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RESUMO

A Sindrome do X-Fragil (SXF) ¢ a principal causa de deficiéncia intelectual
herdavel no mundo e a segunda de etiologia genética, com uma prevaléncia estimada de
1/4000 homens e 1/8000 mulheres. O mecanismo molecular mais comum na SXF ¢
decorrente de alteragdes na expressdao do gene FMRI, localizado em Xq27.3, devido a
expansodes trinucleotidicas CGG na regido promotora e subsequente metilagdo do gene.
Apesar de apresentar achados clinicos consistentes, os mesmos ndo sao exclusivos, e a
existéncia de portadores de alteracdo no gene FMR1 sem manifestagdes clinicas aparentes
impossibilitam o diagnostico da SXF baseado apenas no exame fisico. No presente estudo
foi desenvolvido uma proposta metodoldgica para o diagnostico molecular da Sindrome
do X-Fragil a partir da amplificacdo tripla metilacdo-especifica da regido promotora do
gene FMR1 combinada a eletroforese em capilar. Foram utilizados 34 pacientes com
indicagdo clinica de SXF encaminhados para um laboratdrio da rede publica de saude.
Apos extracdo e quantificagdo do DNA, as amostras foram amplificadas em protocolo
otimizado e os produtos submetidos a eletroforese em capilar de 36¢cm para verificar a
quantidade de repeti¢des CGG e o grau de metilagdo do DNA de cada amostra. Foram
detectadas uma pré-mutacio (3%) e seis mutagcdes completas (18%), sendo que todas
estas ultimas revelaram um alto grau de metilagdo. Considerando os sinais clinicos
comumente apresentados, os pacientes foram também analisados para a ocorréncia do
Transtorno do Espectro do Autismo (TEA), que sombreia e se sobrepde a SXF,
verificando que 100% dos individuos com muta¢do completa apresentaram o fenotipo.
Foi possivel observar pequenas diferengas comportamentais nos pacientes analisados,
indicando um quadro clinico mais leve quanto aos aspectos da interacdo social e das
estereotipias. Sendo assim, a nova proposta metodoldgica permite determinar de forma
eficaz as expansdes trinucleotidicas CGG no FMRI permitindo um diagnostico assertivo

da SXF para as familias de pacientes atendidos na rede publica de saude em Goids.

PALAVRAS-CHAVE: FMRI, Expansdes trinucleotidicas, Metilacdo, Diagnostico

Molecular

Xiii



ABSTRACT

X-Fragile Syndrome (FXS) is the leading cause of inherited intellectual disability
in the world and the second of genetic etiology, with an estimated prevalence of 1/4000
men and 1/8000 women. The most common molecular mechanism in SXF is due to
changes in the expression of the FMR1 gene, located in Xq27.3, due to CGG trinucleotide
expansions in the promoter region and subsequent methylation of the gene. In spite of
presenting consistent clinical findings, they are not exclusive, and the existence of carriers
of alteration in the FMR1 gene without apparent clinical manifestations makes it
impossible to diagnose SXF based only on the evaluation. In the present study, a
methodological proposal for the molecular diagnosis of X-Fragile Syndrome was
developed from the methylation-specific triple amplification of the promoter region of
the FMR1 gene combined with capillary electrophoresis. Thirty-four patients with
clinical indication of SXF were referred to a laboratory of the public health network. After
extraction and quantification of the DNA, the samples were amplified in an optimized
protocol and the products submitted to 36cm capillary electrophoresis to verify the
amount of CGG repeats and the degree of DNA methylation of each sample. Pre-mutation
(3%) and six complete mutations (18%) were detected, all of which revealed a high degree
of methylation. Considering the clinical signs commonly presented, the patients were also
analyzed for the occurrence of Autism Spectrum Disorder (ASD), which shadowing and
overlapping the SXF, verifying that 100% of the individuals with complete mutation
presented the phenotype. Thus, it was possible to observe small behavioral differences in
the patients analyzed, indicating a lighter clinical picture regarding aspects of social
interaction and stereotypies. Thus, the new methodological proposal allows to effectively
determine the CGG trinucleotide expansions in FMR1 allowing an assertive diagnosis of

SXF for the families of patients attended in the public health network in Goiés.

KEYWORDS: FMRI, Trinucleotide Expansions, Methylation, Molecular Diagnostics.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, diversas pesquisas possibilitaram avangos consideraveis na
area do diagndstico molecular de doengas genéticas. No entanto, ha um descompasso
entre a possibilidade diagnostica e a disponibilidade para o cidaddo (Luz et al., 2015).
Condigdes geneticamente determinadas acometem milhdes de familias no mundo, sendo
que uma em cada 20 gestagdes envolve o nascimento de uma crianga com algum tipo de
anomalia congénita, deficiéncia ou doenca genética que comprometerd seu
desenvolvimento e qualidade de vida (Meira & Acosta, 2009). Na maioria dos paises em
desenvolvimento, onde vive mais de 80% da populagdo mundial e onde a maior parte das
criancas nascerd, sdo muitos os obstaculos ao progresso e a aplicagdo da tecnologia
genética na pratica médica (Vieira & Favoreto, 2016).

Entre as condi¢des genéticas, destaca-se a Sindrome do X-Fragil (SXF), por ser a
causa mais comum de Deficiéncia Intelectual (DI) herdavel em todas as populacdes
humanas e a segunda de etiologia genética, com uma incidéncia estimada de 1/4000
homens e 1/8000 mulheres (Amancio et al., 2015; Stembalska et al., 2016). Esta ¢é
considerada como a doenca de maior importancia epidemiologica entre homens com
deficiéncia intelectual no Brasil, mas ainda ndo se dispde de dados epidemioldgicos
confidveis em relacdo a distribuicao desta e de varias outras doengas genéticas, apesar da
aparente melhoria dos indicadores nacionais de saude nas ultimas décadas (Pinto et al.,
2014). Neste contexto, o diagnostico para doengas genéticas como a SXF representa um
desafio médico complexo para a comunidade cientifica, ndo podendo ser interpretado
simplesmente com resultados positivos ou negativos (Marshall ez al., 2008; Bellavance,
2016).

O desenvolvimento e aperfeicoamento das ferramentas biotecnoldgicas tém
permitido avangos consideraveis no campo da genética clinica para a identificagdo das
alteracdes envolvidos neste transtorno, superando as limita¢des do caridtipo convencional
(Yiping et al. 2010; Kong et al., 2013, Chen et al., 2016). Por outro lado, as relagdes
existentes entre gendtipo e fenotipo ainda apresentam incognitas, tanto na determinagao
de um diagndstico efetivo como no estabelecimento de um real prognostico (Niort &
Hernandez-Vasquez, 2016).

Assim, estudos que permeiam investigar as correlagdes entre gendtipo e fendtipo

na SXF se fazem fundamentais para melhor compreensao da sindrome, para a devida



orientacdo das familias e na sistematica do aconselhamento genético (Wang et al., 2010;
McCary & Roberts, 2013; Lozano et al., 2015).

Apesar do conhecimento sobre as origens e efeitos do X-Fragil evoluirem,
proporcionando novos desafios cientificos e novas formas de compreensdo da doenga, no
Brasil, esta doenca tem sido subdiagnosticada. Este fato ocorre principalmente porque as
caracteristicas de Autismo que estas criangas podem apresentar levantam enormes
dificuldades aos pais e aos profissionais dos diferentes dominios, que continuam a lidar
diariamente com os desafios da aprendizagem e do comportamento da crianga com a SXF,
que sem diagnostico confirmado, ndo alcanca terapia efetiva e evolugdo consideravel do

quadro clinico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A SINDROME DO X-FRAGIL

2.1.1. HISTORICO

A condicdo clinica atualmente conhecida como Sindrome do X-Fragil (SXF) foi
descrita pela primeira vez em 1943 por James P. Martin & Julia Bell no artigo “A4 pedigree
of mental defect showing sex-linkage”, caracterizando 6 geracdes de uma familia com
homens portadores de Deficiéncia Intelectual (DI), sendo entdo denominada de sindrome
de Martin & Bell (Bagni et al., 2012). Somente em 1969, Hebert Lubs conseguiu associar
esta condicdo de DI hereditaria com a observagdo citogenética de uma constri¢do
secundaria (sitio fragil) no braco longo do cromossomo X (Figura 1), levando ao
estabelecimento do nome Sindrome do X-Fragil na década de 70 pelo pesquisador Grant

Sutherland (Andrade, 2012).

Figura 1 - Metéafase evidenciando um sitio fragil no cromossomo X
(Simmons, 2008 - modificado)

Com o avango das técnicas moleculares, o gene foi caracterizado por Verkerk et
al. (1991), sendo definida a sua localizacdo em Xq27.3 e denominado de FMRI (Fragile
Mental Retardation 1). Poucos anos depois, Greenough et al. (1997) descreveram a
proteina FMRP, produto do FMRI, indicando sua possivel participagdo na maturagao

sinaptica.



Recentemente, novas pesquisas relataram que esta proteina desempenha atividade
em fungdes tais como o transito nuclear-citoplasmatico de RNAs, controle de tradugao,
transporte de RN As nos dendritos, traducdo e regulacao dendrito-especifica. Porém o real
papel desempenhado na célula por esta proteina ainda estd longe de ser totalmente

esclarecido (Ouwenga & Dougherty, 2015; Majumber et al., 2016).

2.1.2. ASPECTOS MOLECULARES

A SXF ¢ causada por alteragdes genéticas na expressao do FMRI, que ¢
caracterizado por ser um gene altamente conservado em mamiferos, formado por 17
¢xons distribuidos em aproximadamente 39 Kb, e apresenta uma regido repetitiva de

trinucleotideos CGG na regido ndo traduzida 5’ (Yudkin et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2 — Diagrama do cromossomo X, destacando a localizagdo do gene FMRI e a sua
estrutura com a regido promotora, éxons e introns do referido gene.

O transcrito primario principal do FMR1 tem 4,4 Kb, mas codifica para diferentes
RNAm através de splicing alternativo, com expressdo em diversos tecidos como cérebro,
testiculos e epitélio. Ainda muito pouco se pode inferir sobre os reais impactos do gene
FMRI como um todo, mas ¢ possivel que este influencie ou module indiretamente a
expressao de pelo menos uma centena de genes distintos (Brasa et al., 2016).

A proteina FMRP, principal produto génico do FMRI, participa diretamente da
sinalizacdo celular de proteinas envolvidas na formacdo dendritica e plasticidade
neuronal. Desde sua descoberta, ¢ consenso que a perda de producdo da FMRP ¢ a
responsavel direta pelas manifestagdes patologicas da SXF (Hagerman et al., 2008;

Abbeduto et al., 2014).



A estrutura cristalina de 2,8A desta proteina de 58Kd apresenta sitios de ligacdo,
como o KH e um motivo rico em arginina-glicina (box RGG) que possibilitam interagdes

especificas com quadruplexos de guanina (G) e RNAm (Vasilyev et al., 2015) (Figura 3).

Figura 3: Estrutura tridimensional da proteina FMRP destacando os sitios de
ligacdo RGG e KH (adaptado de Vasilyev et al., 2015)

2.1.2.1. FMRI E VARIABILIDADE GENETICA DAS REPETICOES CGG

A quantidade de repeti¢des trinucleotidicas CGG observadas na regido promotora
do FMRI ¢ bastante polimoérfica na populagdo mundial. Diferentes modelos tentam
explicar a origem destas expansdes, geralmente através de slipagge (erro da polimerase
no processo de replicagdo) ou por crossing-over desigual (Luo, 2015). Segundo Pretto e
colaboradores (2014), quanto maior for a quantidade de repeticdes CGG, mais instavel
sera a regido, aumentando a incidéncia de erros e ocasionando inclusive o surgimento de
mosaicismos celulares.

Em meados da década de 90, Eichler e colaboradores identificaram sequencias
AGG intercaladas as repeticdes CGG e sugeriram que estas poderiam levar a uma maior
estabilidade do FMRI, reduzindo o risco de expansdes futuras (Nolin et al, 2014).
Latham et al. (2014) relataram que mais de 90% dos individuos com gendtipo normal
apresentam uma a duas interrup¢des AGG e que a falta destas aumentaria em até 10 vezes

o risco de expansdes futuras para faixa de pré-mutagdo e mutagdo completa.



A problematica envolvida no aumento das repeticdes CGG estd no fato de ser a
causa primaria da inativagdo do FMRI e desenvolvimento da SXF. Por convengao,
individuos considerados ndo afetados pela SXF tém até 44 repeticdes CGG, enquanto os
portadores de mutagdo completa apresentam mais de 200 repetigdes. Existe ainda a pré-
mutagdo, com 55 a 200 repeti¢des, além de uma zona cinza ou intermediaria (Grey Zone),

com 45 a 54 repeti¢des (Eichler ef al., 1994; Hantash ef al., 2010) (Tabela 1).

Tabela 1 — Determinacgdo de genotipos de acordo com as faixas de repetigdes CGG

GENOTIPO FAIXA DE REPETICOES CGG'
Normal 0-44
Intermediario (Grey Zone) 45 -54
Pré-Mutacao 55-200
Mutac¢io Completa > 200

!: faixa de repeti¢des medida em numero de trincas CGG

Nas mutacdes completas, a grande extensdo de repeticdes CGG leva tipicamente
a um processo de metilagdo do gene, induzindo ao silenciamento da transcricdo e
inativacdo do FMRI. Nestas condicdes, o fendmeno epigenético resulta na diminui¢ao ou
auséncia completa da proteina FMRP e surgimento do fendtipo associado a SXF (Figura

4) (Brasa et al., 2016).
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Figura 4 - Relagdo entre tamanho das faixas de repeticdes CGG em normal, pré-mutado e
mutacdo completa e a respectiva producdo de RNAm e FMRP (adaptado de Berman
etal.,2014)



Por outro lado, os portadores de pré-mutagdes normalmente ndo apresentam
alteragdes significativas dos niveis da FMRP, apesar de alguns autores relatarem uma
leve diminui¢do desta proteina. A problemadtica estaria no aumento consideravel da
concentragdo de RNAm, levando a uma agdo “toxica” destes RNAs e surgimento de
outras condi¢des clinicas associadas ao FMRI (Figura 4) (Tassone & Hagerman, 2012;
Berman et al., 2014; Suhl & Warren, 2015).

De acordo com Jiraanont ef al. (2016), a metilagdo do FMRI em decorréncia das
expansdes CGG sao responsaveis por mais de 98% dos casos da SXF. Apesar da mutagdo
completa representar a causa mais comum da SXF, esta sindrome também pode ser
causada por outros mecanismos que também levam a perda da producao da FMRP (Luo
etal.,2015). Em torno de 1% dos casos da SXF, sdo reportados outros mecanismos, como
a delecdo completa do gene, mutagdes pontuais e rearranjos cromossomicos (Myrick et

al., 2014).

2.1.3. ASPECTOS CLINICOS

A SXF ¢ a primeira doenga humana descrita para mutagdes dinamicas envolvendo
expansdes CGG. Por outro lado, até poucas décadas atras, nenhum significado clinico era
impactado para os portadores de pré-mutacdes, destacando apenas o risco de aumento das
expansdes CGG para a SXF. Atualmente, as pré-mutagdes estdo relacionadas a duas
entidades clinicas distintas: a Sindrome do Tremor e Ataxia ligada ao X-Fragil (FXTAS)
e a Falha Ovariana Precoce (FOP) (Lozano et al., 2014).

A FXTAS se inicia ap6s os 40-50 anos e estd presente em 50% dos homens
portadores de pré-mutacdo Liu ef al. (2012) também relatou o fenotipo em individuos
distribuidos na zona cinza (45 a 54 repeti¢des). Esta sindrome € caracterizada como um
distarbio neuroldgico progressivo com tremor de intensdo e ataxia motora, além de se
observarem alteracdes psiquidtricas como perda de memoria, irritabilidade, ansiedade,
depressdo e apatia (Hagerman & Hagerman, 2008; Christofolini et al., 2009).

No caso da FOP, ocorre uma redugdo da reserva ovariana associada a um ciclo
menstrual irregular, amenorreias repetitivas, infertilidade e alteragdo hormonal com
elevagdo de FSH (Spath ef al., 2011). Aproximadamente 20% das mulheres pré-mutadas
apresentam uma insuficiéncia ovariana antes dos 40 anos (Hagerman & Hagerman, 2008,

Alvarez-Mora, 2015).



2.1.3.1. ALTERACOES FENOTIPICAS DA SXF

Na SXF, a sintomatologia essencial envolve um quadro de Deficiéncia Intelectual
(DI) associado a alteragdes comportamentais e cognitivas. Segundo Braat et al. (2015) e
Liu et al. (2016), a SXF ¢ bastante heterogénea e de dificil diagndstico clinico, sendo
fundamental o diagndstico molecular.

Em recém-nascidos, a sintomatologia ¢ minima, sendo dificil o diagndstico
precoce. Alguns autores destacam casos envolvendo hipotonia e macrocefalia leve. Em
criangas, o atraso no desenvolvimento neuropsicomotor se torna mais evidente, com
coordenacdao motora lenta e atraso na fala mais significativo.

Progressivamente, as alteracdes fenotipicas podem se tornar mais evidentes, sendo
o quadro clinico mais caracteristico apresentando orelhas largas e antevertidas, face
triangular, longa e estreita, queixo proeminente, palato alto e curvo, estrabismo, pés

planos e, em individuos pos-puberes, macroorquidia (Kidd et al., 2014) (Figura 5).

Figura 5. Aspecto facial de paciente com a SXF, destacando queixo
proeminente, face alongada e orelha antevertidas

Recentemente, a SXF passou a ser fortemente associada ao Transtorno do
Espectro do Autismo (TEA), que ¢ um distirbio do desenvolvimento decorrente de
alteragdes em genes que afetam direta ou indiretamente o sistema nervoso, tais como o
gene FMRI (Wheeler et al., 2015). Segundo Brock & Hattom (2010) e Stepniak et al.
(2015), em torno de 60% dos homens e 20% das mulheres com mutagdes completas
poderiam apresentar um feno6tipo compativel com o TEA. Atualmente, considera-se que

o FMRI ¢ o gene mais frequentemente associado ao TEA, sendo responsavel por 2 a 6%



de todas as criangas diagnosticadas com o transtorno (Li et al., 2016; Loépez-Mourelo et
al., 2016).

Segundo Wheeler ef al. (2015), a SXF seria uma entidade clinica diferente do
TEA, mas que compartilha uma série de caracteristicas (Figura 6). Também, a SXF se
apresentaria na forma de um espectro no qual o TEA seria um dos fendtipos possiveis.
(Hagerman et al., 2008; Schaefer & Mendelsohn, 2008; Wang et al., 2010; Schaefer et
al.,2013; Brasa et al., 2016).

Estrabismo
|Comunicacdo
Alteracdes Faciais Atraso da fala Savantismo
. . |Interagao social L.
Macroorquidia Hiperatividade Memoria visual
SXF e Ansiedade ] TEA
. Ecolalia
Estereotipias
Deficiéncia Intelectual Hiper / Hipoestesia

Figura 6 — Sobreposicdo de fendtipos entre SXF e TEA como atraso na fala, estereotipias e
ansiedade, destacando ainda fendtipos que ndo se sobrepdem - adaptado de
Wheeler et al. (2015).

Em 2000, Tassone e colaboradores associaram pela primeira vez o autismo com
pacientes portadores de pré-mutagdes. Este achado foi confirmado posteriormente por
varios outros grupos (Aziz et al., 2003; Clifford et al., 2007 e Hagerman & Hagerman,
2011), estimando-se que uma pequena parcela de pré-mutados possam apresentar

clinicamente o TEA (Bailey et al., 2008; Farzin & Koldewyn, 2014).

2.1.4. DETECCAO DAS EXPANSOES CGG NO FMRI

Dentre as formas de avaliagdo das expansdes CGG, destacam-se a andlise
citogenética, o Southern-blot e a investigagdo molecular através da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Inicialmente o diagndstico laboratorial s6 era possivel através da
citogenética, uma vez que até 1991 ndo se conhecia o gene causador da SXF. Atualmente
¢ considerada uma técnica relativamente limitada, uma vez que nao permite identificar a
extensdo das repeticdes CGG e identifica a observacao citogenética da mutagcdo completa
em uma por¢do minima de células (Snow et al., 1993; Tassone, 2015).

O diagnostico por Southern-blot ¢ ainda utilizado no Brasil e € capaz de identificar

pré-mutagdes e mutagdes completas. No entanto, a metodologia € relativamente lenta e



dispendiosa em relacdo a técnica de PCR, além de ndo conseguir detectar adequadamente
mosaicismos celulares e apresentar uma margem de erro de até 50 repeticdoes CGG nas
mutagdes completas, podendo levar a erros de classificagdo (Chen et al., 2011).

A amplificagdo da regido promotora do gene FMRI por PCR ¢ bastante eficaz
para alelos dentro da faixa de normalidade, mas limitada em pacientes que apresentam
uma quantidade elevada de repeticdes CGG pela dificuldade da polimerase em conseguir
copiar adequadamente toda a regido repetitiva. Além disso, regides metiladas tendem a
dificultar a amplificacdo, inviabilizando a determinacdo das expansdes (Nahhas et al.,
2012; Walsh et al., 2013). Entretanto, recentes adequacdes metodologicas da PCR tém
permitido amplificar muta¢des completas metiladas com mais de 1000 repeticdes CGG
(Printy et al., 2015; Chen et al., 2016).

Os avancos biotecnologicos das técnicas de separacdo dos fragmentos por
eletroforese capilar também sao fundamentais para a correta identifica¢ao dos alelos, com
precisdo e reprodutibilidade (Rajan-Babu et al., 2016). Infelizmente, a padronizacio das
reagoes e a disponibilidade de analisadores genéticos ndo sdao uma realidade para a
maioria dos laboratdrios, dificultando o diagnéstico da SXF (Viveiros, 2013; Niort &
Hernandez Vasquez, 2016).

No ambito do sistema publico de satde do Brasil, onde a maior parte dos casos de
DI compativeis com a SXF sdo registrados, a situacdo ¢ bastante delicada. O recente
estabelecimento de politicas publicas de atengdo as doengas de etiologia genética e as
parcerias com institui¢des de ensino superior dedicadas a pesquisa e extensdo, dentro de
paradigmas voltados ao bem-estar da populacdo, t€ém permitido implementar novas
técnicas de diagndstico molecular para a SXF, fundamentais para a orientacdo genética

das familias.
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3.1.

3.2

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Propor um método de diagnodstico molecular eficaz para investigar a quantidade
de repeti¢des trinucleotidica CGG na regido promotora do gene FMRI em

pacientes com indicacdo clinica da Sindrome do X-Fragil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a amplificag¢@o por triplet primed PCR da regido promotora do gene
FMRI,

Propor um protocolo de eletroforese em capilar de 36¢cm para ser utilizado em
analisador genético;

Determinar a quantidade de repeticdes CGG e inferir a faixa genotipica para
diagnoéstico da SXF nos individuos encaminhados pelo servigo publico de saude;
Avaliar o grau de metilacdo da regido promotora do FMRI em individuos com
expansao das repetigdes CGG;

Aplicar a entrevista CARS para verificar a presenca do fendtipo do Transtorno do
Espectro Autista (TEA) nos pacientes encaminhados e relacionar com os
genotipos;

Verificar alteragdes comportamentais especificas pela entrevista estruturada ADI-

R nos pacientes com TEA em relagdo aos seus genotipos;

11



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Pacientes com deficiéncia intelectual e indicagao clinica da Sindrome do X-Fragil
foram encaminhados por médicos da rede piiblica de satde (Sistema Unico de Saude -
SUS) para diagnostico molecular do FMRI, no periodo de margo de 2015 a setembro de
2016. Apds esclarecimentos sobre a pesquisa, 0s pais ou responsaveis que concordaram
em participar da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
TCLE (Apéndice 1). Os procedimentos foram todos desenvolvidos no Laboratdrio de
Citogenética Humana e Genética Molecular da Secretaria de Estado da Saude de Goids
(LaGene/SES-GO) em parceria com o Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-Goids
(NPR/PUC-GO).

4.2. AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os pacientes encaminhados foram avaliados quanto a ocorréncia de alteragdes
comportamentais compativeis com o transtorno do espectro autista através de dois
questionarios estruturados e validados em portugués aplicados aos pais ou responsaveis:
a CARS (Childhood Autism Rating Scale), questionario rapido composto por 15 itens de
respostas escalonadas (Anexo 1) e a ADI-R (Autism Diagnostic Interview — Revised),
entrevista composta por 93 itens usados para avaliar as areas comportamentais, sob
autorizacdo de uso limitado pela WPS (Western Psychological Services), detentora dos
direitos autorais, pela licenca exclusiva 70084231 (Anexo 2). O escalonamento do
quociente de inteligéncia (QI) ndo foi avaliado nos pacientes por envolver fortes desvios
nos pacientes ndo verbais (Skinner et al., 2004) e ndo estar normatizado dentro do grupo

heterogéneo estudado (Leiter, 2012; Ke & Liu, 2015)

4.3. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para cada paciente, uma amostra de SmL de sangue periférico foi coletada com

EDTA e o DNA extraido utilizando o conjunto de reagentes comerciais QI4damp“DNA
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Blood Mini Kit (Qiagen®), seguindo as recomendagdes do fabricante. O DNA extraido
foi quantificado em um espectrofotdmetro NanoVue™ Plus (GE Healthcare Life

Sciences”™) e diluido para uma concentragdo de 20 ng/pL.

4.4. AMPLIFICACAO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE FMRI

A amplifica¢do da regido promotora do gene FMRI foi realizada utilizando o
conjunto de reagentes comerciais AmplideX” FMRI PCR (Asuragen, Austin, Texas). Os
protocolos originais foram todos readequados e padronizados para reduzir a quantidades
de DNA do paciente e o volume total da reacdo de PCR, visando maximizar o quantitativo
de reacdes por kit, mas mantendo a qualidade do produto de amplificagdo. A sequéncia
dos oligonucleotideos iniciadores (primers) fornecidos que flanqueiam a regido

promotora do FMR] esta descrita na tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados.
Primer f (forward) TCA GGC GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC A
Primer r (reverse) AAG CGC CAT TGG AGC CCC GCA CTT CC

Para viabilizar a amplificacdo das longas repeticdes CGG, que sdo geralmente
refratarias a amplificagdo, foi realizada uma PCR Triplet-Primed (TP-PCR), utilizando
neste protocolo, além do par de iniciadores forward e reverse, um terceiro primer que se
anela nas proprias repeticdes CGG para auxiliar na extensdo da fita, como ilustrado na

figura 7.

FMR1 (CGG)n
FMR1 (CGG)n

EMRA f | | FMR1 (cGe)n

—> L »

FMRA r
«—

Figura 7 — Esquema de ligacdo do triplet de primers.

As amplifica¢des foram realizadas em um termociclador Veriti® TermoCycler
(Applied Biosystems, Foster City, California) e todos os ensaios foram realizados
juntamente com controle positivo e negativo. Para otimizar a amplificagdo das regides
altamente repetitivas, as condig¢des de termociclagem foram também ajustadas em relagao

ao protocolo original.
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4.5. AVALIACAO DO GRAU DE METILACAO

As amostras dos pacientes foram todas testadas quanto ao grau de metilagdo
usando o conjunto de reagentes comerciais AmplideX mPCR FMR1 (Asuragen, Austin,
Texas). A metodologia ¢ baseada no protocolo de Chen et al. (2011) que permite a
avaliacdo comparativa do grau de metilagdo de acordo com a intensidade de digestdao do
DNA da amostra teste em relagdo a um controle com alelo normal, denominada de mPCR.

Assim, para amostra testada, foi necessario separar 2 aliquotas deste DNA (2 pL
a 10 ng/uL cada). Uma das aliquotas foi misturada com 4 pL de enzima de restri¢do
(Hpall) e a outra com 4 pL do controle contendo apenas tampao. Este par de amostras foi
incubado simultaneamente a 37°C por duas horas. Apds a digestdo, os reagentes
necessarios 8 PCR foram adicionados separadamente para cada aliquota, diferindo apenas
quanto aos primers reversos, sendo um marcado com fluorocromo FAM para a amostra

digerida (tratada) e outro com o HEX para amostra controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Volume dos reagentes utilizados na mPCR.

REAGENTES ALIQUOTA FAM (pL) ALIQUOTA HEX (uL)

Tampao 20 20

DNA controle interno 04 04

Primer forward 1,5 1,5
Primer reverso FAM 1,5 -

Primer reverso HEX - 1,5
Polimerase rica em CG 0,1 0,1

Agua Mili-Q 2,0 2,0
DNA tratado 6,0 -

DNA + tampao - 6,0

TOTAL 31,5 uL 31,5 uL

Para este protocolo, as condi¢des de termociclagem foram estabelecidas em 95°C
por 5 minutos, 25 ciclos de 97°C por 35 segundos, 62°C por 35 segundos e 72°C por 4
minutos, € um periodo final de 72°C por 10 minutos.

Para quantificar a metilacado, foi realizada uma eletroforese capilar das amostras e
em seguida a comparacdo entre a intensidade dos dois picos (FAM e HEX) no

eletroferograma. O célculo obedeceu a seguinte formula:
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Mi (%) = | Controle HEX |. Pico i FAM
Controle FAM) Picoi HEX

Onde: Mi = intensidade da metilacdo em percentagem

4.6. ELETROFORESE CAPILAR

Apos areagdo de PCR, um volume de 2,0 uL de cada produto de amplificacao foi
misturado com 11,0 uL de Formamida Hi-Di e 2,0 pL do padrio de corrida ROX 1000
(Asuragen, Austin, Texas), em ambiente protegido da luz. Apos ressuspender por 5
segundos, o material foi aquecido por 2 minutos a 95°C para promover a desnaturagdo e
entdo resfriado para 4°C. Cada amostra foi entdo transferida para uma placa de
eletroforese capilar identificada, para uso em analisador genético ABI-3500 (Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA).

Para a separacdo dos fragmentos, foi necessario padronizar todas as condi¢des da
eletroforese para um capilar de 36 cm, visto que o protocolo comercial padrao dependia
de um capilar de 50 cm ndo disponivel para a andlise. Nestas condi¢des, o ensaio foi
testado e validado, com fragmentos comerciais padronizados de diferentes tamanhos,
adequando-se a densidade do polimero do capilar e todas as condi¢gdes de separacio dos

fragmentos, como tempo e voltagem da pré-corrida, da eletroinje¢@o e da corrida total.

4.7. GENOTIPAGEM

Os eletroferogramas gerados pelo analisador genético foram exportados em
arquivos individuais com a extensdo ‘.fsa’ para o software GeneMapper”, versio ID-X
1.4 (Applied Biosystems, Vermon Hills, Illinois, USA). O software foi configurado para
analise de fragmentos de sequéncias repetitivas CGG do gene FMRI, sendo entdo
calibrado com o padrio corrida ROX 1000, que forma uma escala alélica de 21
fragmentos diferentes. Para a validagdo dos processos foi usado um controle comercial
positivo com 7 alelos conhecidos de diferentes faixas genotipicas.

Os eletroferogramas gerados pelo GeneMapper® foram entdo analisados,
possibilitando a determinacdo do tamanho dos fragmentos de cada paciente. A
genotipagem, dada pela determinacdo da quantidade de repeticoes CGG (CGG,), foi
realizada baseando-se no tamanho observado dos amplicons (7,) com a redugdo do

tamanho comum para todos os fragmentos (Cy), sendo entdo dividido pelo fator de
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correcao do padrio linear de migracdo do ROX1000 em relacdo mobilidade das trincas

CGG (My):

Gendtipo (CGGy)=T)—~Cy -  Tp—230
MO 2,995

Nesta formula, o tamanho dos fragmentos gerados nos eletroferogramas e
caracterizados em pares de bases (pb) sdo convertidos em alelos e nomeados de acordo
com a quantidade de repeticdes CGG presentes.

Em seguido, todos os resultados foram plotados em planilhas do Excel® 2016
(Microsoft Office”™) e organizados para serem tratados de forma descritiva. As analises
estatisticas foram realizadas para um nivel de significancia de 5% através da ferramenta

VBA de analise dos dados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foi analisado um total de 34 pacientes encaminhados pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) com deficiéncia intelectual e indicacado clinica para a Sindrome do X-Fragil.
A idade dos individuos variou entre 3 e 41 anos (média 12,8 anos) (Figura 8), sendo que
47% tinha menos que 10 anos. Em um estudo de Tejada et al. (2014) na populagdo
espanhola, foi observado que a maior frequéncia de individuos testados era também
abaixo dos 10 anos (48,1%), sendo relatado ainda pacientes diagnosticados somente apds
os sessenta anos. Nestas condi¢des, ¢ importante destacar a dicotomia ainda existente

entre o diagnostico precoce e o tardio.
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Figura 8 — Frequéncia das idades dos 34 pacientes encaminhados pelo SUS

A amostra foi composta por 22 individuos do sexo masculino (64,7%) e 12 do
sexo feminino (35,3%). A maior frequéncia de encaminhamentos de pacientes do sexo
masculino ja era esperada, visto que as alteragdes no FMR1 estdo associadas a fenotipos

mais significativos neste grupo (Francga et al., 2011; Liu et al., 2012).

5.2. AMPLIFICACAO DO FMR1

As condi¢des de amplificacdo por PCR da regido promotora do FMRI foram
adequadas para otimizar a qualidade e quantidade das reagdes. Assim, o volume total da

reacdo indicada pelo fabricante (15uL) foi testado com redugdes progressivas em relagao
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ao protocolo padrdo. Para cada reagdo, trés outras varidveis foram testadas, sendo:

quantidade de DNA gendmico, tampao enriquecido em CG e DNA-polimerase. A

qualidade das amplifica¢des foi avaliada pela intensidade da leitura no eletroferograma

em relacdo a reacdo original. As melhores condigdes analiticas estabelecidas se

encontram na tabela 4, perfazendo uma redug¢ao final de 26% do volume total.

Tabela 4 — Reagentes utilizados na amplificacdo da regido promotora do FMR1

REAGENTES VOLUME ORIGINAL (uL) VOLUME ADEQUADO (uL)
Tampao rico em CG 11,45 9,16
Diluente 0,5 0,3
Primers FMR1 0,5 0,3
Primer CGG 0,5 0,3
DNA-Polimerase 0,05 0,04
DNA 2,0 (20ng/uL) 1,0 (20ng/uL)
TOTAL 15,0 uL 11,1 uL

Nas condicdes analisadas, a redu¢do na quantidade de DNA gendmico utilizado

foi marcante para a melhoria das amplificagdes, sendo vidvel inclusive em quantidades

inferiores a 10ng por reagdo.

As condicdes de termociclagem foram ajustadas para aumentar o tempo de

abertura da fita dupla e de extensdo, visto se tratar de regides altamente repetitivas, além

de aumentar progressivamente este tempo de polimerizacdo a cada ciclo, a partir do 11°

ciclo, em mais 20 segundo por ciclo (Tabela 5). Nestas condi¢des, o tempo de

amplificagdo foi de aproximadamente 4,5 horas.

Tabela 5 — Condigdes de termociclagem para amplificagdo da regido promotora do FMR]

ETAPA CICLO (S) TEMPERATURA (°C) TEMPO (SEGUNDOS)
1* Ix 97,0 300
97,0 45
2° 10x 62,0 40
68,0 240
97,0 40
3 20x 62,0 40
68,0 240 + 20/ciclo
4* Ix 72,0 900
5* Ix 4,0 0
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Todas estas adequagdes ndo estdo descritas pelos protocolos operacionais padrao
dos fabricantes, sendo, portanto, desenvolvidas internamente no sentido de customizar e
principalmente aumentar o rendimento dos reagentes comerciais, mantendo a qualidade

das reagdes e confiabilidade das andlises.

5.3. ELETROFORESE CAPILAR

A separagdo dos amplicons foi realizada adaptando a eletroforese para um capilar
de 36 cm. Nestas condicdes, o ensaio foi padronizado usando um polimero mais denso, o
POP-4 (Applied Biosystems, Foster City, California) e as condi¢des de separagcdo dos
fragmentos foram otimizadas para um tempo pré-corrida de 180 segundos (15 kVolts),
tempo de injecdo de 15 segundos (2,0 kVolts) e um tempo de corrida total de 2200
segundos (15 kVolts).

Todas as condi¢des foram testadas e validadas com controle comercial AmplideX
FMRI1 (ref. 49513, lot. 16683; Asuragen) composto por 7 fragmentos de tamanhos e

concentragdes diferentes (Figura 9, Tabela 6 e apéndice 1).
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Figura 9 — Eletroferograma do controle de qualidade apresentando os cinco alelos presentes.

Tabela 6 — Alelos observados e esperados para o controle de qualidade

Fragmentos Alelos Referéncia Desvio aceito Desvio
Observados' Correspondentes2 Fornecida® pelo controle’ observado®

283 pb 18 18 +1 0

320 pb 30 30 +1 0

326 pb 32 32 +1 0

399 pb 56 56 +1 0

483 pb 84 84 +3 0

576 pb 115 115 +3 0

849 pb 206 206 +3 0

T ) . e
—em pares de bases; “—em numero de repetigdes CGG
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5.4. DETERMINACAO DAS EXPANSOES TRINUCLEOTIDICAS

Dentre os 34 individuos analisados, foram detectados alelos dentro da faixa de
normalidade em 27 (79%), pré-mutagao em 1 (3%) e mutacdo completa em 6 (18%)

(Figura 10).

Mutacdo completa
18%

Pré-mutacdo
3%

N

.

Figura 10 — Proporg¢do de individuos com mutagdo completa, pré-mutacdo e normais.

Os valores sdo superiores aos apresentados por Rodrigueiro (2006), que
encontrou uma frequéncia de 9,3% de alelos mutados em pacientes. Santos (2010)
encontrou uma frequéncia ainda menor, de 3,1%, mas relatou resultados inconclusivos
em 71,8% das pacientes analisadas em decorréncia de dificuldades técnicas na
identificacdo de alelos, levando a uma provavel subestimativa da frequéncia observada.
Por outro lado, pode-se inferir uma melhoria na seletividade dos encaminhamentos pelos
profissionais do SUS, baseados em critérios fenotipicos e historia familiar.

Entre os seis individuos identificados com mutagdo completa, cinco eram do
sexo masculino e um do sexo feminino, sendo que esta também apresentava um alelo
dentro da faixa de normalidade (Figura 11 e 12). Também foi possivel identificar uma

pré-mutagdo em um individuo, com 134 repeti¢des (Figura 13).
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Figura 11 — Eletroferograma de paciente do sexo masculino apresentando um alelo com
mutacdo completa com 977pb (249 repeti¢des).
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Figura 12 — Eletroferograma de paciente do sexo feminino com fragmentos normal e com
mutacdo completa de 317 e 1089pb (29 e 286 repeticdes).
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Figura 13 — Eletroferograma de paciente do sexo masculino com um fragmento pré-mutados de
632pb (134 repeticdes).

Nao foram encontrados pacientes na zona cinza que, segundo Debrey et al.
(2015) e Yang et al. (2016), representam um risco para aumento das expansdes CGG,
além de existirem relatos de pacientes com FOP, FXTAS e DI nesta faixa genotipica. Por
outro lado, os demais pacientes apresentaram alelos dentro da faixa de normalidade, como
exemplificado na figura 14 (paciente do sexo masculino) e figura 15 (paciente do sexo

feminino).
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Figura 14 — Eletroferograma de paciente do sexo masculino com um fragmento normal de
317pb (29 repetigoes).
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Figura 15 — Eletroferograma de paciente do sexo feminino com fragmentos normais de
302/317pb (24/29 repetigdes).
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A distribuicdo dos alelos seguiu uma curva normal, sendo o alelo mais
frequentemente observado na amostra o 29 (26%), seguido pelos alelos 28 e 30 (22% e
11%, respectivamente) (Figura 16). Esta distribui¢do foi semelhante a encontrada por
Crawford et al. (2001) em caucasodides, Fernandez-Carvajal et al. (2009) em europeus e
Fontes (2011) em brasileiros. No estudo de Tassone et al. (2012), o alelo 29 s6 nao foi

prevalente em populagdes asiticas, sendo observado o alelo 30 como mais frequente.
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Figura 16 — Distribui¢do dos alelos encontrados., destacando os alelos 28, 29 e 30 como
sendo os mais frequentes.

Na amostra analisada, também foi identificado um individuo com um fragmento
de 256pb, caracterizando um alelo com 8 repetigdes. Em um estudo multicéntrico de
Peprah (2012) que analisou 19 grupos populacionais, incluindo amerindios, negros e
caucasoides brasileiros, ndo foi encontrado o alelo 8. Até o presente momento, este alelo
foi descrito na populacdo japonesa (Otusaka et al., 2010) e coreana (Kim et al., 2013),
com uma frequéncia estimada inferior a 0,01%. De acordo com Adhikari et al. (2016), a
populacgdo brasileira tende a apresentar uma maior variabilidade alélica devido ao seu

intenso processo de miscigenagao.

5.5. DETERMINACAO DO GRAU DE METILACAO

A metilagdo foi estimada pela leitura em eletroferograma das sequencias tratadas
com enzima de restricdo e marcadas com HEX (verde) e das marcadas com FAM (azul).
Assim, foi observado nos pacientes alelos com alto grau de metilagao (Figura 17) e baixa

metilagdo (Figura 18).
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Figura 17 — Eletroferograma de paciente com mutac¢do completa revelando uma diferenca entre
os sinais FAM e HEX indicando um alto grau de metilacao
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Figura 18 — Eletroferograma de paciente com alelo normal apresentando uma elevada digestao
do alelo FAM, revelando um baixo grau de metilacdo.

O grau de metilagdo dos pacientes foi calculado para cada paciente e revelou uma
metilagdo que variou de 97% a 100% nas amostras com muta¢dao completa e de 37% no
alelo com pré-mutacdo. Os individuos com gendtipos normais apresentaram uma

metilagdo de 12 a 28% em mulheres e 0% a 4% em homens (Figura 19).
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Figura 19 — Distribui¢do dos genoétipos e grau de metilagdo dos alelos dos 34 pacientes
analisados, indicando metilagao variando de 0 a 100%.

De acordo com Pretto et al. (2014), as mutagdes completas cursam tipicamente
com uma elevada metilagdo, a qual pode ocorrer raramente em pacientes com alelos

normais, o que nao foi observado em nossa amostra.
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Por outro lado, os pacientes com gendtipos normais do sexo feminino
apresentaram uma diferenca significativa do grau de metilagdo (M=20,5%) em relagdo
aos pacientes com gendtipos normais do sexo masculino (M=0,41%) (p<0,0001).
Segundo Pretto ef al. (2014) e Brasa et al. (2016), esta relacdo ¢ normal e esperada, sendo
consequéncia direta da inativacdo de um cromossomo X em mulheres, ndo impactando

para alteracdes fenotipicas.

5.6. EXPANSOES TRINUCLEOTIDICAS E TEA

5.6.1. AVALIACAO DOS PACIENTES PELA CARS

Os pacientes foram avaliados para verificar a ocorréncia de alteragdes
comportamentais compativeis com o espectro do autismo pela CARS, sendo divididos
em 3 grupos para a classificacdo do transtorno: Sem autismo (escore entre 0 e 29),
Autismo leve / moderado (escore entre 30 e 36) e Autismo severo (escore entre 37 e 60)
(anexo 1). Os escores variaram de 12 a 51, sendo que 21 pacientes (62%) ndo
apresentaram o TEA, 6 (18%) o apresentavam na forma leve / moderada) e 7 (20%) na

forma severa (Figura 20).

= TEA leve / moderado

\ 62%
= TEA Severo

Figura 20 — Frequéncia dos fenotipos observados de acordo com a CARS

Na relagdo entre os escores da CARS e o tamanho dos alelos dos pacientes, foi
possivel observar individuos com alelos dentro da faixa de normalidade com fendtipos

sem autismo, com autismo leve ou moderado e com autismo severo (Tabela 7).

Tabela 7 — Relagdo entre Gendtipos do FMR1 e Fenotipos do TEA.

“enotipo CARS Sem autismo AT (e § Autismo severo
Genotipo FMR1 moderado

Normal 20 4 3
Pré-mutacio 1 -

Mutag¢io completa - 2 4

TOTAL 21 6 7
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Nestas condic¢des, ndo foi observada uma relacdo entre o tamanho normal dos
alelos com o TEA. Este fato pode ser explicado por existirem outros mecanismos, fora da
expansdo CGG, que também poderiam levar a alteracdo da expressdo do FMRI (Jin &
Warren, 2000; Lozano et al., 2014; Stepniak et al., 2015; Suhl et al., 2015). Nestes casos,
seria recomendado o uso de técnicas complementares, como o sequenciamento completo
da regido alvo.

Entretanto o mais provavel é que estes fenotipos estejam associados a alteragdes
de outros genes envolvidos com o TEA, necessitando de investigagdes de multiplas
regides gendmicas, com auxilio de técnicas que permitam a deteccdo de pequenos
rearranjos estruturais, como por hibridiza¢do gendmica comparativa (Marshall et al.,
2008; Sanders et al., 2012).

Avaliando-se o padrao de agrupamento entre o tamanho das expansoes, foi
possivel verificar que a linha de tendéncia ¢ positiva na relagcdo entre o aumento do
tamanho dos alelos e o aumento do escore, com um coeficiente de correlacao (r) de
37,83% (Figura 21). Comparando as faixas genotipicas (alelos normais, pré-mutados e
mutados) com as faixas fenotipicas (sem autismo, autismo leve/moderado e autismo
severo), foi possivel verificar uma diferenca significativa entre os grupos (p=0,0032).
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Figura 21 — Padrao de agrupamento entre escore da CARS e tamanho dos alelos.

Todos os seis pacientes portadores de mutagdo completa apresentaram um
fenotipo compativel com autismo severo (100%), sendo que o maior escore da CARS foi

observado justamente no paciente homem com a maior expansao trinucleotidica (Figura
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21). Estes resultados corroboram com varios estudos que tem apontado para uma
correlacdo entre a mutagdo completa e 0 TEA (McCary & Roberts, 2013; Abbeduto et
al., 2014; Aliaga et al., 2016; Alvarez-Mora et al., 2016). Apesar da correlagdo positiva
entre a CARS e as expansdes, o aumento do nimero de pacientes ¢ recomendado para
gerar maior consisténcia dos dados apresentados.

Também se deve destacar que a correlagdo positiva observada ndo permite inferir
diretamente causalidade. De acordo com Sulh & Warren (2015), a causalidade das
mutagdes completas depende de uma sequéncia de eventos moleculares extremamente
variavel, envolvendo metilagao diferencial, redu¢ao/auséncia da FMRP, altera¢ao nos
processos de interagio FMRP-RNAs e FMRP-proteinas, perda dos sinais de localizagdo
e exportacao nuclear para diferentes dominios estruturais, culminando com a alteragdo da
expressdo de neurotransmissores como o acido gama-aminobutirico (GABA) e
diminuicao do receptor metabotropico de glutamato 5 (mGluRS).

Estudos post-mortem mostraram que a expressdo da FMRP, do GABA e do
mGIuRS estava reduzida nos cérebros de individuos com esquizofrenia, transtorno
bipolar, depressdao maior, sindrome do X-fragil e autismo (Fatemi & Folsom, 2015).
Recentemente, as modulagdes do GABA e mGIuRS tém ganhado papel de destaque na
etiologia do TEA, sendo considerados os principais alvos terapéuticos no tratamento das
alteracdes comportamentais existentes (Gurkan & Hagerman, 2012; Lozano et al., 2014;

Ebrahimi-Fakhari & Sahin, 2015; Kim et al., 2016; Luo et al., 2016).

5.6.2. AVALIACAO DOS PACIENTES PELA ADI-R

A entrevista estruturada ADI-R permite quantificar separadamente quatro
variaveis comportamentais distintas presentes em pacientes com TEA: (A) interacdo
social reciproca, (B) comunicacdo, (C) padrdes restritos, repetitivos e estereotipados do
comportamento e (D) anormalidades do desenvolvimento. Todos os pacientes
caracterizados pela CARS com o transtorno, tanto com gendtipo normal quanto com
mutacdo completa para FMRI, foram analisados pela ADI-R, sendo observada uma
concordancia de 100% entre os testes, corroborando os estudos de Rapin & Goldman

(2008) e Becker (2009) (Tabela 8).
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Tabela 8 — Comparacdo dos pacientes para os escores da CARS e ADI-R, indicando uma
concordancia entre as duas ferramentas

Pacientes | CARS Fendtipo ADI-R* Fendtipo
A B C D

38 | Autismo (Leve /Moderado) | 16 | 15 | 7 4 Autismo

38 | Autismo (Leve /Moderado) | 15 | 17 | 13 | 5 Autismo

S — 49 Autismo (Severo) 201 19| 9 3 Autismo

3§ g 43 Autismo (Severo) 21 | 20 | 12 | 4 | Autismo

& £ | 32 | Autismo (Leve/Moderado) | 17 | 17 | o | 2 | Autismo

35 | Autismo (Leve / Moderado) | 18 | 16 | 8 3 Autismo

40 Autismo (Severo) 18 | 14 | 11 | 3 Autismo

47 Autismo (Severo) 11|15 | 5 | 3 Autismo

o 38 | Autismo (Leve /Moderado) | 10 | 14 | 6 2 Autismo

‘S 2 | 37 | Autismo (Leve/Moderado) | 12 | 11 | 4 | 3 Autismo

g £ 48 Autismo (Severo) 15 | 14 | 5 4 Autismo

© | 46 Autismo (Severo) 13 |14 | 3 | 2 Autismo

51 Autismo (Severo) 1 | 16 | 4 | 2 Autismo

* (A) Anormalidades qualitativas na interagdo social reciproca, (B) anormalidades qualitativas na
comunicagdo, (C) padrdes restritos, repetitivos e estereotipados e (D) anormalidades do
desenvolvimento.

Ao se comparar as médias do ADI-R, ndo foi observada uma diferenca
significativa entre os pacientes com mutacdo completa em relagdo aos sem mutagdo
(P=0,052). No entanto, ao se analisar os parametros separadamente, foi revelada uma
diferenga significativa para a redugdo fenotipica das anormalidades qualitativas na
interagdo social reciproca (A) (P=0,00023) e para os padrdes restritos, repetitivos e

estereotipados (C) (P=0,0002) (Figura 22).
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Figura 22 — Relagdo entre escore da ADI-R e genoétipos, sendo: (A) Anormalidades
qualitativas na intera¢do social reciproca, (B) anormalidades qualitativas na
comunicacdo, (C) padrdes restritos, repetitivos e estereotipados e (D)
anormalidades do desenvolvimento.
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De acordo com Marteleto et al. (2011) e Hazlett et al. (2012), as variagdes
clinicas do TEA em criangas com a SXF sdo bastante significativas e as vezes até
interdependentes. Por outro lado, Carmona & Franco (2012) e Franco et al. (2014)
avaliaram que, em pacientes autistas portadores de mutagdes completas do FMRI, os
niveis de ansiedade seriam menos intensos, facilitando os processos de interagdo social.

Segundo Wei et al. (2016), os pacientes com SXF também seriam menos
propicios a estereotipias e padrdes restritos e repetitivos, o que também facilitaria a
interagdo social destes individuos. Assim, ¢ provavel que a compreensdo da agdo de
diferentes genes, como o FMR1, permita estabelecer no futuro uma relagdo mais preditiva

entre genotipo e fendtipo.

28



6. CONCLUSOES

A Sindrome de X-Frégil representa uma importante e complexa alteragdo do
desenvolvimento, de etiologia genética e dificil diagnostico. Os avangos biotecnoldgicos
tém contribuidos para a melhor compreensdo da diversidade genética das populagdes
humanas e seus impactos no desenvolvimento de fendtipos complexos, como o0s
observados na SFX.

No presente estudo, foi possivel realizar a investigagdo molecular da SXF,
permitindo o estabelecimento de uma proposta de diagndstico eficaz e preciso para
individuos encaminhados para o servigo publico de satde no estado de Goids com
indicagdo clinica de deficiéncia intelectual compativel com a SXF. Sendo assim, foi

estabelecido:

e Padronizacdo e otimizagdo de um sistema triplet primed PCR para amplificagdo
da regido promotora do gene FMRI;

e Desenvolvimento de um protocolo de eletroforese em capilar de 36cm para o
analisador genético ABI 3500 (4pplied Biosystems);

e Determinagdo da quantidade de repetigoes CGG de individuos com DI,
estabelecendo-se a faixa genotipica para as expansdes CGG;

e Avaliagdo do grau de metilagdo do DNA na regido alvo para todos os individuos
com a indicac¢ao clinica da sindrome;

e Determinagdo da ocorréncia do Transtorno do Espectro Autista nos pacientes pela
CARS;

e Verificacdo de alteracdes comportamentais nos pacientes com TEA em relagdo
aos genotipos encontrados;

¢ Disponibilizacdo do exame para diagnostico da SXF pelo SUS.

Ainda ¢ importante destacar que o diagnostico efetivo da SXF traz abertura para
a orientagdo adequada das familias envolvidas, que poderdo ser encaminhadas para o
servico de aconselhamento genético, e o potencial estabelecimento de novas propostas

terapéuticas especificas para a SXF.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa intitulada
“Determinacdo de expansdes trinucleotidicas CGG no gene FMRI1”.

Meu nome ¢ Marc Alexandre Duarte Gigonzac, sou biomédico e responsavel (sob
orientacao da Prof. Dr. Aparecido Divino da Cruz) por esta pesquisa. A area de atuacdo ¢
em saude. Apds ler com atencdo este documento e estar esclarecido (a) sobre as
informagdes necessarias, no caso de aceitar fazer parte da pesquisa, assine ao final do
documento, que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do pesquisador
responsavel. Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato direto a

qualquer momento com o pesquisador Marc Alexandre Duarte Gigonzac.

INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

O titulo do estudo ¢ “Determinagao de expansdes trinucleotidicas CGG no gene

FMRI”.

Esta pesquisa se justifica visto que o diagndstico para o Transtorno do Espectro
do Autismo - TEA ¢ um desafio médico complexo e inovador para as comunidades
cientificas. Infelizmente, tal transtorno ndo pode ser diagnosticado por testes de
interpretacdo simples, com resultados positivos ou negativos sendo que € necessario uma
série de testes, questiondrios e analises de comportamento para direcionar o diagnostico.
Recentemente, varios estudos sugeriram também que testes genéticos para repetigdes
CGG no gene FMRI também devem ser testados por ser o gene mais comumente
envolvido no TEA.

Desta forma, a avaliagdo do FMRI permitira uma possivel determinagdo do
diagndstico e ao estabelecimento de caracterizagdes e progndsticos diferenciais de acordo
com o tipo de mutacdo detectada. Além disso, este estudo permitird a producdo de
informagdes cientificas, mantendo intercimbio do servigo publico de saide com
instituigdes de ensino e pesquisa, contribuindo para o fortalecimento do desenvolvimento
biotecnoldgico regional e nacional.

A presente pesquisa é submetida a um Comité de Etica em Pesquisa - CEP — que
¢ um colegiado independente criado para defender os interesses dos participantes da
pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da

pesquisa dentro de padrdes éticos, sendo responsavel pela avaliagdo e acompanhamento
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dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, conforme diretrizes

éticas internacionais.

Sua participacdo serd de grande importancia para este estudo, pois através dela
poderemos correlacionar alteragdes genéticas com o TEA.

Os objetivos da presente pesquisa sdo analisar as variagdes genéticas presentes no
gene FMRI e relacionar com variantes do TEA

Sua colaboracdo ¢ importante e necessaria para o desenvolvimento do estudo,
porém ¢é totalmente VOLUNTARIA.

O estudo serad realizado através de questiondrios padronizados denominados
CARS e ADI-R, para avaliagao de TEA.

Ser4 também feita uma coleta de 10 mL de sangue venoso mediante a puncao do
antebraco.

Todos os procedimentos acima citados serdo realizados no Nucleo de Pesquisa
Replicon da Pontificia Universidade Catélica de Goias na Rua 235 n°® 40 Area 4
Bloco L - Setor Universitario.

Nenhuma pesquisa com os seres humanos ¢ livre de riscos. Os procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem risco minimo aos participantes. Os
principais riscos envolvidos neste estudo sdo: desconforto, aparecimento de
inchacgo, vermelhidao e hematoma na pele pelo extravasamento de sangue no local
da coleta (antebraco), sensacdo de desmaio, ansiedade e nervosismo por causa da
coleta de sangue e medo de agulha, entre outras. Caso ocorra qualquer
intercorréncia devido a coleta sanguinea os pacientes terdo direito de assisténcia
médica integral e gratuita devido a danos diretos ou indiretos, imediatos ou
tardios, pelo tempo que for necessario ao participante da pesquisa.

Caso haja qualquer dano psicologico a qualquer dos participantes da pesquisa, tais
como quebra do sigilo do participante, constrangimento em responder alguma
pergunta do questiondrio, entre outras, os mesmos terdo direito de assisténcia
psicoldgica integral e gratuita devido a danos diretos ou indiretos, imediatos ou
tardios, pelo tempo que for necessario ao participante da pesquisa.

As fichas de avaliag@o serdo armazenadas em pastas plasticas e ficardo arquivadas
em armario devidamente trancado com chave, de acesso Unico e exclusivo do

coordenador da pesquisa, no Nucleo de Pesquisa Replicon da PUC-Goiés,
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protegido por vigilancia eletronica permanente. Elas serdo armazenadas por 5
anos e posteriormente serdo incineradas.

Ser4 mantido sigilo absoluto em relagao aos nomes dos participantes da pesquisa.
Os resultados encontrados terdo finalidade apenas para a pesquisa e os dados
genéticos poderdo ser utilizados para outras pesquisas, desde que aprovado um
novo projeto de pesquisa junto ao CEP, mediante autorizagdo por escrito do
participante.

Caso queira saber das informacgdes adicionais, entre em contato com o pesquisador
em qualquer momento do estudo pelo telefone j& informado acima.

Caso desista de participar desta pesquisa, voc€ podera manifestar-se em qualquer
momento ¢ ndo sofrerd nenhum dano por isto. Assim, a retirada do consentimento
devera ser feita por escrito e assinada, a qualquer tempo, com validade a partir da
data da comunicagao da decisao.

Diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa, o participante tera direito legal
de solicitar indenizacdo. Esta pesquisa ndo terd nenhum custo para o seu
participante.

Os resultados individuais e coletivos do estudo serdo repassados logo apds o
término das avaliacdes e ao final das andlises dos marcadores genéticos, bem
como serdo divulgados o dia e o local da defesa deste estudo.

Sua participagdo serd muito importante, pois podera contribuir em agdes futuras

de promogao e prevengdo na saude.
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO
PARTICIPANTE DA PESQUISA

Eu,

b

abaixo assinado, concordo em participar da pesquisa intitulada “Determinacdo de
expansoes trinucleotidicas CGG no gene FMR”, como voluntario.

Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo pesquisador Marc Alexandre Duarte
Gigonzac sobre os procedimentos envolvidos na pesquisa, assim como 0s possiveis riscos
e sobre os beneficios para a pesquisa.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade. O pesquisador responsavel garantiu-me sigilo e privacidade
dos meus dados pessoais e os resultados encontrados no exame realizado.

Este documento foi elaborado em duas vias, rubricadas em todas as paginas e deve ser
assinado ao seu término pelo convidado a participar da pesquisa ou seu representante

legal, pelo pesquisador responsavel e por duas testemunhas ndo participantes da pesquisa.

Goiania, de de 20

Nome e Assinatura do participante da pesquisa / Responsavel legal

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Nome:

Presenciamos a solicita¢cdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do

participante da pesquisa em participar desta.

Marc Alexandre Duarte Gigonzac
Pesquisador responsavel
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Short Communication

Standardization of capillary electrophoresis
for diagnosis of fragile X syndrome
in the Brazilian public health system

Fragile X syndrome (FXS) is the most common cause of inherited intellectual disability.
The most common etiology of the syndrome is expansion and methylation of a CGG
trinucleotide at chromosome region Xq27.3 involving FMR1 (fragile X mental retardation
1 gene). This disorder is commonly underdiagnosed in children and adolescents, given
the high clinical variability. In Brazil, molecular diagnosis of FXS by CE does not exist in
the public health system. The current standard for separation and identification of DNA
fragment sizes is 50 cm CE, which is uncommon in public genotyping laboratories. This
study describes the standardization of 36 cm CE for fragment analysis of samples from
patients with intellectual disability suggestive of FXS. Genomic dsDNA was isolated from
patients and amplified by PCR using the FMR1 AmplideX® Kit. It was then possible to
detect changes in repeat length of FMR1, such as full mutation and premutation. Thus,
the proposed standardization proved to be effective for the diagnosis of FXS, permitting
suitable genetic counseling for families. Inclusion of molecular testing such as this in the
Brazilian public health service bridges the gap between available technologies and effective
diagnosis, universalizing access to genetic testing in central Brazil.

Accepted September 14, 2016
Keywords:

FMR1/ Intellectual disability / Molecular diagnostic

Fragile X syndrome (FXS) (OMIM—online Mendelian inher-
itance in man #300624) is the most common heritable cause
of mental retardation, affecting 1/4000 males and 1/6000—
8000 females. The majority of cases are caused by a trinu-
cleotide repeat expansion (CGG), in the first exon of FMR1
(fragile X mental retardation 1) located in the Xq27.3 region.
In FXS patients, the CGG repeat expansion can be accom-
panied by dsDNA methylation and transcriptional silencing
of the FMR1 allele, resulting in the absence of the FMRI-
encoded protein and the onset of symptoms. Gene expansion
can be variable. Although healthy individuals harbor between
five and 55 copies of the CGG repeats, affected patients have
more than 200 copies, characterizing “full mutation.” In ad-
dition, individuals who have between 55 and 200 copies of
the CGG repeats are grouped as “premutation” [1,2].
Women who carry the complete mutation show milder
phenotypes compared to men. This situation could be related
to a dosage compensation mechanism due to X chromosome
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tance in man; TP, triplet repeat primed
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inactivation. Therefore, a large number of these women are
misdiagnosed or even undiagnosed. Another feature of FXS
is the occurrence of patients with a premutation, commonly
undiagnosed for not presenting significant clinical features of
the syndrome, but who may have children with full mutation
owing to new expansions [3-5].

In this context, molecular analysis of patients with a clini-
cal indication of FXS and relatives of individuals previously di-
agnosed with the syndrome becomes crucial. However, tools
used in routine analysis, such as Southern blot, have techni-
cal limitations. New commercial kits for the amplification of
FMR1 and subsequent analysis by 50 cm CE in automated
genetic analyzers, allows us to evaluate the occurrence of mu-
tations and premutations in patients by precisely identifying
the region containing the CGG repeats [6-9).

Unfortunately, diagnosis of FXS using 50 cm CE is not
available in the public health system and patients should
have to pay for tests or remain without a diagnosis. How-
ever, the Genetic Service of Human Cytogenetics and Molec-
ular Genetics Laboratory (LaGene/LACEN) of public health,
with support from the Replicon Laboratory in the Biology De-
partment of Pontifical Catholic University, have standardized
the separation and identification of FMR1 dsDNA fragment
size, using a Genetic Analyzer ABI3500 (Applied Biosystems,
Vernon Hills, Illinois, USA) with 36 cm CE, which is more

Colour Online: See the article online to view Fig. 1 in colour.
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Figure 1. Electropherograms of tree male patients with mutations in the FMR1. The size of the fragment was 977 bp with 249 CGG
expansions (Fig. 1A), 927 bp with 233 CGG expansions (Fig. 1B), and a premutation fragment of 632 bp involving an expansion to 134

CGG copies (Fig. 1C).

commonly used in public genotyping laboratories like ours.
Herein, we report a methodological standardization to resolve
many of the technological challenges routinely hindering FXS
testing. Therefore, the evaluation of trinucleotide expansions
in FMR1 has allowed the diagnosis of patients with intellec-
tual disabilities in the public health system in central Brazil
and the establishment of appropriate clinical correlations rel-
evant for family orientation and genetic counseling.

The study was composed of 26 probands with a clinical
diagnosis of intellectual disability and a request for FMR1
investigation. Due to cognitive limitations and/or individual
age, probands were not able to make the decision to enroll
themselves in the study. Thus, their parents or guardians
signed the consent forms approved by the Ethics Committee
on Human Research at Pontifical Catholic University of Goids
(CEPPUC/GO), under the protocol number 769 126.

For each proband, a total of 5 mL of peripheral blood was
drawn using a standard vacuum extraction blood-collecting
system containing EDTA. Genomic dsDNA was isolated
from whole blood using QIAamp DNA Mini kit (Qiagen,
Germany), following the manufacturer’s instructions, and
a dsDNA sample was diluted to a final concentration of
20 ng/ulL.

The diluted dsDNA sample was amplified using
AmplideX® FMRI PCR reagents (Asuragen, Austin, TX,
USA) and the fragments were separated by CE using the
ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Vernon
Hills, Illinois, USA). After several calibration tests, the orig-
inal protocol of using a 50-cm capillary with POP-7 polymer
was modified and standardized by using a 36-cm capillary
with POP-4 polymer, instead. For the capillary assay, we main-
tained the original prerun time of 180 s at 15 kV, reduced the
injection time from 20 to 15 s and 2.5 to 2.0 kV, and the run
time from 2400 s at 19.5 kV to 2200 s at 15 kV.

After completion of the run, the raw sequence data was
uploaded to GeneMapper ID-X 1.4 software (Applied Biosys-
tems, Vernon Hills, Illinois, USA) and analyzed with specific

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

standards for Fragile X fragments. The number of repeats
per allele was calculated using a single Microsoft Excel table
based on the size of the PCR product, excluding the flank-
ing regions, divided by three nucleotides (CGG size). For all
runs, we performed blind experiments using the AmplideX®
FMR1 PCR process control supplied by Asuragen (ref. 49513,
lot. 16683) with seven reference peaks representing normal,
premutated, and low concentration full mutated fragments
(18, 30, 32, 56, 84, 115, and 206 CGG repeats). We performed
the test in the same plate for each experiment to provide
process control, and despite the supplier highlighting an ac-
ceptable range of up to three CGG repeats standard deviation,
our analyses showed no difference in the specific size.

Our study reports the results of TP (triplet repeat primed)
PCR of 26 unrelated individuals, nine females and 17 males,
ranging in age from 3 to 18 years old. The normal CGG
range observed was eight to 35 repeats, and 29, 28, and 30
repeats represented the most common alleles corresponding
to 20, 11.5, and 11.5%, respectively, consistent with previous
studies that reported the most common alleles as having 29
or 30 repeats [2,10-14].

Two (7.7%) full mutations were identified in male indi-
viduals (Fig. 1). The size of the fragment was 977 bp with
249 CGG expansions (Fig. 1A), and 927 bp with 233 CGG
expansions (Fig. 1B). Moreover, premutation was identified
in another male patient who showed a fragment of 632 bp
involving an expansion to 134 CGG copies (Fig. 1C).

Although FXS is recognized as the main cause of in-
herited intellectual disability, it is still an underdiagnosed
disease in the State of Goids and in the rest of Brazil. In
this study, with standardized 36 cm CE, it was possible to
identify three males with trinucleotide expansion in FMR1,
despite the small sample size. People with premutations may
not exhibit intellectual disability, but may exhibit other signs
characteristic of Fragile X Tremor/Ataxia Syndrome (OMIM
#300623) or Premature Ovarian Failure (OMIM #311360) in
women.

www.electrophoresis-journal.com
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Over 98% of FXS cases are caused by CGG expansions
and the remaining cases are attributed to deletions, point
mutation variants, or direct methylation in the FMR1 region
[15]. Thus, tests that include sequencing and the detection
of methylation in the promoter region of FMR1 are needed
for all patients with a negative TP PCR, especially if patients
exhibit phenotypes suggestive of FXS [16]. In the current
study, it was possible to amplify and characterize the CGG
repeat number for all patients.

Our study, and that of Chen et al. [2], concluded that
the FMR1 TP PCR using CE is appropriate for FXS molec-
ular diagnosis and demonstrated the important use of this
technology. Tests based on TP PCR and CE technologies are
relatively new and are likely to continue to evolve in the com-
ing years. Standardizing the available technology for routine
diagnostic analysis in a public health system has great value
for families with no established etiology of intellectual disabil-
ity. Finally, the identification of individuals with FXS through
an accurate diagnostic method allows for the reduction of
institutional costs, improvement of knowledge about the ge-
netic condition, and effective genetic counseling for affected
patients and families.

The authors acknowledge the financial support of the FAPEG,
and thanks to LaGene-Secretary of Goids State for Public Health,
State University of Goids (UEG), and Replicon Research Cen-
ter, Pontifical Catholic University of Goids (PUC-GO) for the
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ABSTRACT

The Intellectual Disability (ID) is one of the most prevalent development disorders,
which appears before 18 years of age, characterized by adaptive and cognitive limitations
with significant impairment in intellectual functioning. Due to its heterogeneity, the
etiology of ID is variable and difficult to identify, often referred to as Idiopathic
Intellectual Disability. Several studies highlight the genetic changes as factors that
significantly contribute to this condition. The aim of this study was to investigate the
genomic cause of Intellectual Disability Idiopathic in an individual with clinical
indication of developmental delay. Initially we conducted a study with G cytogenetic
banding and Ikaros® software analysis (Meta systems Corporation, Germany) to identify
potential chromosomal abnormalities. Then the molecular analysis of the promoter region
of the FMRI gene on chromosome Xq27 was performed by capillary electrophoresis
genetic analyzer ABI3500 (Applied Biosystems®) to check possible CGG expansions.
Subsequently, the investigation for SNPs and CNVs via Chromosomal Analysis of
Microarrays (CMA) was tested with high density CytoScan™ HD platform Array
(Affymetrix, USA). The karyotype 46,XX did not provide numerical and/or structural
changes detectable by G banding. However, through molecular analysis was possible to
identify a single allele with 28 repeats in FMRI, indicating the absence of the other allele
on chromosome X. The analysis by microarray the patient presented a de novo
microdeletion in Xq27.3-q28 of 4,176 kb region. The microdeletion involving 34 genes,
and of these, five have direct relation to the phenotype of DI and neurological disorders,
including the FMRI gene. This study reinforces the importance of holding the
chromosomal microarray analysis as a diagnostic method in patients with idiopathic
intellectual disabilities, contributing to the description of rare chromosomal changes or
not previously described in the literature

KEYWORDS: Intellectual and developmental Disability, Microarrays, Chromosomal
deletions, Copy number/structural variation
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INTRODUCTION

The Intellectual Disability (ID) is one of the most prevalent disorders of
development, which appears before 18 years of age, characterized by adaptive and
cognitive limitations with significant impairment in intellectual functioning. Due to its
heterogeneity, the etiology of DI is variable and difficult to identify, often referred to as
idiopathic Intellectual Disabilities. Among known factors related to the DI, there is the
Fragile X Syndrome (FXS), characterized as the most common cause of Intellectual
Disability (ID) and the second inherited genetic etiology, with an estimated prevalence of
1/4000 males and 1 / 6-8000 women. The most common molecular changes in FXS is
associated with a CGG trinucleotide expansion and sequences hypermethylation in
promoter region of the FMR1 (Fragile X Mental Retardation-1) located in the region
Xq27.3. The symptoms result from the non expression of FMRP protein (Fragile X
Mental Retardation Protein), essential for the growth of dendrites and synaptic function.
This syndrome is often underdiagnosed in children and adolescents given the high
phenotypic variability of patients and diagnostic laboratory complex and costly. The aim
of this study was to investigate the genomic cause of idiopathic DI in an individual with

clinical indication of developmental delay.

MATERIAL AND METHODS

The B. D. Patient, female, 11 years old, brunette, 47 kg, height 1.55 m, presenting
developmental delay (ADNPM), was referred to LAGENE / LACEN Laboratory - SES /
GO by your doctor of the public health system (Figure 1). Born in 2001, 3200 kg, 53 cm
long, did not cry at birth, not sucked, he had cyanosis and was slow to open his eyes. A

few days after receiving high showed a jaundice.

Figure 1: Side and front facial phenotype of the patient B. D.
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The father, 39, painter, reported sporadic alcohol consumption. The mother had
urine infection of the fifth to the sixth month, was in great pain and bleeding in the
stomach over a period of about 6 months, a fact that led to hospitalization. She has a sister
17 years and brother 14 years, both without known genetic diseases or physical and
mental disorders. It has two cousins on his father with autism and a cousin on his mother

with a valve in the head.

RESULTS AND DISCUSSION

The cytogenetic analysis by G banding patient who did not show numerical and /
or structural changes, and then forwarded to molecular diagnosis of Fragile X syndrome
was performed. Genomic DNA was isolated from whole blood samples and then
amplified by PCR using the set of PCR Commercial reagents AmplideX® FMRI
(Asuragen, Austin, TX, USA). The amplification products were separated by capillary
electrophoresis in ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Vernon Hills,
Ilinois, USA), revealing the presence of a normal single allele with 28 repeats (314pb)
(Figure 2).
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Figure 2: electropherogram with the presence of one allele of 314 bp of the FMR1 gene

By presenting a normal karyotype register (46, XX) but only a single allele for the
promoter region of the FMR1 present on the X chromosome, he suspected a possible
mutation involving the flanking region of the gene. Thus, the sample was referred to
Chromosome Microarray Analysis - CMA (Chromosomal Microarray Analysis), the high
density HD CytoScan ™ Array platform (Affymetrix, USA) having CNVs 2,696,550
markers, non-1953246 polymorphic markers and 743,304 SNPs markers. The result was
analyzed by Chas software - Chromosome Analysis Suite version 2.0 (Affymetrix, USA),
revealing a microdeletion again in Xq27.3q28 4,176 kb region (Figure 3).
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Figure 3: 4.176kb microdeletion in Xq27.3q28 observed by Chas software (Affymetrix, USA)

The microdeletion observed in patient BD 34 involved genes, and of these,
according to the DGV (Data Base of Genomic Variants) and OMIM® (Online Mendelian
Inheritance in Man), five genes (TMEMI185A, TMEM257, FMR1, IDS and FMR2) they
are reported as candidate genes to the phenotype of intellectual disability. According
HAASE et al. (2013) and Pratte-Santos et al. (2016), most of the monogenic causes
related to intellectual disability are found on the X chromosome, and the CGG expansion
in the promoter region of the FMR1 gene the most important etiology.

According to Luo et al. (2016), the fragile X syndrome can be caused by other
changes beyond CGG expansions as complete deletion of the gene. In this report, the
amplification FMR1 PCR alone showed no diagnosis capacity, since it allows only infer
the extent of trinucleotide expansions. Thus, despite the changes involve the FMRI1, it
highlights the importance of the examination by the JMC to understand the phenotype
displayed by the patient.

CONCLUSION

The syndrome of the fragile X (FXS) is one of the most studied forms of hereditary
DI in humans, usually associated with CGG expansions in FMR1. The availability of
more robust or complementary techniques in intellectual disability assessment is a need
still rather neglected in Brazil. Technical higher solvability, such as CMA and sequencing
has brought answers hitherto not possible. The incorporation of these tools in the
diagnosis of DI practice constitutes a major challenge for public health and should be

taken into account in health promotion policies.
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9. ANEXOS

ANEXO I

CARS

( CHILDHOOD AUTISM RATING SCALE )
ESCALA DE COTACAO
DOMINIOS PONTUACAO OBSERVACOES

I Relagdo com pessoas 1-15-2-25-3-35-4

11 Imitagdo

I Resposta emocional

v Uso corporal

\Y Uso de objetos

VI Adaptagdo a mudanga

VII Resposta visual

VIl Resposta auditiva — ao som

IX Resposta ao paladar, olfato e tato

X Medo ou ansiedade

X1 Comunicag¢do verbal

XII Comunicagdo ndo verbal

XIII Nivel de atividade

X1V Nivel e consisténcia da resposta intelectual

XV Impressao global

COTACAO TOTAL:
COTACAO TOTAL
15 18 2! 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60
| | |
Autista
Nao Autista Leve / Autista Severo
Moderado

Nome :
Data de Nascimento: / / Idade: anos.

Data de observagao:
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I- RELACAO COM AS PESSOAS

1 - Sem evidéncia de anomalia ou dificuldade na rela¢io com as pessoas.
Alguma timidez, agitagdo ou aborrecimento pode ser observada na avaliagdo, mas ndo um nivel superior do que é esperado para uma crianga
da mesma idade.
2 - Relagdo ligeiramente anormal.
Evita olhar nos olhos do adulto, evita o adulto ou zanga-se se a interac¢do ¢ forgada, excessivamente timido, ndo responde para o adulto
como uma crianga da sua idade, ou mais ligada aos pais do que ¢é esperado.
3 - Relacio moderadamente anormal.
A crianga mostra-se distante ignorando os adultos e parecendo ausente por momentos. Sao necessarios esforgos e persisténcia para prender a
sua atengdo. O contacto iniciado pela crianga e a qualidade é pouco pessoal.
4 - Rela¢do severamente anormal.
A crianga esta distante e desinteressada do que o adulto esta a fazer. Quase nunca inicia ou responde ao contacto com o adulto. Somente um

esfor¢o mais persistente consegue prender a sua atengao.

Observacdes:

11 - IMITACAO
1 - Imitacio apropriada.
A crianga ¢ capaz de imitar sons, palavras e movimentos de forma adequada as suas capacidades.
2 - Imitagéo ligeiramente anormal.
Imita comportamentos simples como bater palmas ou sons simples na maior parte das vezes. Ocasionalmente pode imitar somente depois de
muito estimulado ou com algum tempo de atraso.
3 -Imitacio moderadamente anormal.
Imita so parte do tempo, requerendo uma grande persisténcia e ajuda do adulto. Pode frequentemente imitar apds algum tempo de atraso.
4 - Imitacio severamente anormal.

Raramente ou nunca imita sons, palavras ou movimentos mesmo com a ajuda do adulto.

Observacdes:

III - RESPOSTA EMOCIONAL

1 - Respostas emocionais adequadas a idade e a situacio.
A crianga mostra um tipo e um grau de resposta adequada, revelada por alteragdo na expressao facial, postura e modo/atitude.

2 - Resposta emocional ligeiramente anormal.
Ocasionalmente desenvolve um tipo ou grau de reacg¢do emocional desajustada. As reac¢des muitas vezes ndo estdo relacionadas com os
objectos ou acontecimentos a sua volta.

3 - Resposta emocional moderadamente anormal.
Tipo e ou grau de resposta desajustada. Reac¢des muito apagadas ou excessivas e outras vezes ndo relacionadas com a situagdo. Pode gritar,
rir, sem motivo aparente.

4 - Resposta emocional severamente anormal.
Raramente a resposta ¢ adequada 4 situagdo; o humor mantém-se independentemente da alteragdo dos acontecimentos. Por outro lado, pode
manifestar diferentes emogdes num curto espago de tempo, mesmo que nada se altere.

Observacdes:
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IV- MOVIMENTOS DO CORPO
1 - Movimento do corpo apropriado a idade.
Move-se com a facilidade, agilidade e coordenag@o da crianga normal na mesma idade.

2 -Movimento do corpo ligeiramente anormal.

Algumas peculiaridades podem estar presentes, tais como uma crianga desajeitada, movimentos repetitivos, coordenag@o pobre, ou
aparecimento raro de movimentos invulgares referidos no ponto 3.

3 - Movimento do corpo moderadamente anormal.

Notados comportamentos nitidamente estranhos e ndo usuais para esta idade. Pode incluir movimentos finos dos dedos, postura peculiar dos
dedos ou corpo, auto-agressao, balanceio, rodopiar, enrolar/entrelagar de dedos, marcha em bicos de pés.

4 - Movimento do corpo severamente anormal.

Movimentos descritos no ponto 3 mais frequentes e intensos. Estes comportamentos persistem, muito embora se proibam e se envolva

a crianga noutras actividades.

Observacdes:

V- UTILIZACAO DOS OBJETOS
1 - Interesse e uso apropriados de brinquedos ou objetos.
A crianga mostra um interesse normal em objectos ou brinquedos apropriados para o seu nivel e usa - os de um modo adequado.
2 - Interesse e uso ligeiramente inapropriados de objetos ou brinquedos.
Pode mostrar menos interesse que o normal num brinquedo ou brincar com ele de modo infantil, como batendo com ele ou levando-o
a boca numa idade em que este comportamento ja ndo ¢é aceitavel.
3 - Interesse e uso moderadamente inapropriados de objetos ou brinquedos.
Mostra pouco interesse em brinquedos e objetos, ou pode estar preocupado em os utilizar de um modo anémalo e estranho. Pode focar a
atenc¢@o numa parte insignificante destes, ficar fascinado com a reflexdo de luz do objecto, mover repetidamente uma parte do objecto em

particular ou brincar s6 com um objecto excluindo os outros. Este comportamento pode ser pelo menos parcial ou temporariamente

modificado.
4 - Interesse e uso severamente inapropriados de objetos ou brinquedos.

Comportamento semelhante ao ponto 3 mas de um modo mais frequente e intenso. E muito dificil desligar-se destas actividades uma vez
nela embrenhada, sendo muito dificil alterar esta utilizacdo desajustada.

Observacdes:

VI- ADAPTACAO A MUDANCA
1 - Adaptacio a mudanca adequada.

Pode reagir a mudanga de rotina, mas aceita-a sem stress desajustado.
2 - Adaptacio a mudanca ligeiramente anormal.

Quando o adulto tenta mudar de tarefa esta pode querer continuar na mesma tarefa ou usar o mesmo material, mas consegue-se desviar a sua

atengao facilmente. Por exemplo, pode-se zangar se ¢ levada a um supermercado diferente ou se fez um percurso diferente da escola, mas

acalma-se facilmente.

3 - Adaptacio a mudanca moderadamente anormal.
Resiste activamente as mudangas de rotina. Quando se pretende alterar uma actividade, tenta manter a anterior, sendo dificil de dissuadir.
Por exemplo, insiste em recolocar a mobilia que foi mudada. Fica zangada e infeliz quando uma rotina estabelecida ¢ alterada.

4 - Adaptagdo a mudanca severamente anormal.

Quando ocorrem mudangas mostra uma reac¢do intensa que € dificil de eliminar. Se a mudanga é imposta, fica extremamente zangada, ndo

colaborante respondendo com birras.

Observacdes:
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VII- RESPOSTA VISUAL

1 - Resposta visual adequada a idade.
O comportamento visual é normal. A visdo ¢ usada em conjunto com os outros sentidos para explorar novos objectos.

2 - Resposta visual ligeiramente anormal.
Tem de ser lembrada de tempos a tempos para olhar para os objectos. Pode estar mais interessada em olhar para um espelho ou luzes
que uma crianga da mesma idade e, ocasionalmente, ficar com olhar ausente. Pode também evitar o contacto visual.

3 - Resposta visual moderadamente anormal.
Tem de ser lembrada frequentemente para olhar o que esta a fazer. Pode ficar com o olhar fixo, ausente, evitar olhar nos olhos das pessoas,
olhar para os objectos de um angulo estranho ou leva-los muito perto dos olhos embora os vendo normalmente.

4 - Resposta visual severamente anormal.

Evita constantemente olhar para as pessoas ou certos objectos ¢ pode mostrar formas extremas de peculiaridades visuais descritas acima.

Observacdes:

VIII- RESPOSTA AO SOM

1 - Resposta ao som adequada a idade.
O comportamento auditivo ¢ normal. A audigdo ¢ utilizada em conjunto com os outros sentidos, como a visdo e o tacto.

2 - Resposta ao som ligeiramente anormal.
Alguma falta de resposta para alguns sons ou uma resposta ligeiramente exagerada para outros. Por vezes, a resposta ao som pode ser
atrasada e os sons podem ocasionalmente necessitar de repetigdo para prender a atengdo da crianga. Pode por vezes distrair-se por sons
externos.

3 - Resposta ao som moderadamente anormal.
A resposta ao som varia muitas vezes. Muitas vezes ignora um som nos primeiros minutos em que ¢ desencadeado. Pode assustar-se
por sons do dia-a-dia tapando os ouvidos quando os ouve.

4 - Resposta ao som severamente anormal.

A crianga hiper ou hiporeage de um modo externo independentemente do tipo de som.

Observacoes:

IX - RESPOSTAS AO PALADAR, OLFATO E TATO
1 - Resposta normal ao paladar, olfato e tato.
Explora objectos novos de um modo apropriado a idade tocando-lhes e observando-os. O paladar e o olfacto podem ser utilizados quando
apropriado como nos casos em que o objecto € parecido com algo que se come. Reagem a estimulos dolorosos menores do dia-a-dia
decorrentes de quedas, pancadas e beliscdes, expressando desconforto mas ndo de um modo excessivo.
2 - Uso e resposta ligeiramente anormal do paladar, olfato e tato.
Persiste em levar objectos a boca, mesmo quando as criangas da sua idade ja ultrapassaram essa fase. Pode por vezes cheirar ou tomar o
gosto de objectos ndo comestiveis. Pode ignorar ou reagir excessivamente a um beliscdo ou estimulo doloroso ligeiro, que a crianga
normal expressa apenas como ligeiro desconforto.
3 - Uso e resposta moderadamente anormal do paladar, olfato e tato.
Pode estar moderadamente preocupada em tocar, cheirar ou saborear objectos ou pessoas. Pode mostrar uma reac¢do moderadamente
anormal a dor reagindo muito ou pouco.
4 - Uso e resposta severamente anormal do paladar, olfato e tato.
Mostra-se preocupada em cheirar, saborear ou tocar objectos mais pela sensagdo do que pela expressdo ou uso normal do objecto. Pode

ignorar completamente a dor ou reagir fortemente a algo que apenas motiva desconforto ligeiro.

Observacdes:
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X - MEDO OU ANSIEDADE

1 - Medo ou ansiedade normais.
O comportamento da crianga ¢ adequado a idade e a situag@o.

2 - Medo ou ansiedade ligeiramente anormal.
Revela ocasionalmente medo ou ansiedade que ¢ ligeiramente desajustada,

3 - Medo ou ansiedade moderadamente anormal.
A resposta de mesmo desencadeada ¢é excessiva ou inferior ao esperado em idéntica situagdo mesmo por uma crianga mais nova.
Pode ser dificil de entender o que a desencadeou sendo também dificil de a confortar.

4 - Medo ou ansiedade severamente anormal.
Os medos persistem mesmo ap0s repetidas experiéncias com situagdes ou objectos desprovidos de perigo. Pode parecer amedrontada
durante toda a consulta sem qualquer motivo. Pelo contrario pode ndo mostrar qualquer receio a situagdes como caes desconhecidos
ou trafego, que criancas da mesma idade evitam.

Observacdes:

XI- COMUNICACAO VERBAL

1 - Normal em relagio com a idade e situagio.

2 - Comunicac¢io verbal ligeiramente anormal.
Atraso global da linguagem. Muita linguagem tem sentido. Contudo, ecolalias e troca de pronomes ocorrem ocasionalmente quando ja
ultrapassada a idade e quem isso normalmente ocorre. Muito ocasionalmente sio utilizadas palavras peculiares e jargon.

3 - Comunicacio verbal moderadamente anormal.
A linguagem pode estar ausente. Se presente, pode ser uma mistura de alguma linguagem com sentido e outra peculiar como o jargon,
ecolalia a troca de pronomes. Alguns exemplos incluem repeti¢do sem fins comunicativos, de reclames de TV, reportagens do tempo
e jogos. Quando ¢ utilizada linguagem com sentido pode incluir peculiaridades como questdes frequentes ou preocupagdo com topicos
particulares.

4 - Comunicagio verbal severamente anormal.
Nao ¢ utilizada linguagem com sentido. Em vez disso pode ter gritos, sons esquisitos ou parecidos com animais ou barulhos complexos
simulando linguagem. Pode mostrar uso persistente e bizarro de palavras ou frases reconheciveis.

Observacoes:

XII - COMUNICACAO NAO VERBAL

1 - De forma adequada a idade e situagio.

2 - Uso ligeiramente anormal da comunica¢do nao verbal.
A comunicagdo ndo verbal utilizada é imatura. Pode apontar, por exemplo, vagamente para o que pretende, em situagdes em
que uma crianga normal da mesma idade aponta mais especificamente.

3 - Uso moderadamente anormal da comunicacio nao verbal.
E geralmente incapaz de exprimir as suas necessidades ou desejos de um modo nio verbal, e é geralmente incapaz de entender a

comunicagdo ndo verbal dos outros. Pode levar o adulto pela mao ao objecto desejado, mas € incapaz de exprimir o seu desejo por gesto

ou apontando.
4 - Uso severamente anormal da comunicac¢io nio verbal.

Usa somente gestos peculiares e bizarros sem significado aparente e ndo parece compreender o significado dos gestos e expressdes

faciais dos outros.

Observacoes:
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XIII - NiVEL DE ATIVIDADE

1 - Normal em relaciio com a idade e circunstancias.
A crianga ndo ¢ nem mais nem menos activa do que uma crianga normal, da mesma idade, e nas mesmas circunstancias.

2 - Nivel de atividade ligeiramente anormal
Pode ser ligeiramente irrequieta ou lenta. O nivel de actividade desta so interfere ligeiramente com a sua realizagdo. Geralmente é possivel
encorajar a crianga a manter o nivel de actividade adequado.

3 - Nivel de atividade moderadamente anormal
Pode ser muito activa e muito dificil de conter . A noite parece ter uma energia ilimitada e ndo ir rapidamente para a cama.
Pelo contrario, pode ser uma crianga completamente letargica, sendo necessario um grande esforgo para a fazer mobilizar. Podem néo gostar
de jogos que envolvam actividade fisica parecendo muito preguigosos.

4 - Nivel de atividade severamente anormal

Mostra-se extremamente activa ou inactiva , podendo transitar de um extremo para outro. Pode ser muito dificil orientar a crianga. A
hiperactividade quando presente ocorre virtualmente em todos os aspectos da vida da crianga, sendo necessario um controle constante por
parte do adulto . Se ¢ letargica ¢ extremamente dificil desperta-la para alguma actividade e o encorajamento do adulto é necessario para que
inicie a aprendizagem ou execute alguma tarefa.

Observacdes:

XIV - NIVEL E CONSITENCIA DA RESPOSTA INTELECTUAL
1 - Inteligéncia normal e razoavelmente consistente nas diferentes areas.

Tem uma inteligéncia sobreponivel as outras da sua idade e ndo apresenta uma incapacidade invulgar ou outro problema.

2 - Funcio intelectual ligeiramente anormal
Nao ¢ tdo desperta como as da sua idade e as suas capacidades parecem do mesmo modo atrasadas em todas as areas.
3 - Funcio intelectual moderadamente anormal
No global a crianga ndo ¢ tdo esperta como as da sua idade; contudo em uma ou mais areas pode funcionar préoximo do normal.
4 - Funcio intelectual severamente anormal
Enquanto a crianga néo ¢ tdo esperta como as outras da sua idade, pode funcionar melhor que uma crianga da sua idade em uma ou mais

areas. Pode ter capacidades invulgares como talento especial para a musica, arte ou facilidade particular com os niimeros.

Observacoes:

XV - IMPRESSAO GLOBAL
1 - Sem autismo
A crianga ndo mostra qualquer sintoma caracteristico do autismo.
2 - Autismo ligeiro
A crianga revela poucos sintomas ou somente um grau ligeiro de autismo.
3 - Autismo moderado
A crianga mostra alguns sintomas ou um grau moderado de mutismo.
4 - Autismo severo

A crianga revela muitos sintomas ou um grau extremo de autismo.
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