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TESTES GENETICOS NO DIAGNOSTICO DA SINDROME DO X-FRAGIL.

Laryssa R.Bueno’, Juliana S. Schauren?

Resumo

A sindrome do X-fragil (SXF) é uma doenga genética que caracteriza-se por disturbios do desenvolvimento
neurolégico, dificuldade de aprendizagem, problemas comportamentais, disturbios invasivos do
desenvolvimento e autismo. Estima-se que o sexo masculino é o mais afetado com uma incidéncia de 1:4.000
enquanto que para o sexo feminino é de 1:6.000. E uma sindrome monogénica de heranga recessiva ligada
ao X, com alteracédo no gene FMR1 (Fragile X-linked Mental Retardation Type 1). A causa da doenga € uma
expansao da repeticdo de uma sequéncia de trinucleotideos CGG na regido promotora do gene FMR1. Os
pacientes apresentam mais de 200 repeticbes CGG, o que leva a auséncia da proteina FMRP (Fragile X
Mental Retardation Protein), essa proteina é o produto final do gene e os sintomas sdo caracteristicos da
sindrome estéo associados a deficiéncia desta proteina. O objetivo deste estudo foi realizar uma revisédo de
literatura sobre a sindrome do X-fragil e seu diagndstico genético. Para isso foram discutidos as vantagens
e desvantagens das varias técnicas de acordo com as caracteristicas clinicas de cada paciente. Os testes
atualmente utilizados para o diagndstico da SXF sdo: a PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase), o Cari6tipo,
o Southern Blotting, o Sequénciamento do DNA e o MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification). A técnica
padrao-ouro para o diagnostico da SXF é a PCR, pois € um método que permite, a partir de uma pequena
quantidade de DNA, a amplificacdo de sequéncias especificas de modo simples, sensivel e rapido.

Palavras-chave: Sindrome X-fragil. Diagnéstico para Sindrome X-fragill. Gene FMR1.

Abstract

Fragile X syndrome (FXS) is a genetic disease characterized by neurodevelopmental disorders, learning
disabilities, behavioral problems, invasive developmental disorders, and autism. It is estimated that males are
the most affected with an incidence of 1: 4,000 while for females it is 1: 6,000. It is a monogenic syndrome
of X-linked recessive inheritance, with alteration in the FMR1 (Fragile X-linked Mental Retardation Type 1)
gene. The cause of the disease is an expansion of the repetition of a CGG trinucleotide sequence in the
promoter region of the FMR1 gene. Patients present more than 200 CGG repeats, which leads to the absence
of Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP), which is the end product of the gene and the symptoms are
characteristic of the syndrome are associated with the deficiency of this protein. The objective of this study
was to perform a literature review on the X-fragile syndrome and its genetic diagnosis. For this, the advantages
and disadvantages of the various techniques were discussed according to the clinical characteristics of each
patient. The tests currently used for the diagnosis of SXF are: PCR (Polymerase Chain Reaction), Karyotype,
Southern Blotting, DNA Sequencing and MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification). The standard gold
technique for the diagnosis of SXF is PCR, since it is a method that allows, from a small amount of DNA, the
amplification of specific sequences in a simple, sensitive and fast way.

Keywords: X-Fragile Syndrome. Diagnosis for X-Fragile Syndrome. FMR1 Gene.
Introducao

A sindrome do X-fragil (SXF) é uma sindrome monogénica de heranga recessiva
ligada ao X que caracteriza-se pelos disturbios do desenvolvimento neurolégico, dificuldade
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de aprendizagem, problemas comportamentais, disturbios invasivos do desenvolvimento e
autismo (HALL et al., 2009). Sua incidéncia para o sexo masculino é de 1: 4.000 e de 1:
6.000 para o sexo feminino apresenta penetrancia de 80% nos homens e 30% nas mulheres.
Os homens que sao portadores passam para suas filhas que herdam a pré-mutacao e nao
sao afetadas (RUIZ et al., 2009). Os homens sdo mais afetados do que as mulheres porque
possuem apenas um cromossomo X e nao apresentam o efeito da compensacao de dose. As
mulheres possuem a compensacao do outro cromossomo X, dessa forma as portadoras do
gene mutado irdo apresentar sinais e sintomas mais leves que v&o variar de acordo com o
grau de mutacao ou pré-mutacdo em que se encontra o gene FMR1 (OOSTRA & WILLEMSEN,
2009).

Além do historico familiar de deficiéncia mental, os pacientes com SXF apresentam
caracteristicas clinicas como face alongada, orelhas proeminentes, hiperextensibilidade das
articulagdes, macroorquidia e prega palmar transversa e alguns sinais comportamentais como
morder as maos, movimentos repetitivos com as méaos, aversao ao contato fisico e pouco
contato visual, esses pacientes possuem ansiedade, variacdo de humor, hiperatividade e
agressividade. Esses sinais e sintomas estédo presentes em 90% dos casos mas n&ao confirmam
o diagndstico, dessa forma é necessaria a confirmagao através do exame genético com
técnicas especificas para a sindrome estudada (KUMARI & USDIN, 2010). Outros problemas
de comportamento observado é a hiperatividade com ou sem déficit de atencgao, irritabilidade,
agressividade, resposta anormal aos estimulos, principalmente hipersensibilidade aos sons
(RUIZ et al., 2009).

A SXF é causada por uma expansao da repeticao de uma sequéncia de trinucleotideos
CGG na regiao promotora do gene FMR1 (Fragile X-linked Mental Retardation Type 1). Os
pacientes apresentam mais de 200 repeticbes de CGG constituindo a mutacao completa, o
que leva a auséncia da proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein), e aos sintomas
caracteristicos da sindrome (STOGER et al., 2011).

Alguns testes genéticos sdo utilizados para o diagndstico da sindrome do X-fragil como
a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), Cariétipo, Southern Blotting, Sequenciamento
do DNA e MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification). Como existem varias técnicas
e todas apresentam vantagens e desvantagens, elas serdo escolhidas de acordo com as
caracteristicas clinicas de cada paciente (STEGANI, 2011).

O Biomédico tem grande importancia no diagnéstico da sindrome do X-fragil, pois é um
profissional altamente capacitado para atuar diretamente no laboratério com testes genéticos,
moleculares e pesquisa de genes, dessa forma o diagndstico sera mais rapido para que o
médico neurologista, psiquiatras e toda a equipe multidisciplinar possa orientar a familia e
iniciar um tratamento adequado a esse paciente.

Este trabalho tem como objetivo descrever as caracteristicas genéticas da sindrome do
X- fragil e os testes genéticos utilizados em seu diagndéstico.
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Este estudo caracteriza-se por uma revisado bibliografica, onde foram pesquisados artigos
sobre a sindrome do X-fragil e testes genéticos para diagndstico. Esta pesquisa foi baseada em
busca de artigos nas bases de dados “google académico”, Pubmed e Scielo onde foram utilizados
os termos de busca: “Sindrome X-fragil”, “Diagnéstico para Sindrome X-fragil”, “Testes genéticos
para Sindrome X-fragil”, “gene FMR1” O periodo da pesquisa bibliografica foi realizado entre julho
de 2018 a novembro de 2018.

2 Metodologia

3 Discussao

A expressividade na SXF é variavel. Mulheres portadoras por possuirem dois cromossomos
X, podem produzir FMRP, a partir do cromossomo X normal, dessa forma quando apresentarem
comprometimento intelectual, os sintomas serdo brandos e a deficiéncia mental leve. Ja os homens
que apresentarem a mutagcdo completa podem possuir alguns alelos desmetilados, conhecidos
como mosaicismo para metilacdo. Alguns homens também podem apresentar mosaicos para
pré-mutacdo, seus sintomas serdo menos severos que aqueles pacientes com mutagédo completa
(HAGERMAN & HAGERMAN, 2010).

Na SXF o cromossomo X afetado contém uma regido denominada FRAXA conhecida
como sitio fragil folato-sensivel, onde a cromatina ndo se condensa. Essa regido, localizada no
Xq27.3, esta sujeita a quebras frequentes. O gene FMR1 representado na figura 1, contém 38
quilobases, 17 éxons e 16 introns, apresenta em sua regido 5’ nao traduzida um microssatélite
de trinucleotideos CGG e é transcrito em um mRNA de 4,8 quilobases que serve de molde para
sintetizar a proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein). O sequenciamento deste gene
em humanos revelou um total de 185.775 pares de bases em sua constituicdo (KHALIL et al.,
2008).

l 1 2 3 45678 9 1011210485 6BY
Regido
oromotora S UTR Exon intron JUTR

Figura 1. Representagédo esquematica do gene FMR1
Fonte: Gomez, 2011.
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A causa da doenga é a expansao da repeticdo de uma sequéncia de trinucleotideos CGG
na regiao promotora do gene FMR1, os pacientes que apresentam acima de 200 repeti¢cdes da
sequéncia CGG possuem a mutagao completa. O niumero de repeticdes considerado normal varia
de 6 a 55 enquanto o estagio de pré-mutagéo apresenta entre 55 a 200 repeticbes (BECHARA et
al., 2009).

As repeticbes CGG que variam entre 45 e 55 podem apresentar-se estaveis em algumas
pessoas, mas em outras tendem a se expandir quando o gene € transmitido para a préxima
geracao. Esse numero de repeticdes faz parte de uma zona cinzenta ou intermediaria, na qual
esses pacientes podem desenvolver deficiéncias como disturbio do aprendizado e comportamento,
mesmo a mutagdo sendo muito proxima do esperado em individuos nao afetados. A Figura 2
representa o numero de repeticbées no promotor do gene, de acordo com as categorias relatadas
(BECHARA et al., 2009).

CROMOSSOMO X HUMANO

Mutagio Completa . Mutagio completa - acirna 200 repetigfes

Pré-mutag3o: S0 3 200 repetigdes

Zona Cinza: 45 ¢ ~55 repeticles

Normal : € 3 50 repetigdes
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Figura 2. Ideograma do cromossomo X indicando categorias normais, zona-cinza, pré-mutagdo e mutagdo completa.
Fonte: BECHARA et al., 2009.

Além do sitio FRAXA, ja foram descritos outros sitios frageis no cromossomo X como 0 FRAXD,
FRAXE e FRAXF. O FRAXE esta relacionado a mutagao no gene FMR2 e contém repeticdo de CGG
instaveis que também tem relagdo com retardo mental. Os sitios FRAXF e FRAXD aparentemente
nao causam alteragdes fendtipicas e sao localizados em regides muito proximas ao sitio FRAXA
como demonstrado na figura 3. A localizagdo desses sitios em regides proximas do cromossomo X
pode dificultar a interpretacdo e a analise citogenética dos pacientes da SXF (BIACSI, 2008).
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Figura 3. Ideograma do cromossomo X indicando as regides de sitios frageis.
Fonte: Gomez, 2011.

Testes genéticos da SXF

Antes de identificarem o gene FMR1 como responsavel pela sindrome da X-fragil o
diagnéstico era feito por meio de carioétipo, que por se tratar de uma técnica com baixa sensibilidade,
baixa especificidade e um risco relativamente alto para diagndstico falso-negativo (SHNTORCH
etal., 2012).

A genética molecular deixou mais compreensivel a variabilidade do sitio fragil. A
identificacdo molecular do gene FMR1, tornou-se o padrao ouro para o diagndstico confiavel da
SXF. Dessa forma, é recomendavel que individuos que possuem deficiéncia intelectual como
o autismo ou que tenham sinais sugestivos do quadro clinico da doenga, sejam submetidos ao
teste genético molecular para definir o numero de cépias CGG que esta no gene FMR1. Os
diagndsticos realizados para a SXF envolvem a analise cromossémica ou cariotipo, diagnosticos
moleculares por Southern Blotting, PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), sequenciamento de
DNA e MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification) (YIM et al., 2008).

3.1 Analise citogenética

A analise citogenética foi a primeira descrita dentre os métodos laboratoriais para
diagnostico para a SXF. Esta técnica, também é conhecida como cariétipo para a sindrome do
X-fragil que consiste no estudo numeérico e morfolégico de cromossomos metafasicos. Pararealizar
essa técnica, as células sao incubadas em meios de cultura com baixa concentragdo de acido
félico para induzir a fragilidade na regido Xq27.3 do cromossomo. Apés a incubacao, é realizado
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o bandeamento G, que permite a visualizacdo das bandas e classificacdo dos cromossomos
(SHNTORCH et al., 2012).

Devido a sua baixa especificidade e sensibilidade, a analise citogenética pode falhar na
deteccgao da fragilidade em mulheres e homens afetados pela sindrome, consequentemente, esse
meétodo ndo é muito utilizado para o diagndstico da SXF. A principal vantagem dessa técnica é a
possibilidade de identificar outras alteragées cromossdmicas em individuos com outros disturbios
(SHNTORCH et al., 2012).

3.2 Southern Blotting (SB)

E o método utilizado para identificar a mutacdo completa e a pré-mutagéo, com o qual
é possivel revelar o estado de metilagdo do gene. E uma técnica confiavel para pacientes do
sexo feminino e masculino e permite visualizar de uma forma direta o tamanho das sequéncias
repetitivas, tanto os individuos que s&o normais quanto nos individuos que apresentam a mutacgao.
Contudo o SB né&o permite determinar de forma precisa a ocorréncia de sequéncias repetitivas
de tamanho pequeno, mas que sao importantes para diferenciar as sequéncias normais das pré-
mutadas (SHNTORCH et al., 2012).

A técnica utiliza uma combinacao de enzimas de restricdo para que seja possivel detectar
a expansao e uma sonda especifica para o gene FMR1. Quando existe DNA metilado tem falha
no corte da enzima que diferencia alelos metilados de ndo metilados. Os fragmentos de DNA que
resultam da digestao enzimatica serdo submetidos a corrida de eletroforese em gel de agarose
juntamente com um marcador molecular conhecido. O DNA sera transferido para uma membrana
de nylon e hibridizado com a sonda marcada com material quimioluminescente ou isétopos
radioativos. A membrana é colocada em contato com filmes de raios X, mostrando a posicdo dos
fragmentos do DNA da membrana hibridados com a sonda radioativa (OOSTRA & WILLEMSEN,
2009).

A técnica de SB como diagndstico de rotina tem algumas desvantagens pois apresenta
alto custo, é trabalhosa e requer uma grande quantidade de DNA de alta qualidade (OOSTRA &
WILLEMSEN, 2009).

3.4 PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

E um método in vitro que permite, a partir de uma pequena quantidade de DNA, a
amplificacao de sequéncias especificas. Para o diagnéstico da SXF ja foram feitos varios
iniciadores e métodos de separacdo e deteccao dos alelos. Nao ha qualquer polimorfismo
conhecido que afete os iniciadores comumente utilizados no diagndstico da SXF, diferente do
que ocorre em outras sindromes nas quais pode ocorrer falha na deteccdo de um alelo se existir
algum polimorfismo no local de anelamento do iniciador (HALLAHAN et al., 2012).
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Para analisar o gene FMR1 pela PCR, € realizada a amplificacdo de milhares de copias de
pedacos do gene na regido que contém as repeticbes CGG. A precisdo da PCR possibilita identificar
as repeticdes que ja estdo expandidas e que descrevem a pré-mutagéo. Estas possuem um risco de
aumentar nas geragoes futuras e expandir-se em mutagbées completas (HALLAHAN et al., 2012).

A primeira etapa da técnica de PCR é realizar a mistura de DNA gendmico, Dntps, ions,
um par de iniciadores (primers), tampao e taq polimerase. Depois a mistura passa por ciclos de
desnaturacao, anelamento e extensao que ocorrem em diferentes temperaturas. As sequéncias de
DNA de interesse seréo produzidas exponencialmente, pois a cada ciclo de produtos formados, os
mesmos sao utilizados pelos iniciadores na produgédo de novas sequéncias do DNA alvo no ciclo
seguinte. Para diagndstico especifico da SXF, o DNA amplificado é separado por eletroforese em
gel de poliacrilamida e revelado por um intercalante de DNA como o brometo de etidio que permite
a visualizagdo e a analise dos tamanhos dos fragmentos gerados (HALLAHAN et al., 2012).

Em homens a auséncia de amplificagdo sugere mutagcao completa, diferente de individuos
normais que tem a presenca de amplificacdo. Mulheres normais podem apresentar um ou dois
pedacos amplificados, dependendo se os dois cromossomos X apresentarem tamanhos proximos
ou ndo, em mulheres com a suspeita de mutacdo completa é necessario que se faga outra técnica
como a de sequenciamento, pois na PCR elas terdo um unico fragmento amplificado podendo
confundir com o resultado obtido em pessoas sem mutacdo (HALLAHAN et al., 2012).

E um método simples, especifico e bastante sensivel, porém é necessaria a atencdo na
realizagao dos trabalhos para evitar contaminagdes cruzadas que podem inviabilizar os resultados
(SHNTORCH et al., 2012).

3.5 Sequenciamento

A técnica consiste em uma molécula de DNA que sera alvo do sequenciamento e hibridado
um unico primer. Semelhante ao que ocorre na replicagao do DNA, a enzima Tag DNA polimerase
adiciona trinucleotideos trifosfatados & extremidade 3’ livre do primer e promove o alongamento
do segmento, obedecendo as regras de complementaridade de bases em relagédo a cadeia molde.
Parte dos nucleotideos utilizados na reacdo de polimerizagado sao nucleotideos que possuem a
pentose com a extremidade 3’ modificada e que nao possui hidroxila, que bloqueiam a adi¢ao de
um novo nucleotideo na extremidade 3’ apds sua incorporacao. Os nucleotideos sdo marcados
com substancia fluorescentes de cores diferentes. As cadeias sintetizadas sdo separadas por
eletroforese em gel de acrilamida ou em capilares de um analisador genético contendo um polimero
especial submetido a campo elétrico. A cor dos fragmentos que migram no gel ou no polimero
€ identificado por um detector a laser presente no analisador genético que transforma os sinais
em grafico, sendo possivel identificar a sequéncia de cores, ou seja, das bases nitrogenadas da
cadeia complementar que foi utilizada como molde da reacdo de sequenciamento (SHNTORCH
etal., 2012).
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A técnica de sequenciamento do DNA permite estudar de modo mais especifico a estrutura
de um determinado gene, identifica mutacdes de ponto e € confiavel para homens e mulheres
(SHNTORCH et al., 2012).

Apesar de ser uma técnica especifica e sensivel é mais utilizada em pesquisas de genes
devido seu alto custo de equipamento e material de consumo (SHNTORCH et al., 2012).

3.6 MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification)

E uma técnica sensivel, rapida e simples, capaz de quantificar relativamente o nimero de
copias, (mais de 50 sequéncias de acidos nucléicos podem ser analisadas em uma mesma reagao).
Capaz de detectar delegdes e duplicacdes de genes, além de mutagdes de ponto (SHNTORCH et
al., 2012).

O principio da técnica é simples, uma amostra de DNA gendmico ¢é hibridizada com uma mistura
de sondas, posteriormente é feito amplificacdo dos produtos de ligagéo por PCR, utilizando um par de
primers universal. Os fragmentos finais sdo entao separados e analisados em aparelho de eletroforese
capilar, possibilitando a quantificacao relativa de copias génicas (SHNTORCH et al., 2012).

A analise pela técnica de MLPA é utilizada quando existem ocasides em que o gene ou
parte dele se encontra deletado ou duplicado. As técnicas de PCR e sequenciamento apresentam
limitagbes na detecgao da amplificagao exclusiva do alelo normal ou na amplificacéo de varios alelos,
um problema que o MLPA n&o possui, entretanto o MLPA é uma técnica de dificil padronizagao por
possuir sondas muito sensiveis e exigir uma grande quantidade de DNA integro que requer um alto
investimento em equipamentos e kits utilizados (SHEN & WU, 2009).

3.7 Vantagens e Desvantagens

Na tabela 1 sdo apresentadas as vantagens e desvantagens de cada técnica.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens de métodos diagnostico laboratoriais da SXF.

Método Vantagens Desvantagens
IAnalisa os cromossomos, permitindo a Risco de resultado falso-negativo, ndo
Cariotipo identificagéo das estruturas, anormalidades (diferencia FRAXA de FRAXE, néo detecta
estruturais e o sitio fragil. portadores, ndo identifica mutagéo pontual.

/Alto custo, requer grande quantidade de
DNA de alta qualidade, indisponibilidade
comercial de sondas.

Permite o diagnostico para homens e

Southerm Blotting mulheres, incluindo portadoras.

Confirmacao apenas para SXF em
~ . . Resultado rapido, utiliza pequena amostra | homens, risco de resultado inconclusivo,
PCR (Reagéo em Cadeia da Polimerase) de DNA. risco alto de ndo detectar portadores, néo
identifica mutagéo pontual.
. Identifica mutacdes de ponto, confiavel Alto custo requer profissionais altamente
Sequenciamento para homens e mulheres. qualificados.

Identificagcdo de duplicagdes e delegdes
MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification) |em um grande nimero de sequéncias
simultaneamente, resultados rapidos.

Adaptado ST EINER et al., 2005.

/Alto custo, requer DNA de alta qualidade,
dificil padronizacéo.
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Apesar da técnica padrdo-ouro para o diagnéstico da SXF ser a PCR, a escolha adequada
de cada técnica ira depender das caracteristicas clinicas de cada paciente com suas vantagens e
desvantagens (STEINER et al., 2005).

Consideragoes Finais

Varias técnicas laboratoriais ja foram desenvolvidas para o diagnéstico da Sindrome
do X-fragil (SXF), mas os testes genéticos sdo os mais utilizados atualmente, principalmente a
combinacao de algumas delas com a PCR (Reacado em Cadeia da Polimerase), que é considerada
padrao-ouro para diagnostico desta sindrome. Com o uso desses testes foi possivel identificar
0 gene mutado FMR1 (Fragile X-linked Mental Retardation Type 1), além da pré-mutacédo e da
mutacado completa contribuindo para o diagndstico preciso da SXF.

Apesar do uso de testes genéticos tenha promovido um grande avango no diagnéstico SXF,
ainda existem barreiras de ordem econdémica e técnica que dificultam o seu uso na rotina, dessa
forma é importante que o clinico avalie a necessidade de cada paciente escolhendo assim a técnica
com maior vantagem para cada caso.
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