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TRANSTORNO ESPECTRO AUTISTA TEA: DIAGNOSTICO DA SINDROME
DO X-FRAGIL

Laryssa R.Bueno’, Luma Q. Paini?, Juliana S. Schauren?®

Resumo

O transtorno do Espectro Autista TEA € um conjunto de distdrbios do neurodesenvolvimento que tem como
caracteristica a dificuldade no convivio social € na comunicagao do individuo e ainda relutancia ao afastar-se
de rotinas, deficiéncia intelectual baixa com dificuldade em exercer habilidades comportamentais simples,
hiperatividade, disturbios do sono e epilepsia dentre todas as sindromes relevantes no TEA. Afeta 1% da
populacdo sendo mais prevalente em homens do que mulheres é hereditario em cerca de 50% a 90% dos
casos o que explica a importancia de compreender os aspectos genéticos para ter informagdes sobre o risco de
recorréncia, prognoéstico e terapéutica. A sindrome do x-fragil foi a de escolha para estudo, pois é a que ocorre
em maior prevaléncia dentre as sindromes monogénicas. A sindrome do X-fragil possui caracteristicas clinicas
presentes 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 maos, aversao ao contato fisico e pouco contato visual, esses pacientes possuem ansiedade, variagao de
humor, hiperatividade e agressividade, esses sinais e sintomas estédo presentes em 90% dos casos mas nao
confirmam o diagnéstico, dessa forma é necesséria a confirmacao através de testes genéticos.

Palavras-chave: Diagndstico para Transtorno Espectro Autista. Testes genéticos para autismo. Transtorno
Espectro Autista. Sindrome do X-fragil.

Abstract

The Autistic Spectrum Disorder (TEA) is a set of neurodevelopmental disorders characterized by difficulty in
social interaction and communication of the individual and still reluctance to move away from routines, low
intellectual disability with difficulty in exercising simple behavioral skills, hyperactivity, sleep disorders and
epilepsy among all relevant syndromes in ASD. Affects 1% of the population being more prevalent in men
than women is hereditary in about 50% to 90% of cases which explains the importance of understanding
the genetic aspects to have information about the risk of recurrence, prognosis and therapy. The x-fragile
syndrome was the one of choice for study, since it is the one that occurs in greater prevalence among the
monogenic syndromes. The X-fragile syndrome has clinical features present as elongated face, prominent
ears, hyperextensibility of the joints, macroorchidia and transverse palmar fold and some behavioral signs
such as biting hands, repetitive hand movements, aversion to physical contact and poor visual contact, these
patients have anxiety, mood swings, hyperactivity and aggressiveness, these signs and symptoms are present
in 90% of the cases but do not confirm the diagnosis, so confirmation through genetic testing is necessary.

Keywords: Diagnosis for Autistic Spectrum Disorder. Genetic Tests for Autism. Autistic Spectrum Disorder.
X-Fragile Syndrome.
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O transtorno do Espectro Autista TEA € um conjunto de disturbios do neurodesenvolvimento
que tem como caracteristica a dificuldade no convivio social € na comunicagao do individuo e
ainda relutancia ao afastar-se de rotinas, deficiéncia intelectual baixa com dificuldade em exercer
habilidades comportamentais simples, hiperatividade, disturbios do sono e epilepsia (OLIVEIRA &
SERTIE, 2017).

O autismo foi descrito pela primeira vez em 1943 pelo psiquiatra infantil Kanner, que relatou
como uma sindrome isolada tendo como principal caracteristica a obsessao e insisténcia na
preservacdo da mesmice e a solidao autista, era considerada como uma forma de esquizofrenia
infantil e isso permaneceu durante 30 anos. Foi apenas em 1980 que o autismo foi formalmente
reconhecido como sua prépria entidade de diagnéstico clinico, definida com trés caracteristicas
essenciais: deficiéncia na comunicacao, falta de interesse em outras pessoas e comportamentos
bizarros (ZIATS & RENNERT, 2016).

Normalmente é realizado o diagndstico em torno dos trés anos de idade (GONCALVES
et al., 2017). O TEA afeta 1% da populagdo sendo mais prevalente em homens do que mulheres
€ hereditario em cerca de 50% a 90% dos casos o que explica a importancia de compreender os
aspectos genéticos para ter informagdes sobre o risco de recorréncia, prognéstico e terapéutica
(OLIVEIRA & SERTIE, 2017).

A etiologia do TEA ainda n&do é totalmente conhecida, mas sabe-se que ha 2% de
anormalidades cromossémicas, 5% relacionado a sindromes monogénicas, 10% relacionado a
microduplicacbdes e microdelecdes, 3% sido causas ambientais e 80% esta relacionado a causas
multifatoriais e epigenética (FREITAS, 2017).

O autismo também pode estar associado a distlirbios metabdlicos em um numero
relativamente pequenos dos casos, mesmo assim recomenda-se investigacdes de erros inatos do
metabolismo em todos os pacientes com TEA (OLIVEIRA & SERTIE, 2017).

Quanto as causas genéticas temos as alteragdes cromossémicas microscopicamente visiveis
que sao mais frequentemente encontradas em casos de TEA, como a duplicagdo 15911-q13 e as
delecbes 2q37, 22911.2, 22q13.3 e 16p11, juntas tem uma incidéncia de 3% a 5% (FREITAS, 2017).

Ha também as alteragbes conhecidas na forma de comorbidades com sindromes genéticas
monogénicas, como as sindromes do x-fragil com alteragao no gene FMR1, sindrome Rett com
alteracao no gene MECP2, esclerose tuberosa com alteragcao nos genes TSC1 e TSC2, sindrome
de Angelman com alteragdo no gene UBE3A, neurofibromatose com alteragdo no gene NF1 entre
outras sindromes que estdo fortemente ligadas ao TEA, grande parte destas sindromes séo
causadas por microdele¢des e microduplicagcdes as designadas CNVs que nada mais sao que
0 numero de cdpias submicroscépias anormais de segmentos de DNA do genoma humano, que
podem ser herdadas ou podem ser ocasionadas a partir de mutagdes esporadicas (FREITAS,
2017).

1. Introducao
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O Biomédico tem grande importancia no diagnéstico do autismo, pois € um profissional
altamente capacitado para atuar diretamente no laboratério com testes genéticos, moleculares e
pesquisa de genes, dessa forma o diagnéstico 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 do TEA: Transtorno
Espectro Autista e a sindrome monogénica X- fragil com sintomas que incluem o TEA e que merece
atencao especial, devido a uma alta prevaléncia entre individuos com autismo que é necessario
realizar testes genéticos.

2. Metodologia

Este estudo caracteriza-se por uma revisao bibliografica, onde foram pesquisados artigos
sobre TEA: Transtorno Espectro Autista e testes genéticos para diagndstico da sindrome do X-fragil.
Esta pesquisa foi baseada em busca de artigos nas bases de dados “google académico”, Pubmed e

Scielo onde foram utilizados os termos de busca: “Transtorno Espectro Autista”, “Diagnéstico para

Transtorno Espectro Autista”, “Testes genéticos para autismo”, “genes do autismo”, “sindrome do
X-fragil”. No periodo de julho a novembro de 2018.

3. Discussao

Dentre as trés sindromes monogénicas a de maior prevaléncia entre os pacientes com TEA
é a sindrome do X-fragil.

Sindrome do X-fragil

A sindrome do X-ffagil (SXF) além do historico familiar de deficiéncia mental, possuem
caracteristicas clinicas presentes 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 maos, aversao ao contato fisico e pouco contato
visual, esses pacientes possuem ansiedade, variagdo de humor, hiperatividade e agressividade,
esses sinais e sintomas estao presentes em 90% dos casos mas nao confirmam o diagnéstico,
dessa forma € necessaria a confirmacgao através do exame genético com técnicas especificas para
a sindrome estudada (KUMARI & USDIN, 2010).

Os homens sédo mais afetados do que as mulheres porque sao homozigéticos para o
cromossomo X e as mulheres possuem a compensacgao do outro cromossomo X, dessa forma as
mulheres que s&o portadoras do gene mutado irdo apresentar sinais e sintomas mais leves que

Revista Eletrénica Biociéncias, Biotecnologia e Satde, Curitiba, n. 20, maio-ago. 2018. 9



Biociéncias, Biotecnologia e Saude 2 imcago. 2

" Mo,

vao variar de acordo com o grau de mutagado ou pré-mutacdo em que se encontra o gene FMR1
(OOSTRA & WILLEMSEN, 2009).

E uma sindrome monogénica de heranca recessiva ligada ao X, com alteracdo no gene
FMR1 (Fragile X-linked Mental Retardation Type 1), que causa disturbios de neurodesenvolvimento
ligado ao TEA (KUMARI & USDIN, 2010).

Na SXF o cromossomo X refere-se a um marcador citogenético (FRAXA) conhecido de
sitio fragil folato-sensivel, onde a cromatina ndo se condensa, esta localizado no Xq27.3, € uma
regido que esta sujeita a quebras frequentes. O gene FMR1 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 onde 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).
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Figura 1. Representagédo esquematica do gene FMR1
Fonte: Gomez, 2011.

Resultados moleculares demonstraram a presencga da expansédo de CGG no gene FMR1,
a regiao génica foi entdo chamada de sitio FRAXA, ja foram descritos outros sitios frageis no
cromossomo X como o FRAXD, FRAXE e FRAXF. O FRAXE esta relacionado a mutagao no gene
FMR2 e contém repeticdo de CGG instaveis que também tem relacdo com retardo mental, o sitio
FRAXF e o FRAXD nao causa nenhum fendtipo anormal aparentemente, sao localizados em
regides muito proximas ao sitio FRAXA. Devido ao fato desses sitios estarem localizados a regides
préoximas do cromossomo X e co-localizados ao FRAXA isso pode dificultar na interpretacédo e na
analise citogenética dos pacientes da SXF (BIACSI, 2008).
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Figura 2. Ideograma do cromossomo X
Fonte: Gomez, 2011.
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Testes genéticos da SXF

Antes de identificarem o gene FMR1 como responsavel pela sindrome da X-fragil o
diagnéstico era feito por meio de cariétipo, porém nao € mais recomendado por se tratar de uma
técnica com baixa sensibilidade, baixa especificidade e um risco relativamente alto para diagnéstico
falso-negativo (SHNTORCH et al., 2012).

A genética molecular deixou mais compreensivel a variabilidade do sitio fragil, contanto que
as mutacdes estejam contrarias em uma mesma familia, a identificagdo molecular do gene FMR1,
tornou-se o padrao ouro para o diagnostico confiavel da SXF, dessa forma individuos que possuem
deficiéncia intelectual como o autismo ou que tenham sinais sugestivos do quadro clinico da doenga,
€ necessario se submeter ao teste genético molecular para definir o numero de cépias CGG que
esta no gene FMR1. Os diagnésticos realizados para a SXF envolvem a analise cromossémica ou
cariotipo, testes de imunocitoquimica e imunohistoquimica que apresenta a porcentagem de proteina
FMRP nas células e os diagnésticos moleculares por Southern Blotting, PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase), sequenciamento e MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification) (YIM et al., 2008).

Analise citogenética
E uma técnica que consiste no estudo numérico e morfolégico de cromossomos metafasicos

dentre os métodos laboratoriais para diagnéstico para a SXF a analise citogenética foi a primeira
descrita. Para realizar essa técnica que também é conhecida como cariotipo para a sindrome do
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X-fragil, as culturas celulares s&o incubadas em meios de cultura com baixo acido félico para induzir
a fragilidade na regido Xq27.3 do cromossomo, processos de incubacéo e bandeamento G concede
avisualizagao e classificagdo dos cromossomos, esse método pode falhar na detecgao da fragilidade
em mulheres e homens afetados pela sindrome. Com a baixa especificidade e sensibilidade esse
método ndo é muito utilizado para o diagnéstico da SXF, a principal vantagem dessa técnica é a
possibilidade de identificar outras alteragdes cromossémicas em individuos com outros disturbios
(SHNTORCH et al., 2012).

Figura 3. Imagem de Cromossomo X metafasico
Fonte: Queiroz, 2006.

Testes de imunocitoquimica e imunohistoquimica

O teste de imunocitoquimica indica percentual de FMRP em linfécitos das amostras dos
pacientes, esses linfécitos sao visualizados em microscépio optico e estabelece o percentual através
do numero de linfécitos positivos sdo os que apresentarem coloracao avermelhada, os pacientes
afetados apresentam de 0 a 15% de FMRP enquanto que pessoas normais possuem de 80 a 100%.
Essa técnica é eficiente no diagndstico de pacientes afetados do sexo masculino (STOGER, 2011).

O teste de imunohistoquimica identifica a presenca ou auséncia da proteina FMRP e pode
ser usado como um método alternativo no diagndstico pré-natal em amostras de fetos do sexo
masculino quando ha indicacao clinica de mutagcdo completa, em casos de fetos do sexo feminino
nao é recomendado no diagnodstico pré-natal pois pode dar resultado falso-negativo ou falso-positivo,
os autores dizem que esse fendmeno € a inativacao aleatéria do cromossomo X em células de fetos
do sexo feminino (STOGER, 2011).

Southern Blotting (SB)

E 0 método utilizado para identificar a mutacéo completa e a pré-mutagao, onde é possivel revelar
o estado de metilacdo do gene. E uma técnica confiavel para pacientes do sexo feminino, masculino e
permite visualizar de uma forma direta o tamanho das sequéncias repetitivas, tanto os individuos que
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s&o normais quanto os individuos que apresentam a mutagao, contudo o SB nao permite determinar de
forma precisa a ocorréncia de sequéncias repetitivas de tamanho pequeno, mas que sado importantes
para diferenciar as sequencias normais das pré-mutadas (SHNTORCH et al., 2012).

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

PCR ( Reacdo em Cadeia da Polimerase)

E um métodoin vitro que a partir de uma pequena quantidade de DNA permite uma amplificacéo
de sequéncias especificas, para o diagndéstico da SXF ja foram feitos varios iniciadores e métodos
de separagao e deteccao dos alelos, que ja foi comprovado que nao ha qualquer polimorfismo
conhecido que afete os iniciadores comumente utilizados no diagndstico da SXF diferente do que
ocorre em outras sindromes onde a técnica pode ocorrer falha na detec¢gdo de um alelo se existir
algum polimorfismo no local de anelamento do iniciador (HALLAHAN et al., 2012).

Para analisar o gene FMR1 pela PCR consiste na amplificagdo de milhares de copias de
pedacos do gene onde ira conter as repeticoes CGG. A PCR é bastante importante porque sua
precisdo possibilita identificar as repeticbes que ja estdo expandidas e que descrevem a pré-
mutacgdo, pois possuem um risco de aumentar nas geragdes futuras e expandir-se em mutacoes
completas (HALLAHAN et al., 2012).

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

A primeira etapa da técnica de PCR é o aquecimento para desnaturacdo da dupla fita de
DNA, ap6s a ligacao dos iniciadores nos locais complementares especificos e da extensdao do DNA
pela enzima. Ciclo sera chamado cada série de desnaturagéo, anelamento e extensdo que ocorrem
em diferentes temperaturas. As sequéncias de DNA de interesse seréo produzidas pois a cada ciclo
de produtos formados s&o utilizados pelos iniciadores na produgédo de novas sequéncias do DNA
alvo no ciclo seguinte (HALLAHAN et al., 2012).

Para diagndstico especifico da SXF a amplificagao dos produtos sao separados por eletroforese
em gel de poliacrilamida e revelados por um intercalante de DNA como o brometo de etidio, apds os
tamanhos dos fragmentos podem ser visualizados e analisados (HALLAHAN et al., 2012).

Em homens ha auséncia de amplificagdo sugere mutacdo completa, diferente de individuos
normais que tem a presenca de amplificagdo. Em mulheres normais podem apresentar um ou dois
pedacos amplificados, dependendo se os dois cromossomos X apresentarem tamanhos préximos
ou ndo, em mulheres com a suspeita de mutagdo 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).
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Métodos automaticos para sequenciar regides das repeticdes de CGG também sdo utilizados
como diagndstico da sindrome, apesar de uma minoria de individuos com SXF possuem delegéo ou
mutacao de ponto como responsavel pela manifestagdo da doenga que ndo a expansao de CGG,
nestes casos sao indicados estudos especificos como o sequenciamento do gene FMR1, apesar de
ser uma técnica especifica e sensivel € mais utilizada em pesquisas de genes devido seu alto custo
de equipamento e material de consumo (SHNTORCH et al., 2012).

Sequenciamento

MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification)

Atécnicade MLPA permite identificar as alteragdes no niumero de copias em até 50 sequéncias
diferentes de DNA em uma unica reagdo de amplificacao, ou seja permite a identificacdo de grande
numero de sequencias simultaneamente, essa identificacao é efetuada por meio da hibridagao de
sondas especificas, a peculiaridade desta técnica é que ndo € o DNA gendmico que € o alvo da
amplificacdo por PCR mas sim as sondas que se hibridam ao DNA é que sdo amplificadas. As
sondas de MLPA constituem-se em dois oligonucleotideos complementares as sequencias alvo de
DNA gendmico, oligonucleotideo sintético curto e o longo (SHNTORCH et al., 2012).

A analise pela técnica de MLPA ¢é utilizada quando existem ocasiées 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 amplificagcao de varios alelos,
um problema que o MLPA nao 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).

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

Método Vantagens Desvantagens
. P, Risco de resultado falso-negativo
Analisa os cromossomos, permitindo| . . ’
Cariotipo a identificacao das estruturas, ndo diferencia FRAXA de FRAXE,

anormalidades estruturais e o sitio fragil.

ndo detecta portadores, ndo identifica
mutacao pontual.

Southerm Blotting

Permite o diagnéstico para homens e
mulheres, incluindo portadoras.

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

PCR (Reagéo em Cadeia da

Resultado rapido, utiliza pequena

Confirmagdo apenas para SXF em
homens, risco de resultado inconclusivo,

Polimerase) amostra de DNA. risco alto de n&o detectar portadores, néo
identifica mutag&o pontual.
Sequenciamento Identifica mutagdes de ponto, confiavel | Alto custo requer profissionais altamente

para homens e mulheres.

qualificados.

MLPA (Multiplex Ligation Probe
Amplification)

Identificacdo de duplicagdes e delecdes
em um grande numero de sequéncias
simultaneamente, resultados rapidos.

Alto custo, requer DNA de alta qualidade,
dificil padronizagéao.

14

Adaptado STEINER et al., 2005.
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A técnica padrao-ouro para o diagnéstico da SXF é a PCR, porém ira depender das
caracteristicas clinicas de cada paciente para a escolha adequada de cada técnica com suas
vantagens e desvantagens (STEINER et al., 2005).

Consideragoes Finais

Acredita-se que arapida evolugao do conhecimento proporcionada pelas pesquisas genéticas
relacionadas ao autismo ligado a sindrome X-fragil certamente contribuira para o desenvolvimento
de técnicas diagndsticas mais precisas e, possivelmente, para terapias baseadas em evidéncias
genéticas, tornando a investigacao da etiologia genética do TEA e SXF em criangas ainda mais
importante.

Dentre todas as sindromes relevantes no TEA os exames para diagndsticos que sdo mais
solicitados sdo os da SXF, uma triagem aprimorada beneficia muitos pacientes juntamente com um
diagnéstico rapido e correto aliado ao estimulo e tratamento precoce possui grande interferéncia no
prognéstico desses pacientes.
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