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Prefácio 

 

O formato desta dissertação é uma alternativa ao modelo convencional, facultado pelo 

Curso de Pós-graduação em Genética. 

A dissertação compreende uma introdução, com revisão detalhada do tema e materiais 

e métodos utilizados. A seguir, encontra-se o artigo gerado por este projeto de pesquisa, que 

mostra, entre outros, os resultados e discussão. Este artigo será submetido à GMR (Genetics 

and Molecular Research). Posteriormente, fizemos as conclusões referentes aos resultados 

apresentados, seguidas das referências bibliográficas utilizadas na dissertação e os apêndices. 
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Resumo 

 

A síndrome do X frágil (FRAXA) ou do retardo mental familiar 1 (FMR1) é uma 
doença genética, com manifestações clínicas importantes, como o retardo mental. O fenótipo 
é causado pela expansão de uma repetição do trinucleotídeo CGG, localizada na região 5´não 
traduzida (5' UTR) do gene FMR1. Indivíduos normais têm aproximadamente 5-40 repetições 
e portadores de pré-mutação têm 55-200 repetições. Acima de 200 cópias ocorre inativação 
do gene e aparece o quadro clínico. Entre o tamanho normal e o da pré-mutação existe a 
chamada zona cinzenta. Os limites entre tamanho normal-zona cinzenta e zona cinzenta-pré-
mutação têm variado na literatura. Recentemente, foi descrita a associação da pré-mutação 
neste gene a um quadro clínico composto por tremor e ataxia, denominado Síndrome de ataxia 
e tremor associado ao X frágil (FXTAS). Além disto, indivíduos com mais de 50 anos, 
portadores da pré-mutação no gene FMR1 têm uma probabilidade maior de desenvolver 
problemas neurodegenerativos de início tardio do que o restante da população. Inicialmente, a 
associação da pré-mutação em FMR1 ao tremor e ataxia foi encontrada em homens, mas em 
2004 foram descritas 5 mulheres portadoras de pré-mutação, que apresentavam sintomas de 
ataxia e tremor. Nós nos propusemos a investigar a contribuição da pré-mutação para o 
fenótipo de ataxia, tremor e/ou parkinsonismo na população brasileira. A amostra do presente 
estudo foi reunida através da colaboração do Instituto Hermes Pardini e do Serviço de 
Neurologia do Ambulatório Bias Fortes do Hospital das Clínicas de Minas Gerais. Tratam-se 
de 66 indivíduos, do sexo masculino, com aparecimento dos sintomas após os 45 anos. Além 
deles, foram triados 74 indivíduos normais escolhidos aleatoriamente na população para 
constituir o grupo controle. A metodologia adotada é constituída de extração de DNA a partir 
de sangue periférico ou swab bucal, amplificação por PCR de um segmento da região 5’ UTR 
do gene FMR1; separação eletroforética dos produtos de PCR em gel desnaturante de 
poliacrilamida para a identificação dos alelos, sendo a visualização destes feita através do 
leitor de fluorescência FmbioII (Hitachi Denshi, Japão) ou coloração por prata. O tamanho 
dos alelos foi determinado através do programa Alpha DigDoc 1200&1201 (Alpha Innotech, 
Reino unido). Não foram encontrados alelos de pré-mutação no grupo alvo, resultado 
semelhante a outros descritos na literatura. Entre os controles foi identificado um indivíduo 
portador de pré-mutação. Esta freqüência, embora bem maior do que as descritas na literatura, 
não é estatisticamente diferente. Alelos da zona cinzenta foram identificados nos grupos alvo 
e controle, com freqüências de 3,03% e 2,70%, respectivamente. Estes dados não diferem 
entre si ou das freqüências relatadas em outros trabalhos, sugerindo que alelos de zona 
cinzenta não contribuam para o fenótipo FXTAS. Este é o sétimo estudo investigando a 
contribuição da pré-mutação em FMR1 para os fenótipos ataxia, tremor e/ou parkinsonismo. 
Numa revisão crítica da literatura e incluindo-se os dados do presente trabalho, foram 
identificados 15 casos em 748 pacientes triados, resultando em uma freqüência média de 2%, 
com um intervalo de variação de 0-5%.  
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Abstract 

 
The fragile X syndrome (FRAXA) or familiar mental retardation 1 (FMR1) is a 

genetic disorder, with important clinical manifestations such as mental retardation. The 
fenotype involves expansion of a CGG repeat in the 5’ untranslated region of the FMR1 gene. 
Normal individuals have 5-40 and premutation carriers have 55-200 repeats. Over 200 repeats 
occurs gene inactivation and the clinical picture appears. Between nomal and premutation size 
exists the gray zone. There is variation concerning the borders of normal size-gray zone and 
gray zone-premutation size in the current literature for the syndrome. Recently, it was 
described the association of FMR1 premutation to a clinical picture formed by tremor and 
ataxia, designated the Fragile X Tremor Ataxia Syndrome (FXTAS). Moreover, FMR1 
premutation carriers over fifty years have increased probability to develop late onset 
neurodegeneratives problems than the population remainder. This association was described 
originally in males, but in 2004 five women had been described with this entity. We had 
investigated the contribuition of premutation to the ataxia, tremor, and/or parkinsonism 
fenotype in the Brazilian population. The present sample was collected in collaboration of 
Instituto Hermes Pardini and the Serviço de Neurologia of Hospital das Clinicas of Minas 
Gerais. The sample is formed by 66 male individuals, that showed symptons after 45 years 
old. Beyond them, we had screened 74 normal individuals randomly chosen from the 
population as a control group. DNA was obtained from peripheral blood or buccal swab, the 
5’UTR region of FMR1 gene was PCR amplified and alleles were separated through 
denaturing polyacrilamide gel electrophoresis. Allelic visualization was performed by Fmbio 
II (Hitachi Denshi, Japan) or silver stained. The alleles sizes were resolved by Alpha DigDoc 
1200&1201 program (Alpha Innotech, United King). Premutation alleles have not been found 
in the target group. This result is similar to others described in the literature. Among control 
individuals one premutation carrier was indentified. This frequency althought higher than 
others in the literature, is not statistically different. Gray zone alelles were indentified in both 
target and control groups with 3,03% and 2,70% frequencies, respectively. These frequencies 
do not significantly differ each other or from frequencies reported by others, hence suggesting 
that gray zone alleles do not contribute to FXTAS fenotype. This is the seventh study 
investigating the contribution of the premutation in FMR1 gene to ataxia, tremor, and/or 
parkinsonism fenotype. In a critical literature review, including data from the present study, 
15 FXTAS cases had been identified in 748 screened patients, resulting in a 2% average 
frequency with a variation interval of 0-5%.  
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1. Introdução 

 

 

1.1 A Síndrome do X frágil (FRAXA) 

 

A Síndrome do X frágil (OMIM 309550) é uma doença genética ligada ao sexo e de 

caráter semi-dominante (30% a 60% de penetrância nas mulheres e 80% a 100% nos homens). 

A sua freqüência varia de 1 em 4000-6000 homens na população caucasiana segundo triagens 

realizadas na Holanda, Reino Unido e Austrália (Flannery e cols., 1995; Murray e cols., 1996; 

Turner e cols., 1996; De Vries e cols., 1997; De Vries e cols., 1999; Jin & Warren, 2003; 

Mandel & Biancalana, 2004; Van Esch, 2006). 

Esta síndrome é causada predominantemente pela expansão da repetição do 

trinucleotídeo CGG dentro da região 5’ não-traduzida do gene do Retardo Mental Familiar 

tipo 1 (FMR1). Indivíduos normais têm aproximadamente 5-40 repetições e os indivíduos 

considerados portadores de pré-mutação têm 55-200 repetições. Acima de 200 cópias da 

repetição ocorre inativação do gene e aparece o retardo mental. Apenas raramente a doença 

não é causada pela expansão da repetição de CGG, mas sim por mutações levando à perda de 

função do gene FMR1 (Jin & Warren, 2003; Leehey e cols., 2003; Oostra & Willemsen, 

2003; Mandel & Biancalana, 2004). 

Os alelos que carregam 41-60 cópias de CGG são denominados de alelos de zona 

cinzenta, pois não caracterizam um indivíduo normal, mas também não constituem uma pré-

mutação. O menor número de cópias encontrado em uma pré-mutação, capaz de, na próxima 

geração, levar a uma mutação completa foi 59 (Haddad e cols., 1999; Hagerman & 

Hagerman, 2002; Capelli e cols., 2005). 

Os sintomas clínicos da doença são retardo mental de grau moderado a severo, 

presente em 100% dos homens afetados e aproximadamente 60% das mulheres heterozigotas, 

aspecto facial distinto com orelhas grandes e face alongada, distúrbios de fala, 

hipermotilidade articular e macrorquidia (Bardoni & Mandel, 2002; Hagerman & Hagerman, 

2002; Mandel & Biancalana, 2004). 
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1.2 FMR1: gene e proteína 

 

O gene FMR1, sequenciado em 1991, localiza-se no braço longo do cromossoma X 

(Xq27.3). Ele é altamente conservado e apresenta 17 éxons, distribuídos em um segmento 

genômico de aproximadamente 38 kb. O transcrito maduro de FMR1 tem 4,4 kb (Jin & 

Warren, 2003). 

A proteína FMR1 (FMRp) está presente no tecido fetal e adulto. Ela é 

predominantemente expressa no cérebro e nas gônadas. A Síndrome do X frágil caracteriza-se 

pela ausência de FMRp, mas indivíduos portadores da pré-mutação têm níveis de expressão 

de FMRp pouco abaixo do normal (Hagerman & Hagerman, 2001; Bardoni & Mandel, 2002; 

Jin & Warren, 2003). 

A FMRp contém dois tipos de motivos ligadores de RNA, dois domínios KH 

(homólogos a proteína K) e um box do tipo arg-gli-gli. A sua localização é citoplasmática 

podendo estar associado a mRNAs, e/ou fazendo parte de grandes complexos de 

ribonucleoproteína (RNPs) e polirribossomos (Kooy e cols., 2000; Kooy, 2003). 

Apesar da localização citoplasmática, FMRp apresenta sinal de localização nuclear 

(NLS) e sinal de exportação nuclear (NES), o que sugere movimentação entre núcleo e 

citoplasma. Esta hipótese foi confirmada por estudos de microscopia eletrônica, os quais 

mostraram que FMRp é capaz de atravessar o poro nuclear. Embora a função exata desta 

proteína ainda não seja conhecida, suas propriedades e localização sugerem que ela esteja 

envolvida na regulação do transporte, estabilidade e tradução de alguns mRNAs (Sung e cols., 

2000; Schaeffer e cols., 2003). 

A capacidade da FMRp ligar-se ao seu próprio e a outros mRNAs, através dos motivos 

da proteína, é devida à presença de uma estrutura, na fita simples de alguns mRNAs, 

conhecida como quartetos G ou tétrades G: guaninas que se ligam por pontes de hidrogênio 

formando um quadrado. Como aproximadamente 4% do total de mRNAs do cérebro de fetos 

humanos tem esse tipo de estrutura, é possível que a FMRp interaja com um grande número 

de mRNAs (Darnell e cols., 2001; Oostra, 2002; Chen e cols., 2003b; Denman, 2003; Huang 

& Richter, 2004). 

A associação FMRp-FMRmRNA resulta na regulação da tradução da própria FMRp e 

do turnover do FMR-mRNA (Oostra, 2002). A regulação traducional não está completamente 

esclarecida, mas envolve a repetição CGG na 5’ UTR do mRNA de FMR1. Acredita-se que as 

expansões de CGG formem estruturas suficientemente estáveis, capazes de interferir no início 

da tradução (Hagerman & Hagerman, 2002; Tassone & Hagerman, 2003). 
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1.2.1 Aspectos neuroquímicos de FMR1 

 

Estudos em camundongos mostraram que a FMRp tem um papel importante nos 

neurônios. A FMRp transporta mRNAs ao longo dos dendritos para os polirribossomos 

próximos às sinapses, além disso a proteína é capaz de regular a tradução de alguns mRNAs, 

importantes para a função sináptica (Kooy e cols., 2000; Darnell e cols., 2001; Greenough e 

cols., 2001; Huber e cols., 2002; Willemsen e cols., 2005). 

A figura 1 apresenta um modelo da função de FMRp nos neurônios (adaptado de Jin & 

Warren, 2003). FMRp é dimerizada no citoplasma (i) e entra no núcleo através do seu sinal de 

localização nuclear (ii). A proteína é reunida em complexos de ribonucleoproteína (mRNP) e 

pode interagir com transcritos de RNA e outras proteínas (iii). Posteriormente, o complexo 

FMRp-mRNP é transportado para fora do núcleo através do sinal de exportação de FMRp 

(iv). Alternativamente, FMRp pode se ligar ao mRNA e se associar com mRNP no citoplasma 

(v, vi). Uma vez no citoplasma, o complexo FMRp-mRNP pode se associar com ribossomos 

no corpo celular (vii) para produzir proteínas (viii), algumas das quais são importantes para a 

orientação do axônio (ix). Além disto, o complexo FMRp-mRNP pode se transportar para os 

dendritos (x) e regular a síntese de proteína local de mRNAs específicos em resposta à 

estimulação sináptica, tais como a ativação de receptores metabotrópicos de glutamato (xi). 

O exame anátomo-patológico detalhado de neurônios corticais revelou a presença de 

conexões sinápticas imaturas em camundongos nocautes para FMR1, o que está de acordo 

com os achados em humanos. Tal observação, unida ao fato que a estimulação de receptores 

de glutamato de preparações de sinaptossomos leva a um rápido aumento de FMRp, são 

indícios de que esta proteína possa estar diretamente envolvida na maturação sináptica. O 

déficit cognitivo dos pacientes portadores da Síndrome do X frágil poderia então ser resultado 

das conexões imaturas (Kooy e cols., 2000; Greenough e cols., 2001; Oostra & Willensen, 

2003). 
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Aqui entra a figura 1 
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1.3 Mutação completa e pré-mutação em FMR1 

 

A expansão da repetição de trinucleotídeos ocorre durante a replicação do DNA. O 

modelo mais aceito é a formação de uma alça envolvendo as repetições CGG no filamento 

recém-sintetizado durante a replicação. Ao término do processo, o novo filamento teria, além 

das repetições copiadas do filamento molde, as que estavam “escondidas” na alça de 

duplicação (Flannery e cols., 1995; Kooy e cols., 2000). 

A repetição CGG é ocasionalmente interrompida por uma ou duas repetições AGG. 

Além da formação da alça de duplicação, muitas pré-mutações perdem as unidades AGG, 

resultando em um número aumentado de repetições CGG. Aproximadamente, 70% das 

grandes expansões têm somente uma unidade AGG (Sullivan e cols., 2002; Jin & Warren, 

2003; Mandel & Biancalana; 2004; Van Esch, 2006). 

Mutações completas, acima de 200 cópias de CGG, resultam na metilação do gene 

FMR1 e consequentemente no seu silenciamento, ao passo que a pré-mutação (59-200 cópias) 

está associada a um ganho de função. Os indivíduos que carregam a pré-mutação mostram 

níveis mais altos de mRNA comparados aos indivíduos normais (Hagerman & Hagerman, 

2001). Foi demonstrado que homens que carregam 55 a 100 repetições de CGG têm níveis de 

mRNA 4 vezes maior que indivíduos normais e que naqueles com de 100 a 200 repetições 

estes níveis aumentam de 4 para 10 vezes. As mulheres também têm níveis aumentados de 

mRNA, porém bem mais discretos do que os observados nos homens (Primerano e cols., 

2002; Chen e cols., 2003a; Oostra e cols., 2003). 

Acredita-se que o aumento da transcrição, observado nos portadores de pré-mutação, 

seja devido a uma conformação mais aberta da região promotora, resultante da expansão das 

repetições de CGG e do aumento do número de fatores de transcrição, que são atraídos pelas 

repetições de CGG (proteínas ligadoras de CGG, que regulam a expressão de FMR1). Estes 

fatores atuariam como acentuadores da trascrição (Oostra & Willemsen, 2003). 

Embora o mRNA-FMR1 esteja presente em maior quantidade, os níveis de FMRp são 

normais ou mais baixos nestes indivíduos. Este achado tem sido atribuído a uma mudança de 

conformação do transcrito provocada pelas repetições de CGG, que poderia dificultar a 

ligação à subunidade 40S do ribossomo e o scanning até o primeiro códon AUG. Em resposta 

aos baixos níveis de FMRp, ocorre um aumento na transcrição, levando à níveis aumentados 

do transcrito FMR1 (Primerano e cols., 2002; Oostra & Willemsen, 2003; Beilina e cols., 

2004; Tassone e cols., 2004). 
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1.3.1. A transmissão da pré- mutação caracteriza um tipo peculiar de herança 

 

A freqüência da pré-mutação em FMR1, estimada em caucasianos, é de 1:259 em 

mulheres e 1:813 em homens (Rousseau e cols., 1995; Dombrowski e cols., 2002). Dados 

empíricos mostraram que a transição da pré-mutação para mutação completa ocorre somente 

na meiose materna e depende tipicamente do tamanho da pré-mutação. Uma mulher com uma 

pré-mutação de 60 repetições de CGG tem uma chance pequena de ter uma criança afetada, 

ao passo que se a pré-mutação for de 90 ou mais repetições de CGG a chance é de 

aproximadamente 100% (Flannery e cols., 1995). 

Não ocorre expansão de pré-mutação à mutação completa na meiose masculina. Deste 

modo, as filhas de homens portadores de pré-mutação não são afetadas. Em função disto, os 

homens portadores de pré-mutação são denominados homens normais transmissores (NTM). 

Em contrapartida, a expansão mitótica da repetição de CGG é maior nos homens. Por este 

motivo, os filhos de mulheres transmissoras, têm expansões muito maiores que as filhas 

(Flannery e cols., 1995; Capelli e cols., 2005). 

 

1.4 A pré-mutação em FMR1 associada a ataxia e tremores (FXTAS) 

 

Os principais sintomas associados à pré-mutação em FMR1 são ataxias e tremores. A 

este quadro clínico foi dado o nome de Síndrome de ataxia e tremor associada ao X frágil 

(FXTAS). Outros sinais tais como distúrbios da marcha, parkinsonismo (que se manifesta 

como bradicinesia, instabilidade postural, tremor de repouso e rigidez) e declínio cognitivo 

são frequentemente encontrados. A doença pode se manisfestar em indivíduos portadores de 

pré-mutação, que tenham 50 anos ou mais. Não foi demostrada relação entre os achados 

neuropatológicos e o número de repetições de CGG (Jacquemont e cols., 2004b, Baba & Uiti, 

2005; Kamm e cols., 2005a; Greco e cols., 2006). 

O diagnóstico de FXTAS pode ser subdividido em três classes: FXTAS Definitiva, 

quando existem critérios clínicos, tais como tremor de intenção e ataxia da marcha (fortes 

indicativos) e parkinsonismo (médio indicativo), critérios radiológicos tais como lesões 

simétricas da substância branca envolvendo o pendúnculo cerebelar médio (forte indicativo) e 

lesões da substância branca e atrofia generalizada moderada a severa (médio indicativo) e 

critérios adicionais tal como a presença de inclusões intranucleares nos neurônios e astrócitos; 

Provável FXTAS, quando exitem dois critérios clínicos de forte indicativo ou um critério 

radiológico de forte indicativo mais um critério clínico de médio indicativo; Possível FXTAS, 
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quando existe um critério clínico de forte indicativo mais um critério radiológico de médio 

indicativo (Hagerman & Hagerman, 2004b) 

O fenótipo da FXTAS foi primeiramente identificado em 2001, quando foram 

descritos cinco homens, que apresentaram tremor iniciando entre os 50 e os 60 anos de idade. 

Os indivíduos afetados apresentavam tremor, discinesia branda, dificuldade para andar, 

escrever e manusear talheres, e rigidez facial. Estes homens eram portadores de pré-mutações, 

com 78 a 98 repetições de CGG. Adicionalmente, eram impotentes e tinham sinais de 

neuropatia periférica (Hagerman & Hagerman, 2001). Na seqüência deste relato houve alguns 

outros, confirmando o quadro clínico (Hagerman e cols., 2001; Brunberg e cols., 2002; Greco 

e cols., 2002; Jacquemont e cols., 2003; Rogers e cols., 2003; Jacquemont e cols., 2004a; Tan 

e cols., 2004). 

Até recentemente, acreditava-se que a FXTAS ocorria somente em homens. Em 2004, 

foram descritas cinco mulheres portadoras de pré-mutação, que apresentavam sintomas de 

ataxia e tremor. A FXTAS se manifesta nas mulheres com sintomas mais brandos devido ao 

mecanismo de inativação randômica de um dos cromossomos X. Também não foi visto nas 

mulheres sinais de demência, que acomete cerca de 20 % dos homens. As pesquisas anteriores 

a 2004 associavam a pré-mutação nas mulheres somente à falência ovariana prematura (FOP), 

presente em aproximadamente 20% destas portadoras. A FOP, definida como menopausa 

antes dos 40 anos, tem uma freqüência de 1% na população em geral (Hagerman & 

Hagerman, 2002; Hagerman e cols., 2004; Jacquemont e cols., 2004a; Berry-Kravis e cols., 

2005; Hessl e cols., 2005; Jacquemont e cols., 2005; Van Esch e cols., 2005). 

O menor número de repetições, em indivíduos com a pré-mutação no gene FMR1, 

observado em associação com o fenótipo de ataxia e/ou tremor é 51. Os indivíduos com alelos 

que contenham repetições acima de 100 trinucleotídeos de CGG possuem grandes chances de 

apresentar problemas emocionais e comportamentais (Macpherson e cols., 2003; Jacquemont 

e cols., 2004a; Hagerman & Hagerman, 2004a). 

A partir do segundo trimestre de 2004 surgiram alguns trabalhos estimando a 

freqüência da FXTAS em diferentes grupos de pacientes. Em amostras de sujeitos 

averiguados pela presença de ataxia, a freqüência de pré-mutação em FMR1 chegou a 5% 

(Macpherson e cols., 2003; Van Esch e cols., 2004; Zuhlke e cols., 2004; Biancalana e cols., 

2005; Brussino e cols., 2005; Seixas e cols., 2005). Em contrapartida, em três outros estudos 

nenhum portador de pré-mutação foi encontrado dentre os pacientes com sintomas sugestivos 

de FXTAS (ataxia, tremor e parkinsonismo). Estas amostras foram formadas por indivíduos 

apresentando manifestações clínicas sugestivas de ataxia cerebelar esporádica, atrofia de 
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múltiplos sistemas, tremor essencial e parkinsonismo atípico (Garcia Arocena e cols. 2004; 

Tan e cols., 2004; Toft e cols., 2005; Kamm e cols., 2005b). 

Observou-se também que a penetrância das FXTAS aumenta com a idade, passando 

de 17%, em homens com idade entre 50 e 59 anos, para 75%, em homens com mais de 80 

anos. Sendo assim, a penetrância média ficou estabelecida como 39% para homens portadores 

da pré-mutação com idade superior a 50 anos. Além disso, com base na freqüência da pré-

mutação em homens (1/813), a prevalência da FXTAS pôde ser estimada como sendo de no 

mínimo 1 em 3000 para homens com mais de 50 anos na população. (Hagerman & Hagerman, 

2004a; Jacquemont e cols., 2004a). 

 

1.4.1 FXTAS: modelos animais e estudos postmortem em humanos 

 

Ao exame anátomo-patológico de indivíduos portadores da pré-mutação em FMR1 e 

que apresentaram ataxia e tremor foi descrita a presença de inclusões intranucleares 

eosinofílicas em neurônios e astrócitos, além de atrofia cerebral com perda de parte das 

células de Purkinje. Estas inclusões foram encontradas em todo o córtex e tronco cerebral com 

maiores densidades localizadas no hipocampo e no córtex frontal. Foi demonstrado que o 

número de inclusões está diretamente relacionado ao número de repetições de CGG, embora 

estejam ausentes em pacientes com mutações completas em FMR1 (Brunberg e cols., 2002; 

Greco e cols., 2002; Hagerman e cols., 2003; Jacquemont e cols, 2004a; Greco e cols., 2006). 

As inclusões intranucleares também foram encontradas quando Drosophila foram 

transformadas com um vetor contendo parte do gene FMR1 com 90 repetições de CGG. 

Diferentemente do que ocorre em humanos, em Drosophila foram observadas inclusões 

citoplasmáticas além das nucleares. Inclusões citoplasmáticas também foram vistas quando 

camundongos foram usados como modelo. A falta de inclusões citoplasmáticas em humanos 

pode refletir variações funcionais espécie-específicas ou depender da idade do paciente e 

estágio da doença (Jin e cols., 2003; Kooy, 2003; Willemsen e cols., 2003; Van Dam e cols., 

2005). 

A análise das inclusões citoplasmáticas e nucleares em Drosophila e camundongos 

revelou a presença de complexos de ubiquitina e proteossoma, sugerindo que a degradação de 

proteínas possa ser um dos elementos responsáveis pela neurodegeneração progressiva 

encontrada nestes modelos animais (Jin e cols., 2003; Willemsen e cols., 2003; Willemsen e 

cols., 2005; Iwahashi e cols., 2006). 
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Na figura 2 (adaptada de Oostra, 2003) é apresentado um modelo para explicar a 

formação das inclusões intranuclares. Passo 1: Os transcritos de FMR1 contendo expansões 

de CGG são normalmente incorporados em partículas de ribonucleoproteínas e transportados 

para fora do núcleo; Passo 1a: As longas repetições de CGG atrasam ou impedem a migração 

linear da subunidade 40S do ribossomo até o primeiro códon AUG, resultando em um 

prejuízo para a trasncrição. Consequentemente, a célula nervosa apresenta níveis reduzidos de 

FMRp. Passo 2: Em resposta aos baixos níveis de FMRp, ocorre um aumento da quantidade 

de fatores de trasncrição que vão estimular a transcrição de FMR1. Passo 3: A célula nervosa 

tenta diminuir os níveis de transcrito através do emprego de chaperonas e componentes de 

vias de degradação. Se os elevados níveis de transcrito subsistem, as inclusões intranucleares 

são formadas. Essas inclusões poderiam desencadear a neurodegeneração por apresentarem 

compostos considerados neurotóxicos. 
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 Aqui entra a Figura 2 
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1.5 Tratamento baseado em estudos moleculares: síndrome do X frágil e FXTAS 

 

O prejuízo cognitivo na Síndrome do X frágil é causado pela ausência de FMRp nos 

neurônios. Baseado neste fato, terapias poderiam ser feitas com o objetivo de restaurar FMRp 

no cérebro. Pacientes com mosaicismo do FRAXA, que sintetizam mais de 25% de FMRp, 

são tão severamente afetados quanto os que possuem a mutação completa. Isso sugere que a 

reposição parcial de FMRp não amenizaria os sintomas clínicos e portanto uma terapia 

baseada na introdução da proteína nos pacientes talvez não solucionasse o problema (Kooy e 

cols., 2000). 

Considerando o estado de metilação de FMR1 e acetilação de histonas de indivíduos 

com a Síndrome do X frágil, foram feitos testes tratando-se linhagens de linfoblastos destes 

indivíduos com agentes demetilantes. O resultado foi um aumento da taxa de transcrição, 

quase restaurando o padrão normal. O tratamento com agentes hiperacetilantes também 

resultou em aumento de FMRp, porém em níveis bem mais baixos. Entretanto, foi 

demonstrado que a combinação de agentes demetilantes e hiperacetilantes é capaz de ativar 

oncogenes. Estes agentes então, apesar de aumentarem os níveis de FMRp, não seriam 

aconselhados para o tratamento da síndrome (Kooy e cols., 2000). 

Em contrapartida, os indivíduos que apresentam FXTAS têm níveis de FMRp normais 

ou ligeiramente diminuídos. Foi sugerido que o fenótipo seja causado pelos altos níveis de 

mRNA. A patogênese molecular das FXTAS ainda não está esclarecida e portanto não é 

possível ainda estabelecer tratamentos moleculares. As drogas disponíveis (tais como 

medicamentos utilizados para o controle de parkinsonismo, tremor e ataxia em outras doenças 

que se sobreponham este quadro clínico), podem amenizar os sintomas, mas não eliminá-los 

(Jacquemont e cols., 2004b; Baba & Uitti, 2005). 

 

1.6 Impacto 

 

A alta freqüência de mutações em FMR1, sugere a discussão sobre a implementação 

da triagem genética na população em geral, especialmente nos indivíduos com história 

familiar da Síndrome do X frágil, que apresentem sintomas de doenças neurodegenerativas. A 

descoberta recente das FXTAS e a semelhança dos seus sintomas com os de algumas doenças 

neurodegenerativas, faz com que muitos pacientes sejam diagnosticados erroneamente. 

Em 2005, foi realizado um levantamento do número de pacientes portadores de 

FXTAS diagnosticados primariamente como portador de outra doença neurodegenerativa. De 
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um grupo total de 98 pacientes, 56 foram diagnosticados erroneamente como portadores de 

parkinsonismo (Doença de Parkinson e atrofia de múltiplos sistemas), tremor (essencial, 

cerebelar, alcólico e distônico), demência (doença de Alzheimer, demência vascular), doenças 

cerebrovasculares, neuropatia periferal além de outras (Hall e cols., 2005). Hagerman em seus 

trabalhos sugere que uma parte dos pacientes diagnosticados como portadores de Doença de 

Parkinson atípico, na verdade podem ser portadores de FXTAS. O diagnóstico correto 

contribuir para o planejamento familiar baseado em aconselhamento genético  

Todavia, a implementação da triagem genética para mutações em FMR1 na população 

deve ser discutida levando-se em consideração os aspectos éticos e sociais envolvidos. 

 

1.7 Objetivos 

 

1.7.1 Objetivo geral 

 

Investigar a contribuição da pré-mutação em FMR1 para os fenótipos ataxia e/ou 

tremor e/ou parkinsonismo. 

 

1.7.2 Objetivos específicos 

 

• Padronizar os métodos de triagem da pré-mutação no gene FMR1; 

• Investigar a contribuição da pré-mutação em FMR1 assim como de alelos da zona 

cinzenta para o fenótipo ataxia, tremores e ou parkinsonismo, através da comparação das 

freqüências observadas em uma amostra de indivíduos afetados e de controles normais. 

 

1.8 Relevância 

 

A síndrome de ataxia e tremor associada ao X frágil, é uma doença descoberta 

recentemente e tem manifestações clínicas importantes. Assim como outras doenças 

neurodegenerativas, possui caráter progressivo, fazendo-se necessário o diagnóstico precoce e 

correto para a instituição de terapia apropriada e aconselhamento genético das famílias. 

Quando delineamos este projeto de pesquisa ainda não havia estudos publicados na 

literatura internacional. Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, foram publicados seis 

artigos investigando a freqüência de pré-mutação em FMR1 em sujeitos com o espectro 

fenotípico da FXTAS. 
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No Brasil, ainda não existem estudos publicados sobre a FXTAS e os estudos sobre a 

pré-mutação no gene FMR1 são poucos e não abordam o aspecto populacional. A 

investigação da contribuição da pré-mutação para o fenótipo da FXTAS, proposta neste 

projeto, é de grande importância clínica, visto que existem casos de diagnóstico errado devido 

o desconhecimento desta síndrome e à sua semelhança com outras doenças 

neurodegenerativas. 
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2. Materiais e Métodos 

 
2.1 A amostra 

 

A população do presente estudo foi reunida através da colaboração do Instituto 

Hermes Pardini e do Serviço de Neurologia do Ambulatório Bias Fortes do Hospital das 

Clínicas de Minas Gerais. Foram formados dois grupos: Alvo, constituído pelos indivíduos 

com fenótipo ataxia, tremor ou parkinsonismo e Controle, constituído pelos indivíduos 

fenotipicamente normais. (a tabela com a origem e fenótipo dos indivíduos da amostra alvo 

encontra-se no apêndice A). 

O Departamento de Genética Humana do Instituto H. Pardini realiza o diagnóstico das 

ataxias espinocerebelares 1, 2, 3 e 10, além da ataxia de Friedreich e da doença de 

Huntington. Estas doenças possuem fenótipos semelhantes aos encontrados em portadores de 

FXTAS. Os indivíduos que apresentaram exames negativos para as doenças acima e que 

tinham 45 anos ou mais foram selecionados para fazer parte da presente amostra. 

O Serviço de Neurologia do Ambulatório Bias Fortes do Hospital das Clínicas de 

Minas Gerais, por sua vez, possui um ambulatório especializado em distúrbios do movimento, 

atendendo pacientes com sintomas diversos, tais como parkinsonismo, ataxia, tremor e 

demência. Deste grupo de pacientes, os que ainda não possuiam diagnóstico estabelecido e 

que tenham 45 anos ou mais foram selecionados também para constituir a população deste 

estudo. 

Paralelamente, foram triados 74 sujeitos normais, escolhidos aleatoriamente entre 

indivíduos encaminhados ao Instituto H. Pardini para a realização de outros exames, incluindo 

testes de paternidade. A necessidade de um grupo controle é devida à inexistência de dados da 

freqüência da pré-mutação no gene FMR1 nesta população. 

 

2.2 Coleta de material e extração de DNA 

 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (ver parecer no 

apêndice B). As amostras de DNA armazenadas no Instituto H. Pardini e os swabs bucais dos 

pacientes do Ambulatório Bias Fortes, foram utilizados e coletados, respectivamente mediante 

consentimento (os termos de consentimento livre e esclarecido constam no apêndice C). 

As extrações de DNA dos pacientes do Instituto H. Pardini (incluindo o grupo 

controle) foram feitas a partir de sangue periférico, utilizando-se o kit Puregene (Gentra, 
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EUA). As extrações de DNA a partir dos swabs bucais, coletados dos pacientes do 

Ambulatório Bias Fortes, foram feitas conforme protocolo adaptado de Sambrook & Russel, 

2001. 

 

2.2.1 Coleta do swab bucal 

 

O swab foi coletado com luvas estéreis, utilizando uma escova cervical também 

estéril. A mucosa oral foi escovada por 1 minuto (30 segundos de cada lado) e depois 

introduzida em tubos de microcentrifugação de 1,5 ml, contendo 1mL de TE estéril 

previamente preparado no laboratório. A escova foi girada dentro do líquido por 20 segundos 

com o objetivo de colocar as células em solução. A escova é descartada e os tubos são 

congelados até o momento da extração do DNA. 

 

2.2.2 Extração de DNA a partir do swab bucal 

 

O protocolo de extração de DNA utilizado (Sambrook & Russel, 2001), foi adaptado 

no Laboratório de Genética Humana e Médica, BIG, ICB, UFMG, e executado como descrito 

abaixo: 

1. Centrifugar em micro centrífuga a 10.000rpm / 10 min. / 120 segundos de parada. 

2. Desprezar sobrenadante e descolar pellets. 

3. Colocar 300 µL de solução de Tris-Edta (TE) pH. 8,3 e centrifugar novamente a 

10.000rpm / 10 min. / 120 segundos de parada. 

4. Desprezar sobrenadante e deslocar pellets. 

5. Colocar: 500 µL de solução de Cloreto de sódio-Edta (SE) pH. 8,0, 25 µL de solução 

de dodecil sulfato de sódio (SDS) 20% e 15 µL de Proteinase K (2mg/mL). 

6. Deixar em banho-maria a 56°C over-night. 

7. Colocar 150 µL de solução de cloreto de sódio (NaCl) 5M e agitar no Vortex. 

8. Centrifugar a 6500rpm / 5 min. / 90 segundos de parada. 

9. Numerar tubos novos, transferindo o sobrenadante para eles. 

10. Precipitar fragmentos menores com solução de acetato de Sódio 3M, pH. 5,2, na 

proporção de 1:10 do volume, misturando delicadamente por inversão (1-2 min). 
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11. Precipitar fragmentos maiores com Isopropanol (proporção de 1:1) ou Etanol 100% 

(proporção 2:1). Misturar por inversão (1-2 min). Deixar de 2 horas a 24 horas em 

freezer antes de centrifugar. 

12. Centrifugar a 13000 rpm / 15 min. / 120 segundos de parada. 

13. Se formou o pellet no fundo, desprezar o isopropanol.  

14. Lavar com Etanol 70% gelado: 

a.  Colocar 1000 µL de Etanol 70%, centrifugar 13000 rpm /5 min. /120 

segundos de parada. 

b.  Desprezar Etanol. 

c.  Colocar1000 µL de Etanol 70%, centrifugar 13000 rpm /5 min. /120 segundos 

de parada. 

d. Desprezar Etanol. 

15. Retirar o excesso de Etanol com pipeta tomando cuidado para não encostar no pellet. 

16. Deixar secar por 15 a 30 min. 

17. Colocar solução de Tris-Edta (TE) pH. 8,3 de acordo com o tamanho dos pellets. (de 

30-100 µL).  

18. Deixar em banho Maria a 56° C por uma hora. 

19. Armazenar em geladeira (2- 8°C) 

 
2.3 Amplificação por PCR 

 

O segmento da região 5’não traduzida do gene FMR1, que contém a expansão de 

CGG, foi amplificado por PCR conforme o esquema apresentado na figura 3. A TAB. 1 

mostra os iniciadores marcados com fluoresceína utilizados: 

 

TABELA 1: Iniciadores utilizados na PCR 

Primers (5’ - 3’) 

(F):  5´ GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC 3´ 

(R):  5´ AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT 3´ 

Fonte: Fu e cols., 1991 
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Aqui entra a Figura 3 
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As reações de PCR foram realizadas em tubo de microcentrifugação tipo Eppendorf de 

200 µL, num volume final de 15 µL, e foram padronizadas quanto à temperatura de 

anelamento, número de ciclos, concentração de iniciadores, etc. 

O programa da reação de PCR consta de: desnaturação inicial de 95º C por 8 minuto, 

seguida por 40 ciclos com desnaturação a 95º C por 30 segundos, anelamento a 66ºC por 50 

segundos e extensão a 72º C por 1 minuto, seguidos por uma extensão final a 72º C por 8 

minutos. 

Cada reação de PCR contém 50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8,4 (Tampão II - 

Accuprime system – Invitrogen, EUA), 1,5 mM MgCl2, 200 µM de cada dNTP, 150 µM de 7-

deaza-dGTP (Amersham Pharmacia Biotech, EUA), 10% de DMSO, 10 pM de cada 

iniciador, 1,0 U de Taq DNA polimerase (Accuprime system -Invitrogen, EUA) e 100 ng de 

DNA. Para a realização das reações da PCR, foi utilizado o termociclador Gene Amp PCR 

System 2400 (Applied Biosystems, EUA). 

Em toda reação de PCR foi usado um controle negativo, no qual todos os reagentes 

estavam presentes e o DNA foi substituído por água bidestilada, deionizada (DDW), estéril. 

 

2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida, visualização do produto e tipagem alélica 

 

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 

desnaturante 4% e corados com prata ou analisado no leitor de fluorescência FmbioII (Hitachi 

Denshi, Japão). O número de repetições nos alelos foi determinado com base em um padrão 

de peso molecular de DNA (Power Plex, Promega, EUA) e através do programa Alpha 

DigDoc 1200&1201 (Alpha Innotech, Reino Unido). Para encontrarmos o número de 

repetições de CGG para cada alelo, procedemos da seguinte forma: do número de pares de 

bases encontrado foi subtraído 222pb, que corresponde ao fragmento amplificado fora da 

região das repetições e o restante foi dividido por três (pois as repetições são trinucleotídeos). 
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3. Resultados e discussão 

 

Artigo a ser submetido na revista Genetics and Molecular Research  

 

Freqüência da pré-mutação em FMR1 em pacientes com ataxia, tremor e/ou 

parkinsonismo e revisão crítica da literatura 

 

A publicação que se segue apresenta os resultados alcançados a partir do 

desenvolvimento metodológico deste estudo. 
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Aqui entra o artigo 
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4. Conclusões 

 

• Em uma revisão crítica da literatura e incluindo-se os dados do presente trabalho, 

foram identificados 15 portadores de pré-mutação em 748 homens triados, resultando 

em uma freqüência média de 2%, com um intervalo de variação de 0-5%. Quanto às 

mulheres, foram testadas 457, sendo encontrada apenas uma portadora de pré-mutação 

em FMR1, dando uma contribuição média de 0,22%. 

• Não foram encontrados portadores de pré-mutação no grupo alvo, o que está de acordo 

com a freqüência observada em outros trabalhos, que variou de 0-5%.  

• Alelos da zona cinzenta foram identificados nos grupos alvo e controle, com 

freqüências de 3,03% e 2,70%, respectivamente, não diferindo significativamente uma 

da outra (Teste exato de Fisher P= 0,38.).  

• A freqüência observada da pré-mutação nas amostras alvo (0/66) e controle (1/74) não 

diferiram significativamente entre si (Teste exato de Fisher P=0,53). 

• A freqüência de pré-mutação encontrada nos indivíduos normais deste estudo (1/74) 

foi mais alta que a freqüência estimada na população caucasiana, que é de 13/10.572 

(Dombrowski e cols.,2002). Esta diferença pode implicar uma freqüência de pré-

mutação realmente mais alta na população brasileira, para a qual não existem 

averiguações, mas pode também ser um evento casual (Teste exato de Fisher P= 0,09) 

condicionado pelo tamanho pequeno do grupo controle em relação à freqüência da 

pré-mutação descrita em outras populações. 

• A metodologia de PCR é eficaz na detecção da pré-mutação em indivíduos do sexo 

masculino. Conforme já descrito na literatura, para os indivíduos do sexo feminino, o 

teste mais apropriado seria o Southern blot, devido à amplificação preferencial de 

alelos com pequenas expansões em heterozigose com alelos com grandes expansões e 

devido à freqüência considerável de homozigose para os alelos mais comuns (Snow e 

cols., 1993; Haddad e cols., 1996). 

• Os fenótipos relacionados à FXTAS são compartilhados por outras doenças 

neurodegenerativas. Mediante o pequeno número de trabalhos sobre este assunto é 

desejável que estudos colaborativos sejam feitos para o esclarecimento da contribuição 

da FXTAS para estes fenótipos. 
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Tabela mostrando a origem e o fenótipo de cada indivíduo do grupo alvo. 

 

No. Origem Nº do 
DNA 

Fenótipo 

1 Instituto H. Pardini 3 Ataxia 
2 Instituto H. Pardini 4 Ataxia 
3 Instituto H. Pardini 6 Ataxia 
4 Instituto H. Pardini 7 Ataxia 
5 Instituto H. Pardini 9 Coréia 
6 Instituto H. Pardini 18 Coréia 
7 Instituto H. Pardini 19 Coréia 
8 Instituto H. Pardini 20 Coréia 
9 Instituto H. Pardini 22 Coréia 
10 Instituto H. Pardini 29 Coréia 
11 Instituto H. Pardini 31 Coréia 
12 Instituto H. Pardini 37 Ataxia 
13 Instituto H. Pardini 47 Ataxia 
14 Instituto H. Pardini 50 Coréia 
15 Instituto H. Pardini 51 Coréia 
16 Instituto H. Pardini 52 Coréia 
17 Amb. Bias Fortes 508 Tremor e marcha alterada 
18 Amb. Bias Fortes 519 Tremor 
19 Amb. Bias Fortes 521 Parkinsonismo e Tremor 
20 Amb. Bias Fortes 522 Parkinsonismo 
21 Amb. Bias Fortes 523 Parkinsonismo 
22 Amb. Bias Fortes 524 Parkinsonismo 
23 Amb. Bias Fortes 527 Tremor 
24 Amb. Bias Fortes 546 Parkinsonismo 
25 Amb. Bias Fortes 551 Parkinsonismo 
26 Amb. Bias Fortes 547 Parkinsonismo 
27 Amb. Bias Fortes 603 Parkinsonismo e Tremor 
28 Amb. Bias Fortes 604 Tremor 
29 Amb. Bias Fortes 605 Tremor 
30 Amb. Bias Fortes 606 Parkinsonismo e Tremor 
31 Amb. Bias Fortes 607 Tremor 
32 Amb. Bias Fortes 610 Tremor 
33 Amb. Bias Fortes 611 Parkinsonismo 
34 Amb. Bias Fortes 724 Parkinsonismo 
35 Amb. Bias Fortes 726 Parkinsonismo 
36 Amb. Bias Fortes 728 Tremor 
37 Amb. Bias Fortes 830 Parkinsonismo 
38 Amb. Bias Fortes 831 Parkinsonismo 
39 Amb. Bias Fortes 879 Tremor 
40 Amb. Bias Fortes 881 Parkinsonismo e distonia focal 
41 Amb. Bias Fortes 883 Parkinsonismo 
42 Amb. Bias Fortes 885 Coréia e declínio cognitivo 
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43 Amb. Bias Fortes 887 Tremor 
44 Amb. Bias Fortes 888 Parkinsonismo 
45 Amb. Bias Fortes 889 Parkinsonismo e Tremor 
46 Amb. Bias Fortes 890 Parkinsonismo 
47 Amb. Bias Fortes 893 Tremor 
48 Amb. Bias Fortes 895 Tremor essencial 
49 Amb. Bias Fortes 896 Ataxia da marcha 
50 Amb. Bias Fortes 899 Tremor 
51 Amb. Bias Fortes 900 Ataxia 
52 Amb. Bias Fortes 916 Distonia generalizada 
53 Amb. Bias Fortes 917 Distonia generalizada 
54 Amb. Bias Fortes 921 Parkinsonismo 
55 Amb. Bias Fortes 925 Tremor 
56 Amb. Bias Fortes 930 Parkinsonismo 
57 Amb. Bias Fortes 931 Parkinsonismo e Tremor 
58 Amb. Bias Fortes 950 Espasmo hemifacial e Tremor 
59 Amb. Bias Fortes 951 Parkinsonismo 
60 Amb. Bias Fortes 952 Parkinsonismo 
61 Amb. Bias Fortes 953 Tremor 
62 Amb. Bias Fortes 954 Parkinsonismo e marcha alterada 
63 Amb. Bias Fortes 972 Parkinsonismo 
64 Amb. Bias Fortes 970 Parkinsonismo 
65 Amb. Bias Fortes 974 Parkinsonismo 
66 Amb. Bias Fortes 971 Tremor 

 



 53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndice B 



 54 

Aqui entra a cópia da aprovação do comitê 
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Apêndice C 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
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Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
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Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas
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