. Am J Hum Genet, v.57, n.5, Nov,
p.1006-18. 1995.




Referéncias Bibliograficas 74

Saluto, A., A. Brussino, F. Tassone, C. Arduino, C. Cagnoli, P. Pappi, P. Hagerman, N.
Migone e A. Brusco. An enhanced polymerase chain reaction assay to detect pre- and
full mutation alleles of the fragile X mental retardation 1 gene. J Mol Diagn, v.7, n.5,
Nov, p.605-12. 2005.

Sherman, S., B. A. Pletcher e D. A. Driscoll. Fragile X syndrome: diagnostic and carrier
testing. Genet Med, v.7, n.8, Oct, p.584-7. 2005.

Sherman, S. L. Premature ovarian failure in the fragile X syndrome. Am J Med Genet,
v.97, n.3, Fall, p.189-94. 2000.

Sherman, S. L., P. A. Jacobs, N. E. Morton, U. Froster-Iskenius, P. N. Howard-Peebles, K.
B. Nielsen, M. W. Partington, G. R. Sutherland, G. Turner ¢ M. Watson. Further
segregation analysis of the fragile X syndrome with special reference to transmitting
males. Hum Genet, v.69, n.4, p.289-99. 1985.

Siegel, S. Estatistica Nao-Paramétrica para as Ciéncias do Comportamento. Sao Paulo:
Editora McGraw-Hill. 1975

SPSS. SPSS 13.0 for Windows. L. T. Inc. Chicago, USA 1989 - 2004.

Statistica. Data Analysis Software System. S. Inc. Melbourne, Australia 2001.

Steiner, C. E., M. M. Guerreiro, A. P. Marques-De-Faria e 1. Lopes-Cendes. Laboratorial
diagnosis of fragile-X syndrome: experience in a sample of individuals with
pervasive developmental disorders. Arg Neuropsiquiatr, v.63, n.3A, Sep, p.564-70.
2005.

Sullivan, A. K., D. C. Crawford, E. H. Scott, M. L. Leslie e S. L. Sherman. Paternally
transmitted FMR1 alleles are less stable than maternally transmitted alleles in the
common and intermediate size range. Am J Hum Genet, v.70, n.6, Jun, p.1532-44.
2002.

Tassone, F., R. J. Hagerman, A. K. Taylor, L. W. Gane, T. E. Godfrey e P. J. Hagerman.
Elevated levels of FMR1 mRNA in carrier males: a new mechanism of involvement
in the fragile-X syndrome. Am J Hum Genet, v.66, n.1, Jan, p.6-15. 2000.

Toledano-Alhadef, H., L. Basel-Vanagaite, N. Magal, B. Davidov, S. Ehrlich, V.
Drasinover, E. Taub, G. J. Halpern, N. Ginott ¢ M. Shohat. Fragile-X carrier

screening and the prevalence of premutation and full-mutation carriers in Israel. Am
J Hum Genet, v.69, n.2, Aug, p.351-60. 2001.

Van Den Ouweland, A. M., W. H. Deelen, C. B. Kunst, M. L. Uzielli, D. L. Nelson, S. T.
Warren, B. A. Oostra e D. J. Halley. Loss of mutation at the FMR1 locus through

multiple exchanges between maternal X chromosomes. Hum Mol Genet, v.3, n.10,
Oct, p.1823-7. 1994.




Referéncias Bibliograficas 75

Verheij, C., E. De Graaff, C. E. Bakker, R. Willemsen, P. J. Willems, N. Meijer, H.
Galjaard, A. J. Reuser, B. A. Oostra e A. T. Hoogeveen. Characterization of FMR1

proteins isolated from different tissues. Hum Mol Genet, v.4, n.5, May, p.895-901.
1995.

Verkerk, A. J., M. Pieretti, J. S. Sutcliffe, Y. H. Fu, D. P. Kuhl, A. Pizzuti, O. Reiner, S.
Richards, M. F. Victoria, F. P. Zhang e Et Al. Identification of a gene (FMR-1)
containing a CGG repeat coincident with a breakpoint cluster region exhibiting
length variation in fragile X syndrome. Cell, v.65, n.5, May 31, p.905-14. 1991.

Wheeler, D. L., T. Barrett, D. A. Benson, S. H. Bryant, K. Canese, V. Chetvernin, D. M.
Church, M. Dicuccio, R. Edgar, S. Federhen, L. Y. Geer, W. Helmberg, Y. Kapustin,
D. L. Kenton, O. Khovayko, D. J. Lipman, T. L. Madden, D. R. Maglott, J. Ostell, K.
D. Pruitt, G. D. Schuler, L. M. Schriml, E. Sequeira, S. T. Sherry, K. Sirotkin, A.
Souvorov, G. Starchenko, T. O. Suzek, R. Tatusov, T. A. Tatusova, L. Wagner ¢ E.
Yaschenko. Database resources of the National Center for Biotechnology
Information. Nucleic Acids Res, v.34, n.Database issue, Jan 1, p.D173-80. 2006.

Willemsen, R., C. J. Bontekoe, L. A. Severijnen e B. A. Oostra. Timing of the absence of
FMRI1 expression in full mutation chorionic villi. Hum Genet, v.110, n.6, Jun, p.601-
5.2002.

Willemsen, R., S. Mohkamsing, B. De Vries, D. Devys, A. Van Den Ouweland, J. L.
Mandel, H. Galjaard e B. Oostra. Rapid antibody test for fragile X syndrome. Lancet,
v.345, n.8958, May 6, p.1147-8. 1995.

Willemsen, R., A. Smits, S. Mohkamsing, H. Van Beerendonk, A. De Haan, B. De Vries,
A. Van Den Ouweland, E. Sistermans, H. Galjaard e B. A. Oostra. Rapid antibody
test for diagnosing fragile X syndrome: a validation of the technique. Hum Genet,
v.99, n.3, Mar, p.308-11. 1997.

Zeesman, S., L. Zwaigenbaum, D. T. Whelan, R. J. Hagerman, F. Tassone ¢ S. A. Taylor.
Paternal transmission of fragile X syndrome. Am J Med Genet A, v.129, n.2, Aug 30,
p-184-9. 2004.

Zhou, Y., H. Y. Law, C. D. Boehm, C. S. Yoon, G. R. Cutting, I. S. Ng e S. S. Chong.
Robust fragile X (CGG)n genotype classification using a methylation specific triple
PCR assay. ] Med Genet, v.41, n.4, Apr, p.e45. 2004.

Zhou, Y., J. M. Lum, G. H. Yeo, J. Kiing, S. K. Tay e S. S. Chong. Simplified molecular
diagnosis of fragile X syndrome by fluorescent methylation-specific PCR and
GeneScan analysis. Clin Chem, v.52, n.8, Aug, p.1492-500. 2006.



	Lista de Figuras
	Lista de Tabelas
	Lista de Abreviaturas
	Introdução
	Contextualização e Problema de Pesquisa
	Objetivos
	Justificativa
	Estrutura do Documento

	A Síndrome do X Frágil
	O gene FMR1 e a proteína FMRP
	O gene FMR1 em plataformas online

	Sítios frágeis no cromossomo X
	Classificação dos Indivíduos Portadores da SXF
	Prevalência Populacional da SXF
	Características Fenotípicas dos Indivíduos Portadores da SXF
	Herança e Padrão de Transmissão do Número de Repetições de C
	Padrão de Mosaicismo em Repetições de CGG e Metilação

	Diagnóstico Laboratorial da Síndrome do X Frágil
	Técnicas de Diagnóstico para a Síndrome do X Frágil
	Análise Citogenética
	PCR e Southern Blotting
	PCR para Pesquisa da Metilação
	PCR de Transcrição Reversa
	Sequenciamento do DNA
	Teste de Imunocitoquímica
	Teste de Imunohistoquímica

	Indivíduos que Devem Ser Testados para a Síndrome do X Frági
	Aconselhamento Genético e Tratamento da Síndrome do X Frágil

	Materiais e Métodos
	Amostragem
	Extração do DNA Genômico
	Protocolo da Técnica de PCR de Triagem (PCR-T)
	Amplificação da Seqüência Alvo por PCR-T
	Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
	Visualização dos Produtos da PCR e Determinação do Número de

	Protocolo da Técnica de Enhanced PCR ou PCR para �Pré-mutaçã
	Amplificação da Seqüência Alvo por PCR
	Eletroforese em Gel de Agarose
	Visualização dos Produtos da PCR e Determinação do Número de

	Análise Estatística

	Resultados e Discussão
	Análise dos Resultados dos Procedimentos de PCR
	Diagnósticos Conclusivos e Inconclusivos
	Diagnósticos Conclusivos nos Diferentes Grupos Classificatór
	Diagnósticos Conclusivos nos Diferentes Grupos Classificatór
	Análise de Variação do Número de Repetições de CGG das Amost
	Variação no Número de Repetições de CGG das Amostras Analisa
	Ocorrências do Número de Repetições de CGG e Provável Freqüê
	Interpretação e Visualização dos Produtos da Amplificação da

	Proposta de Estratégia para Diagnóstico Laboratorial da SXF
	Rastreamento da Pré-mutação da Síndrome do X Frágil
	Novas Informações em Laudos de Pesquisa do Gene FMR1 por PCR

	Considerações Finais
	Conclusões
	Sugestões para Trabalhos Futuros

	Referências Bibliográficas


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for high quality pre-press printing. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later. These settings require font embedding.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


