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Prefacio

O formato desta dissertacdo ¢ uma alternativa ao modelo convencional, facultado pelo
Curso de Pés-graduacdo em Genética.

A dissertacdo compreende uma introdugdo, com revisdo 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 discussdo. Este artigo serd submetido a GMR (Genetics
and Molecular Research). Posteriormente, fizemos as conclusdes referentes aos resultados

apresentados, seguidas das referéncias bibliograficas utilizadas na dissertacdo e os apéndices.
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Resumo

A sindrome do X fragil (FRAXA) ou do retardo mental familiar 1 (FMR1) é uma
doenga genética, com manifestagdes clinicas importantes, como o retardo mental. O fendtipo
¢ causado pela expansdo de uma repeticio do trinucleotideo CGG, localizada na regido 5 nédo
traduzida (5' UTR) do gene FMR1. Individuos normais tém aproximadamente 5-40 repeti¢des
e portadores de pré-mutacio t€m 55-200 repeticdes. Acima de 200 cdpias ocorre inativacio
do gene e aparece o quadro clinico. Entre o tamanho normal e o da pré-mutagdo existe a
chamada zona cinzenta. Os limites entre tamanho normal-zona cinzenta e zona cinzenta-pré-
mutagdo t&m variado na literatura. Recentemente, foi descrita a associacdo da pré-mutacgio
neste gene a um quadro clinico composto por tremor e ataxia, denominado Sindrome de ataxia
e tremor associado ao X fragil (FXTAS). Além disto, individuos com mais de 50 anos,
portadores da pré-mutacdo no gene FMR1 tém uma probabilidade maior de desenvolver
problemas neurodegenerativos de inicio tardio do que o restante da populagéo. Inicialmente, a
associacdo da pré-mutacdo em FMRI1 ao tremor e ataxia foi encontrada em homens, mas em
2004 foram descritas 5 mulheres portadoras de pré-mutacdo, que apresentavam sintomas de
ataxia e tremor. NGOs nos propusemos a investigar a contribuicdo da pré-mutagdo para o
fendtipo de ataxia, tremor e/ou parkinsonismo na populacdo brasileira. A amostra do presente
estudo foi reunida através da colaboracdo do Instituto Hermes Pardini e do Servico de
Neurologia do Ambulatdrio Bias Fortes do Hospital das Clinicas de Minas Gerais. Tratam-se
de 66 individuos, do sexo masculino, com aparecimento dos sintomas apds os 45 anos. Além
deles, foram triados 74 individuos normais escolhidos aleatoriamente na populacdo para
constituir o grupo controle. A metodologia adotada é constituida de extracdo de DNA a partir
de sangue periférico ou swab bucal, amplificacdo por PCR de um segmento da regido 5’ UTR
do gene FMRI; separagdo eletroforética dos produtos de PCR em gel desnaturante de
poliacrilamida para a identificacdo dos alelos, sendo a visualizacdo destes feita através do
leitor de fluorescéncia Fmbioll (Hitachi Denshi, Japdo) ou colora¢do por prata. O tamanho
dos alelos foi determinado através do programa Alpha DigDoc 1200&1201 (Alpha Innotech,
Reino unido). Nao foram encontrados alelos de pré-mutacdo no grupo alvo, resultado
semelhante a outros descritos na literatura. Entre os controles foi identificado um individuo
portador de pré-mutacdo. Esta freqiiéncia, embora bem maior do que as descritas na literatura,
ndo é estatisticamente diferente. Alelos da zona cinzenta foram identificados nos grupos alvo
e controle, com freqii€ncias de 3,03% e 2,70%, respectivamente. Estes dados nio diferem
entre si ou das freqiiéncias relatadas em outros trabalhos, sugerindo que alelos de zona
cinzenta ndo contribuam para o fendtipo FXTAS. Este é o sétimo estudo investigando a
contribuicdo da pré-mutacdo em FMRI para os fenétipos ataxia, tremor e/ou parkinsonismo.
Numa revisdo critica da literatura e incluindo-se os dados do presente trabalho, foram
identificados 15 casos em 748 pacientes triados, resultando em uma freqii€ncia média de 2%,
com um intervalo de variagdo de 0-5%.



Abstract

The fragile X syndrome (FRAXA) or familiar mental retardation 1 (FMRI1) 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 FMRI1 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 Servico 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%.



1. Introducao

1.1 A Sindrome do X fragil (FRAXA)

A Sindrome do X fragil (OMIM 309550) é uma doenca genética ligada ao sexo e de
carater semi-dominante (30% a 60% de penetrancia nas mulheres e 80% a 100% nos homens).
A sua freqiiéncia varia de 1 em 4000-6000 homens na populag@o caucasiana segundo triagens
realizadas na Holanda, Reino Unido e Austrilia (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 sindrome € causada predominantemente pela expansdo da repeticdo do
trinucleotideo CGG dentro da regido 5’ ndo-traduzida do gene do Retardo Mental Familiar
tipo 1 (FMR1). Individuos normais t€m aproximadamente 5-40 repeti¢des e os individuos
considerados portadores de pré-mutagdo t€m 55-200 repeti¢cdes. Acima de 200 copias da
repeti¢do ocorre inativacio do gene e aparece o retardo mental. Apenas raramente a doenga
ndo é causada pela expansdo da repeticdo de CGG, mas sim por mutagdes levando a perda de
funcdo do gene FMR1 (Jin & Warren, 2003; Leehey e cols., 2003; Oostra & Willemsen,
2003; Mandel & Biancalana, 2004).

Os alelos que carregam 41-60 cépias de CGG sdo denominados de alelos de zona
cinzenta, pois ndo caracterizam um individuo normal, mas também ndo constituem uma pré-
mutagdo. O menor nimero de cdpias encontrado em uma pré-mutacio, capaz de, na préxima
geracdo, levar a uma mutacdo completa foi 59 (Haddad e cols., 1999; Hagerman &
Hagerman, 2002; Capelli e cols., 2005).

Os sintomas clinicos da doenga sdo 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, distirbios de fala,
hipermotilidade articular e macrorquidia (Bardoni & Mandel, 2002; Hagerman & Hagerman,

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

O gene FMRI1, sequenciado em 1991, localiza-se no brago longo do cromossoma X
(Xq27.3). Ele ¢ altamente conservado e apresenta 17 éxons, distribuidos em um segmento
gendmico de aproximadamente 38 kb. O transcrito maduro de FMR1 tem 4,4 kb (Jin &
Warren, 2003).

A proteina FMR1 (FMRp) estd presente no tecido fetal e adulto. Ela ¢é
predominantemente expressa no cérebro e nas gonadas. A Sindrome do X fragil caracteriza-se
pela auséncia de FMRp, mas individuos portadores da pré-mutacio t€m niveis de expressio
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 dominios KH
(homologos a proteina K) e um box do tipo arg-gli-gli. A sua localizagcdo € citoplasmadtica
podendo estar associado a mRNAs, e/ou fazendo parte de grandes complexos de
ribonucleoproteina (RNPs) e polirribossomos (Kooy e cols., 2000; Kooy, 2003).

Apesar da localizacdo citoplasmdtica, FMRp apresenta sinal de localizacdo nuclear
(NLS) e sinal de exportacdo nuclear (NES), o que sugere movimentacdo entre nicleo e
citoplasma. Esta hipétese foi confirmada por estudos de microscopia eletrdnica, os quais
mostraram que FMRp € capaz de atravessar o poro nuclear. Embora a funcio exata desta
proteina ainda ndo seja conhecida, suas propriedades e localizagdo sugerem que ela esteja
envolvida na regulacéo do transporte, estabilidade e tradugdo de alguns mRNAs (Sung e cols.,
2000; Schaeffer e cols., 2003).

A capacidade da FMRp ligar-se ao seu préprio e a outros mRNAs, através dos motivos
da proteina, € devida a presenca de uma estrutura, na fita simples de alguns mRNAs,
conhecida como quartetos G ou tétrades G: guaninas que se ligam por pontes de hidrogénio
formando um quadrado. Como aproximadamente 4% do total de mRNAs do cérebro de fetos
humanos tem esse tipo de estrutura, é possivel que a FMRp interaja com um grande nimero
de mRNAs (Darnell e cols., 2001; Oostra, 2002; Chen e cols., 2003b; Denman, 2003; Huang
& Richter, 2004).

A associagdo FMRp-FMRmRNA resulta na regulacio da tradugdo da prépria FMRp e
do turnover do FMR-mRNA (Oostra, 2002). A regulagdo traducional ndo estd completamente
esclarecida, mas envolve a repeticio CGG na 5> UTR do mRNA de FMRI1. Acredita-se que as
expansodes de CGG formem estruturas suficientemente estdveis, capazes de interferir no inicio

da traducdo (Hagerman & Hagerman, 2002; Tassone & Hagerman, 2003).
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1.2.1 Aspectos neuroquimicos de FMR1

Estudos em camundongos mostraram que a FMRp tem um papel importante nos
neurdnios. A FMRp transporta mRNAs ao longo dos dendritos para os polirribossomos
proximos as sinapses, além disso a proteina € capaz de regular a traducdo de alguns mRNAs,
importantes para a funcdo sindptica (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 fungdo de FMRp nos neurdnios (adaptado de Jin &
Warren, 2003). FMRp € dimerizada no citoplasma (i) e entra no nucleo através do seu sinal de
localizag@o nuclear (ii). A proteina é reunida em complexos de ribonucleoproteina (mRNP) e
pode interagir com transcritos de RNA e outras proteinas (iii). Posteriormente, o complexo
FMRp-mRNP ¢ transportado para fora do nicleo através do sinal de exportacio de FMRp
(iv). Alternativamente, FMRp pode se ligar a0 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 proteinas (viii), algumas das quais sdo importantes para a
orientacdo do axonio (ix). Além disto, o complexo FMRp-mRNP pode se transportar para os
dendritos (x) e regular a sintese de proteina local de mRNAs especificos em resposta a
estimulagdo sindptica, tais como a ativagdo de receptores metabotrpicos de glutamato (xi).

O exame andtomo-patoldgico detalhado de neurdnios corticais revelou a presenca de
conexdes sindpticas imaturas em camundongos nocautes para FMRI1, o que estd de acordo
com os achados em humanos. Tal observagdo, unida ao fato que a estimulacio de receptores
de glutamato de preparacdes de sinaptossomos leva a um rapido aumento de FMRp, sdo
indicios de que esta proteina possa estar diretamente envolvida na maturagdo sindptica. O
déficit cognitivo dos pacientes portadores da Sindrome do X fragil poderia entdo ser resultado
das conexdes imaturas (Kooy e cols., 2000; Greenough e cols., 2001; Oostra & Willensen,

2003).
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Figura 1: Modelo da funcao de FMRp nos neurénios.



1.3 Mutacao completa e pré-mutacdo em FMR1

A expansdo da repeticdo de trinucleotideos ocorre durante a replicacdo do DNA. O
modelo mais aceito é a formacdo de uma alca envolvendo as repeticdes CGG no filamento
recém-sintetizado durante a replicacdo. Ao término do processo, o novo filamento teria, além
das repeticdes copiadas do filamento molde, as que estavam ‘“escondidas” na alca de
duplicacdo (Flannery e cols., 1995; Kooy e cols., 2000).

A repeticdo CGG ¢ ocasionalmente interrompida por uma ou duas repeticdes AGG.
Além da formacgdo da al¢ga de duplicagdo, muitas pré-mutacdes perdem as unidades AGG,
resultando em um numero aumentado de repeticdes CGG. Aproximadamente, 70% das
grandes expansodes tém somente uma unidade AGG (Sullivan e cols., 2002; Jin & Warren,
2003; Mandel & Biancalana; 2004; Van Esch, 2006).

Mutagdes completas, acima de 200 cépias de CGG, resultam na metilagdao do gene
FMRI1 e consequentemente no seu silenciamento, ao passo que a pré-mutagao (59-200 cdpias)
estd associada a um ganho de funcdo. Os individuos que carregam a pré-mutacdo mostram
niveis mais altos de mRNA comparados aos individuos normais (Hagerman & Hagerman,
2001). Foi demonstrado que homens que carregam 55 a 100 repeticdes de CGG tém niveis de
mRNA 4 vezes maior que individuos normais e que naqueles com de 100 a 200 repeti¢des
estes niveis aumentam de 4 para 10 vezes. As mulheres também tém niveis aumentados de
mRNA, porém bem mais discretos do que os observados nos homens (Primerano e cols.,
2002; Chen € cols., 2003a; Oostra e cols., 2003).

Acredita-se que o aumento da transcricido, observado nos portadores de pré-mutagao,
seja devido a uma conformag@o mais aberta da regido promotora, resultante da expansio das
repeti¢cdes de CGG e do aumento do nimero de fatores de transcri¢do, que sdo atraidos pelas
repeti¢cdes de CGG (proteinas ligadoras de CGG, que regulam a expressdo de FMR1). Estes
fatores atuariam como acentuadores da trascri¢do (Oostra & Willemsen, 2003).

Embora o mRNA-FMRI1 esteja presente em maior quantidade, os niveis de FMRp sdo
normais ou mais baixos nestes individuos. Este achado tem sido atribuido a uma mudanca de
conformagdo do transcrito provocada pelas repeticoes de CGG, que poderia dificultar a
ligacdo a subunidade 40S do ribossomo e o scanning até o primeiro cédon AUG. Em resposta
aos baixos niveis de FMRp, ocorre um aumento na transcri¢do, levando a niveis aumentados
do transcrito FMR1 (Primerano e cols., 2002; Oostra & Willemsen, 2003; Beilina e cols.,
2004; Tassone e cols., 2004).



1.3.1. A transmissao da pré- mutacio caracteriza um tipo peculiar de heranca

A freqiiéncia da pré-mutacdo em FMRI, estimada em caucasianos, € de 1:259 em
mulheres e 1:813 em homens (Rousseau e cols., 1995; Dombrowski e cols., 2002). Dados
empiricos mostraram que a transi¢do da pré-mutacdo para mutacdo completa ocorre somente
na meiose materna e depende tipicamente do tamanho da pré-mutagcdo. Uma mulher com uma
pré-mutacdo de 60 repeticdes de CGG tem uma chance pequena de ter uma crianca afetada,
ao passo que se a pré-mutacdo for de 90 ou mais repeticdes de CGG a chance é de
aproximadamente 100% (Flannery e cols., 1995).

Nao ocorre expansio de pré-mutacido a mutagdo completa na meiose masculina. Deste
modo, as filhas de homens portadores de pré-mutacio ndo sdo afetadas. Em fun¢éo disto, os
homens portadores de pré-mutagdo sdo denominados homens normais transmissores (NTM).
Em contrapartida, a expansdo mitdtica da repeticio de CGG é maior nos homens. Por este
motivo, os filhos de mulheres transmissoras, t€ém expansdes muito maiores que as filhas

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

1.4 A pré-mutacdo em FMRI1 associada a ataxia e tremores (FXTAS)

Os principais sintomas associados a pré-mutacdo em FMRI1 sdo ataxias e tremores. A
este quadro clinico foi dado o nome de Sindrome de ataxia e tremor associada ao X fragil
(FXTAS). Outros sinais tais como distirbios da marcha, parkinsonismo (que se manifesta
como bradicinesia, instabilidade postural, tremor de repouso e rigidez) e declinio cognitivo
sdo frequentemente encontrados. A doenga pode se manisfestar em individuos portadores de
pré-mutacdo, que tenham 50 anos ou mais. Nao foi demostrada relacdo entre os achados
neuropatolégicos e o nimero de repeticdes de CGG (Jacquemont e cols., 2004b, Baba & Uiti,
2005; Kamm e cols., 2005a; Greco e cols., 2006).

O diagnéstico de FXTAS pode ser subdividido em trés classes: FXTAS Definitiva,

quando existem critérios clinicos, tais como tremor de inten¢do e ataxia da marcha (fortes
indicativos) e parkinsonismo (médio indicativo), critérios radioldgicos tais como lesdes
simétricas da substancia branca envolvendo o pendunculo cerebelar médio (forte indicativo) e
lesdes da substincia branca e atrofia generalizada moderada a severa (médio indicativo) e
critérios adicionais tal como a presenca de inclusdes intranucleares nos neurénios e astrocitos;

Provavel FXTAS, quando exitem dois critérios clinicos de forte indicativo ou um critério

radioldgico de forte indicativo mais um critério clinico de médio indicativo; Possivel FXTAS,
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quando existe um critério clinico de forte indicativo mais um critério radioldgico de médio
indicativo (Hagerman & Hagerman, 2004b)

O fendtipo 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 individuos afetados apresentavam tremor, discinesia branda, dificuldade para andar,
escrever e manusear talheres, e rigidez facial. Estes homens eram portadores de pré-mutagdes,
com 78 a 98 repeticdes de CGG. Adicionalmente, eram impotentes e tinham sinais de
neuropatia periférica (Hagerman & Hagerman, 2001). Na seqii€ncia deste relato houve alguns
outros, confirmando o quadro clinico (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-mutacdo, que apresentavam sintomas de
ataxia e tremor. A FXTAS se manifesta nas mulheres com sintomas mais brandos devido ao
mecanismo de inativacdo randdmica de um dos cromossomos X. Também nao foi visto nas
mulheres sinais de deméncia, que acomete cerca de 20 % dos homens. As pesquisas anteriores
a 2004 associavam a pré-mutagdo nas mulheres somente a faléncia ovariana prematura (FOP),
presente em aproximadamente 20% destas portadoras. A FOP, definida como menopausa
antes dos 40 anos, tem uma freqiiéncia de 1% na populagdo 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 nimero de repeti¢cdes, em individuos com a pré-mutacdo no gene FMRI,
observado em associag¢do com o fenétipo de ataxia e/ou tremor € 51. Os individuos com alelos
que contenham repeticdes acima de 100 trinucleotideos 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
freqiiéncia da FXTAS em diferentes grupos de pacientes. Em amostras de sujeitos
averiguados pela presenga de ataxia, a freqiiéncia de pré-mutacio em FMRI1 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 trés outros estudos
nenhum portador de pré-mutacdo foi encontrado dentre os pacientes com sintomas sugestivos
de FXTAS (ataxia, tremor e parkinsonismo). Estas amostras foram formadas por individuos

apresentando manifestacdes clinicas sugestivas de ataxia cerebelar esporddica, atrofia de
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multiplos sistemas, tremor essencial e parkinsonismo atipico (Garcia Arocena e cols. 2004;
Tan e cols., 2004; Toft e cols., 2005; Kamm e cols., 2005b).

Observou-se também que a penetrancia 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 penetrancia média ficou estabelecida como 39% para homens portadores
da pré-mutagdo com idade superior a 50 anos. Além disso, com base na freqiiéncia da pré-
mutacdo em homens (1/813), a prevaléncia da FXTAS pdde ser estimada como sendo de no
minimo 1 em 3000 para homens com mais de 50 anos na populacdo. (Hagerman & Hagerman,

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

1.4.1 FXTAS: modelos animais e estudos postmortem em humanos

Ao exame andtomo-patolégico de individuos portadores da pré-mutacdo em FMRI1 e
que apresentaram ataxia e tremor foi descrita a presenca de inclusdes intranucleares
eosinofilicas em neurdnios e astrécitos, além de atrofia cerebral com perda de parte das
células de Purkinje. Estas inclusdes foram encontradas em todo o cértex e tronco cerebral com
maiores densidades localizadas no hipocampo e no cértex frontal. Foi demonstrado que o
nimero de inclusdes estd diretamente relacionado ao nimero de repeticdes de CGG, embora
estejam ausentes em pacientes com mutacdes completas em FMR1 (Brunberg e cols., 2002;
Greco e cols., 2002; Hagerman e cols., 2003; Jacquemont e cols, 2004a; Greco e cols., 2006).

As inclusdes intranucleares também foram encontradas quando Drosophila foram
transformadas com um vetor contendo parte do gene FMR1 com 90 repeticdes de CGG.
Diferentemente do que ocorre em humanos, em Drosophila foram observadas inclusdes
citoplasmadticas além das nucleares. Inclusdes citoplasmaticas também foram vistas quando
camundongos foram usados como modelo. A falta de inclusdes citoplasmaticas em humanos
pode refletir variacdes funcionais espécie-especificas ou depender da idade do paciente e
estagio da doenca (Jin e cols., 2003; Kooy, 2003; Willemsen e cols., 2003; Van Dam e cols.,
2005).

A andlise das inclusdes citoplasmadticas e nucleares em Drosophila e camundongos
revelou a presenca de complexos de ubiquitina e proteossoma, sugerindo que a degradagao de
proteinas possa ser um dos elementos responsdveis pela neurodegeneragdo 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
formacgdo das inclusdes intranuclares. Passo 1: Os transcritos de FMR1 contendo expansdes
de CGG sdo normalmente incorporados em particulas de ribonucleoproteinas e transportados
para fora do nicleo; Passo 1a: As longas repeticdes de CGG atrasam ou impedem a migracao
linear da subunidade 40S do ribossomo até o primeiro cédon AUG, resultando em um
prejuizo para a trasncri¢gdo. Consequentemente, a célula nervosa apresenta niveis reduzidos de
FMRp. Passo 2: Em resposta aos baixos niveis de FMRp, ocorre um aumento da quantidade
de fatores de trasncri¢do que vao estimular a transcricdo de FMR1. Passo 3: A célula nervosa
tenta diminuir os niveis de transcrito através do emprego de chaperonas e componentes de
vias de degradacdo. Se os elevados niveis de transcrito subsistem, as inclusdes intranucleares
sdo formadas. Essas inclusdes poderiam desencadear a neurodegeneracdo por apresentarem

compostos considerados neurotoxicos.
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1.5 Tratamento baseado em estudos moleculares: sindrome do X fragil e FXTAS

O prejuizo cognitivo na Sindrome do X fragil é causado pela auséncia de FMRp nos
neurdnios. 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,
sdo tdo severamente afetados quanto os que possuem a mutagdo completa. Isso sugere que a
reposicdo parcial de FMRp ndo amenizaria os sintomas clinicos e portanto uma terapia
baseada na introdugéo da proteina nos pacientes talvez nio solucionasse o problema (Kooy e
cols., 2000).

Considerando o estado de metilacdo de FMRI1 e acetilacdo de histonas de individuos
com a Sindrome do X fragil, foram feitos testes tratando-se linhagens de linfoblastos destes
individuos com agentes demetilantes. O resultado foi um aumento da taxa de transcricio,
quase restaurando o padrdo normal. O tratamento com agentes hiperacetilantes também
resultou em aumento de FMRp, porém em niveis bem mais baixos. Entretanto, foi
demonstrado que a combinacdo de agentes demetilantes e hiperacetilantes é capaz de ativar
oncogenes. Estes agentes entdo, apesar de aumentarem os niveis de FMRp, ndo seriam
aconselhados para o tratamento da sindrome (Kooy e cols., 2000).

Em contrapartida, os individuos que apresentam FXTAS tém niveis de FMRp normais
ou ligeiramente diminuidos. Foi sugerido que o fendtipo seja causado pelos altos niveis de
mRNA. A patog€nese molecular das FXTAS ainda ndo estd esclarecida e portanto ndo é
possivel ainda estabelecer tratamentos moleculares. As drogas disponiveis (tais como
medicamentos utilizados para o controle de parkinsonismo, tremor e ataxia em outras doencas
que se sobreponham este quadro clinico), podem amenizar os sintomas, mas nédo elimina-los

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

1.6 Impacto

A alta freqii€ncia de mutagdes em FMRI1, sugere a discussdo sobre a implementacio
da triagem genética na populacdo em geral, especialmente nos individuos com historia
familiar da Sindrome do X fragil, que apresentem sintomas de doengas neurodegenerativas. A
descoberta recente das FXTAS e a semelhanca dos seus sintomas com os de algumas doencas
neurodegenerativas, faz com que muitos pacientes sejam diagnosticados erroneamente.

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

FXTAS diagnosticados primariamente como portador de outra doenga neurodegenerativa. De



um grupo total de 98 pacientes, 56 foram diagnosticados erroneamente como portadores de
parkinsonismo (Doenca de Parkinson e atrofia de muiltiplos sistemas), tremor (essencial,
cerebelar, alcdlico e distdnico), deméncia (doenca de Alzheimer, deméncia vascular), doencas
cerebrovasculares, neuropatia periferal além de outras (Hall e cols., 2005). Hagerman em seus
trabalhos sugere que uma parte dos pacientes diagnosticados como portadores de Doenga de
Parkinson atipico, na verdade podem ser portadores de FXTAS. O diagndstico correto
contribuir para o planejamento familiar baseado em aconselhamento genético

Todavia, a implementagéo da triagem genética para mutagdes em FMR1 na populacio

deve ser discutida levando-se em considerag@o os aspectos éticos e sociais envolvidos.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo geral

Investigar a contribui¢do da pré-mutacio em FMRI1 para os fendtipos ataxia e/ou

tremor e/ou parkinsonismo.

1.7.2 Objetivos especificos

¢ Padronizar os métodos de triagem da pré-mutacio no gene FMR1;
e Investigar a contribui¢do da pré-mutacio em FMRI assim como de alelos da zona
cinzenta para o fendtipo ataxia, tremores e ou parkinsonismo, através da comparacdo das

freqiiéncias observadas em uma amostra de individuos afetados e de controles normais.

1.8 Relevancia

A sindrome de ataxia e tremor associada ao X fragil, € uma doenca descoberta
recentemente e tem manifestagdes clinicas importantes. Assim como outras doencas
neurodegenerativas, possui carater progressivo, fazendo-se necessario o diagndstico precoce e
correto para a institui¢@o de terapia apropriada e aconselhamento genético das familias.

Quando delineamos este projeto de pesquisa ainda ndo havia estudos publicados na
literatura internacional. Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, foram publicados seis
artigos investigando a freqiiéncia de pré-mutacio em FMRI1 em sujeitos com o espectro

fenotipico da FXTAS.
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No Brasil, ainda ndo existem estudos publicados sobre a FXTAS e os estudos sobre a
pré-mutacdo no gene FMRI sdo poucos e ndo abordam o aspecto populacional. A
investigacdo da contribuicdo da pré-mutacdo para o fendtipo da FXTAS, proposta neste
projeto, é de grande importancia clinica, visto que existem casos de diagndstico errado devido
o desconhecimento desta sindrome e a sua semelhanca com outras doencas

neurodegenerativas.

22



2. Materiais e Métodos

2.1 A amostra

A populagdo do presente estudo foi reunida através da colaboragdo do Instituto
Hermes Pardini e do Servigo de Neurologia do Ambulatério Bias Fortes do Hospital das
Clinicas de Minas Gerais. Foram formados dois grupos: Alvo, constituido pelos individuos
com fendtipo ataxia, tremor ou parkinsonismo e Controle, constituido pelos individuos
fenotipicamente normais. (a tabela com a origem e fenétipo dos individuos da amostra alvo
encontra-se no apéndice A).

O Departamento de Genética Humana do Instituto H. Pardini realiza o diagndstico das
ataxias espinocerebelares 1, 2, 3 e 10, além da ataxia de Friedreich e da doenga de
Huntington. Estas doengas possuem fendtipos semelhantes aos encontrados em portadores de
FXTAS. Os individuos que apresentaram exames negativos para as doencas acima e que
tinham 45 anos ou mais foram selecionados para fazer parte da presente amostra.

O Servico de Neurologia do Ambulatério Bias Fortes do Hospital das Clinicas de
Minas Gerais, por sua vez, possui um ambulatdrio especializado em distirbios do movimento,
atendendo pacientes com sintomas diversos, tais como parkinsonismo, ataxia, tremor e
deméncia. Deste grupo de pacientes, os que ainda ndo possuiam diagnéstico estabelecido e
que tenham 45 anos ou mais foram selecionados também para constituir a populacio deste
estudo.

Paralelamente, foram triados 74 sujeitos normais, escolhidos aleatoriamente entre
individuos encaminhados ao Instituto H. Pardini para a realizacdo de outros exames, incluindo
testes de paternidade. A necessidade de um grupo controle é devida a inexisténcia de dados da

freqiiéncia da pré-mutacio no gene FMR1 nesta populagdo.

2.2 Coleta de material e extracao de DNA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (ver parecer no
apéndice B). As amostras de DNA armazenadas no Instituto H. Pardini e os swabs bucais dos
pacientes do Ambulatério Bias Fortes, foram utilizados e coletados, respectivamente mediante
consentimento (os termos de consentimento livre e esclarecido constam no apéndice C).

As extracdes 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 extracdes de DNA a partir dos swabs bucais, coletados dos pacientes do
Ambulatério 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 microcentrifugacdo de 1,5 ml, contendo ImL de TE estéril
previamente preparado no laboratdrio. A escova foi girada dentro do liquido por 20 segundos
com o objetivo de colocar as células em solugdo. A escova é descartada e os tubos sdo

congelados até o momento da extragdo do DNA.
2.2.2 Extracao de DNA a partir do swab bucal

O protocolo de extracdo de DNA utilizado (Sambrook & Russel, 2001), foi adaptado
no Laboratério de Genética Humana e Médica, BIG, ICB, UFMG, e executado como descrito
abaixo:

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

2. Desprezar sobrenadante e descolar pellets.

3. Colocar 300 pL de solugdao 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 pL de solugdo de Cloreto de sédio-Edta (SE) pH. 8,0, 25 puL de solucdo
de dodecil sulfato de s6dio (SDS) 20% e 15 puL de Proteinase K (2mg/mL).

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

7. Colocar 150 pL de solugdo de cloreto de sédio (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 solucdo de acetato de Sédio 3M, pH. 5,2, na

propor¢édo de 1:10 do volume, misturando delicadamente por inversdo (1-2 min).
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11. Precipitar fragmentos maiores com Isopropanol (proporcdo de 1:1) ou Etanol 100%
(proporgdo 2:1). Misturar por inversdo (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 pL de Etanol 70%, centrifugar 13000 rpm /5 min. /120
segundos de parada.

b. Desprezar Etanol.

c. Colocar1000 uL 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 ndo encostar no pellet.

16. Deixar secar por 15 a 30 min.

17. Colocar solugédo de Tris-Edta (TE) pH. 8,3 de acordo com o tamanho dos pellets. (de
30-100 puL).

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

19. Armazenar em geladeira (2- 8°C)

2.3 Amplificacao por PCR
O segmento da regidao 5’ndo traduzida do gene FMRI, que contém a expansdo de
CGG, foi amplificado por PCR conforme o esquema apresentado na figura 3. A TAB. 1

mostra os iniciadores marcados com fluoresceina 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 CCAGCT CCT &

Fonte: Fu e cols., 1991
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Figura 3: Esquema da amplificacao do segmento de interesse do Gene FMR1.



As reagdes de PCR foram realizadas em tubo de microcentrifugacdo tipo Eppendorf de 200
pL, num volume final de 15 pL, e foram padronizadas quanto a temperatura de anelamento, nimero
de ciclos, concentracdo de iniciadores, etc.

O programa da reacdo de PCR consta de: desnaturagdo inicial de 95° C por 8 minuto, seguida
por 40 ciclos com desnaturacdo a 95° C por 30 segundos, anelamento a 66°C por 50 segundos e
extensdo a 72° C por 1 minuto, seguidos por uma extensao final a 72° C por 8 minutos.

Cada reacdo de PCR contém 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI pH 8,4 (Tampao II - Accuprime
system — Invitrogen, EUA), 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 150 uM de 7-deaza-dGTP
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA), 10% de DMSO, 10 pM de cada iniciador, 1,0 U de Tag DNA
polimerase (Accuprime system -Invitrogen, EUA) e 100 ng de DNA. Para a realizag¢@o das reacdes da
PCR, foi utilizado o termociclador Gene Amp PCR System 2400 (Applied Biosystems, EUA).

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

presentes e 0 DNA foi substituido por dgua bidestilada, deionizada (DDW), estéril.

2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida, visualizacao 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 fluorescéncia Fmbioll (Hitachi Denshi, Japao). O
numero de repeti¢des nos alelos foi determinado com base em um padrdo de peso molecular de DNA
(Power Plex, Promega, EUA) e através do programa Alpha DigDoc 1200& 1201 (Alpha Innotech,
Reino Unido). Para encontrarmos o nimero de repeticdes de CGG para cada alelo, procedemos da
seguinte forma: do niimero de pares de bases encontrado foi subtraido 222pb, que corresponde ao
fragmento amplificado fora da regido das repeticdes e o restante foi dividido por trés (pois as

repeti¢des sao trinucleotideos).
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3. Resultados e discussao

Artigo a ser submetido na revista Genetics and Molecular Research

Freqiiéncia da pré-mutacio em FMR1 em pacientes com ataxia, tremor e/ou parkinsonismo e

revisao critica da literatura

A publicacido que se segue apresenta os resultados alcancados a partir do desenvolvimento

metodoldgico deste estudo.
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Resumo

Recentemente, Hagerman e colaboradores descreveram a ocorréncia de uma sindrome neurolégica de
inicio tardio em individuos portadores de pré-mutacdo no gene FMR1. O quadro clinico desta sindrome,
denominada como Sindrome de ataxia e tremor associado ao X fragil (FXTAS), é composto por tremor de
intencdo, ataxia cerebelar, parkinsonismo e declinio cognitivo. N6s nos propusemos a investigar a
contribuicio da pré-mutacdo para o fenétipo de ataxia, tremor e/ou parkinsonismo. Foram testados 66 homens
com esse fendtipo, com mais de 45 anos, provenientes do Estado de Minas Gerais, Brasil. Paralelamente,
foram triados 74 individuos normais, pareados por sexo, escolhidos aleatoriamente na populacdo para
constituir o grupo controle. Ndo foram encontrados portadores de pré-mutacdo no grupo de pacientes, o que
estd de acordo com a freqiiéncia observada em outros trabalhos, que variou de 0-5%. A freqtiéncia de alelos de
zona cinzenta ndo apresentou diferencas significativas, quando comparados pacientes e controles. Esta € a
sétima amostra descrita na literatura. A contribuicdo da FXTAS em pacientes com manifestacdes fenotipicas
do espectro da FXTAS foi de 15/748, ou 2%. A presenca de alelos de zona cinzenta ndo parece estar
correlacionada a risco de FXTAS.

Palavras-chave: Ataxia; FMR1; FXTAS; Parkinsonismo; Tremor; pré-mutacio
Introducao

A Sindrome do X fragil (OMIM 309550) € uma doenca genética ligada ao sexo e de carater
semi-dominante (30% a 60% de penetrancia nas mulheres e 80% a 100% nos homens). A sua
freqiiéncia varia de 1 em 4000-6000 homens na populagdo caucasiana segundo triagens realizadas na
Holanda, Reino Unido e Austrédlia (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; Capelli e cols., 2005;Van Esch e cols., 2006).

Esta sindrome é causada predominantemente pela expansdo da repeticdo do trinucleotideo
CGG dentro da regido 5’ ndo-traduzida (5 UTR) do gene do Retardo Mental Familiar tipo 1
(FMR1). Individuos normais t€m aproximadamente 5-40 repeti¢des e os individuos considerados
portadores de pré-mutacdo t€m 55-200 repeticdes. Acima de 200 cdpias da repetigdo ocorre
inativacdo do gene e aparece o retardo mental. Os alelos que carregam 41-60 copias de CGG sdo
denominados de alelos de zona cinzenta, pois ndo caracterizam um individuo normal, mas também
ndo constituem uma pré-mutacdo. Os limites entre normal e zona cinzenta e entre zona cinzenta e

pré-mutacdo variam entre as diferentes publicagdes. Apenas raramente, a doenga ndo € causada pela
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expansdo da repeticio de CGG, mas sim por mutacdes levando a perda de fungdo do gene FMR1
(Oostra & Willemsen, 2003; Jin & Warren, 2003; Leehey e cols., 2003; Mandel & Biancalana, 2004;
Capelli e cols., 2005).

Recentemente, foi descoberta a associag@o da pré-mutacio a um quadro clinico composto por
tremor de intencdo, ataxia cerebelar, parkinsonismo e declinio cognitivo. A este quadro foi dado o
nome de Sindrome de ataxia e tremor associado ao X fragil (FXTAS). Outros sintomas tais como
perda de memoria, déficit das funcdes executivas, deméncia (somente em homens afetados) e
disfun¢des autondmicas (impoténcia, incontinéncia urindria e intestinal) podem ser encontrados
(Hagerman & Hagerman, 2001; Hagerman e cols., 2001; Greco e cols., 2002; Brunberg e cols., 2002;
Jacquemont e cols., 2003; Rogers e cols., 2003; Tan e cols., 2004; Baba & Uitti, 2005, Greco e cols.,
2006).

Ao exame andtomo-patolégico postmortem do cérebro de individuos portadores de FXTAS
foram encontradas inclusdes eosinofilicas intranucleares em neurdnios e astrocitos, além de atrofia
cerebral com perda de parte das células de Purkinje. Estas inclusdes nio t&m sido vistas em pacientes
com mutacdes completas em FMR1 (Greco e cols., 2002; Brunberg e cols., 2002, Greco e cols.,
2006) As inclusdes intranucleares também foram encontradas quando Drosophilas e camundongos
foram utilizados como modelo (Jin e cols., 2003; Willemsen e cols., 2003).

A freqiiéncia da pré-mutacdo em FMRI1 foi estimada em 1:259 para mulheres e em 1:813 para
homens em populacdes caucasianas (Rousseau e cols, 1995; Dombrowski e cols., 2002), a freqiiéncia
da FXTA foi estimada em 1:3000, para homens com mais de 50 anos (Jacquemont e cols., 2004;
Hagerman & Hagerman, 2004a).

Alguns autores sugerem que uma porcentagem dos pacientes diagnosticados como portadores
de Doenca de Parkinson e atrofia de mudltiplos sistemas, na verdade possam ser portadores de
FXTAS. O diagnéstico correto pode contribuir para o planejamento familiar baseado em
aconselhamento genético (Tan e cols., 2004; Hall e cols., 2005; Kamm e cols., 2005 ).

A maior parte dos estudos enfoca a freqiiéncia de FXTAS em sujeitos portadores de pré-
mutagdo averiguados em funcdo de seu parentesco com individuos com X fragil. J4 a contribuicdo da
pré-mutacio para o fenétipo ataxia-tremor-parkinsonismo t€m sido menos estudada, e os estudos t€m
tido resultados discordantes entre as diversas amostras testadas (Macpherson e cols., 2003; Tan e
cols., 2004; Ziihlke e cols., 2004; Van Esch e cols., 2004; Brussino e cols., 2005; Seixa e cols.,
2005). Em vista disto, nos propusemos a averiguar a freqiiéncia da pré-mutacdo em FMR1 em uma

amostra de pacientes com ataxia, tremor, e/ou parkinsonismo do Estado de Minas Gerais.
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Materiais e Métodos

A amostra foi constituida de 66 individuos do sexo masculino portadores de ataxia, tremor
e/ou parkinsonismo, além de 74 individuos normais, pareados por sexo, escolhidos aleatoriamente na
populag@o para constituir o grupo controle. O projeto de pesquisa teve aprovagdo prévia do Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais. A coleta foi realizada mediante
assinatura de consentimento informado dos sujeitos. Todos os individuos foram reunidos através da
colaboragdo do Instituto Hermes Pardini e do Servico de Neurologia do Ambulatério Bias Fortes do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

As extracdes de DNA foram feitas a partir de sangue periférico, utilizando-se o kit Puregene
(Gentra, EUA) ou a partir dos swabs bucais, conforme protocolo adaptado de Sambrook & Russel,
2001. Um segmento da regido 5° ndo-traduzida do gene FMRI1 foi amplificado por PCR. Os
iniciadores utilizados foram os descritos na literatura (Fu e cols., 1991). Para cada reacdo de PCR
(volume final de 15 uL) foram utilizados 50 mM KCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.4, 1,5 mM MgCl,, 200
UM de cada dNTP, (Tampao Il - Accuprime system-Invitrogen, EUA), 150 uM de 7-deaza-dGTP
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA), 10% de dimetilsulf6xido, 10 pM de cada iniciador, 1,0 U de
Taq DNA polimerase (Accuprime system—Invitrogen, EUA) e 100 ng de DNA. O programa da
reacdo de PCR consta de: desnaturacdo inicial de 95° C por 8 min, seguida por 40 ciclos com
desnaturag@o a 95° C por 30 segundos, anelamento a 66°C por 50 segundos e extensdao a 72° C por 1
minuto, seguidos por uma extensao final a 72° C por 8 minutos. Foi utilizado o termociclador Gene
Amp PCR System 2400 (Applied Biosystems, EUA).

A seguir, foi realizada a eletroforese dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida
desnaturante 4% e visualizagéo através do leitor de fluorescéncia Fmbioll (Hitachi Denshi, Japao) ou
coloragdo com nitrato de prata para a identificagdo dos alelos. O tamanho dos alelos e o nimero de
repeticdes de CGG foi determinado com base em um padrdo de peso molecular de DNA (Power
Plex, Promega, EUA) e através do programa Alpha DigDoc 1200&1201 (Alpha Innotech,

Inglaterra).

Resultados

Amplificacao da regiao 5' UTR do gene FMR1

As reacdes de PCR para a amplificacdo de um segmento da regido 5' UTR do gene FMR1
foram realizadas para 140 individuos do sexo masculino (66 do grupo alvo e 74 do grupo controle).

Todas as reagdes tiveram um rendimento suficiente para a visualizacdo em gel de poliacrilamida
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corados com nitrato de prata ou captados pelo leitor de fluorescéncia Fmbioll (Hitachi Denshi,
Japdo).

Na figura 1, pode ser visualizada a separagdo eletroforética em gel de poliacrilamida 4%
corado com nitrato de prata. Nas canaletas 3 a 7 foram aplicados os produtos das reacdes de PCR de
diferentes pacientes da amostra alvo. Nas canaletas de 9, 11, 12 e 13, foram aplicados os produtos
das reagdes de PCR de individuos da amostra controle. O Individuo da canaleta 13 € portador de um
alelo com um nimero de repeti¢des na faixa da pré-mutacdo (controle positivo da PCR). Na canaleta
10 foi aplicado um controle negativo de PCR. Nas canaletas 1 e 14 foi aplicado um marcador de peso
molecular de DNA que varia de 254pb a 331pb com intervalos de 4pb (Power Plex ladder, Promega,

EUA) e nas canaletas 2, 8 e 15 foi aplicado um marcador de peso molecular de DNA de 50pb
(Invitrogen, EUA).

12 345 6 7 8 910 1112131415
E! a =
-_— o d 1
- | <— alelo de pré-mutagio
— —
- ™ :
<«— 350pb
- - L
<4+— 331pb
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.-
pr— -
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‘= e
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Figura 1: Gel de poliacrilamida 4% corado com prata,
mostrando a amplificacio do segmento contendo as
repeticdes de CGG do gene FMR1 A seta na canaleta 13
indica um alelo de pré-mutagdo.
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Freqiiéncias alélicas encontradas nos individuos da amostra alvo e controle

Niao foram encontrados alelos na faixa da pré-mutagdo entre os portadores de ataxia, tremor
e/ou parkinsonismo. No grupo controle (individuos normais) foi encontrado um alelo de pré-
mutagdo. As curvas de distribuicdo dos alelos na amostras alvo e controle sdo mostradas na FIG. 2.
Os alelos mais freqiientes foram os que carregam 29 e 30 repeti¢des de CGG, o que estd de acordo
com dados na literatura (Capelli e cols., 2005; Willemsen e cols., 2005; Van Esch e cols., 2006).
Alelos da zona cinzenta foram identificados nos grupos alvo e controle, com freqiiéncias de 3,03% e
2,70%, respectivamente, ndo diferindo significativamente uma da outra (teste exato de Fisher P=
0,38.). As freqii€ncias encontradas de alelos da zona cinzenta em ambos os grupos estdo de acordo
com as freqiiéncias observadas em estudos prévios (Haddad e cols., 1999; Garcia Arocena e cols.,

2004; Toft e cols., 2005).
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Figura 2: Grafico representando a porcentagem dos alelos encontrada nas amostras estudadas. Nota: O

nome do alelo é dado segundo o nimero de repeti¢des de CGG encontrado.

Discussao

Todos os estudos ja publicados, investigando a contribui¢do da pré-mutagdo para o fendtipo
ataxia, tremor e/ou parkinsonismo estdo listados na TAB. 1. As amostras variam entre 59 e 243
homens com mais de cinqiienta anos. Em algumas delas, o fenétipo é descrito apenas como ataxia,
outras testaram fenétipos diversificados. Mesmo naquelas amostras em que o fendtipo foi descrito
apenas como ataxia, ¢ possivel que tenha havido heterogeneidade, a julgar pelos testes diagndsticos
feitos, para doengas como coréia de Huntington ou DRPLA (atrofia dentiado-rubro-palido-luysiana).
Na maioria das publicacdes, os pacientes foram submetidos a diagnéticos moleculares. Entretanto, os

testes realizados variaram entre as amostras. Alguns trabalhos nio incluiram grupo controle (Garcia
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Arocena e cols., 2004; Van Esch e cols., 2004; Biancalana e cols., 2005; Brussino e cols., 2005;
Seixa e cols., 2005; Toft e cols., 2005; Zuhlke e cols., 2005).

O tamanho amostral variou conforme a estringéncia do fenétipo averiguado, sendo menores
as amostras que colocam como critério a ocorréncia de fendtipos compostos em individuos com
idade preferencialmente superior a 50 anos. Além disto, como o teste molecular baseado em PCR
ndo tem boa sensibilidade em mulheres, algumas das amostras se restringem aos individuos do sexo
masculino. Por outro lado, a probabilidade de FXTAS serd maior se forem afastadas outras causas de

ataxia ou distirbios degenerativos do movimento. Em fung¢io disto, as amostras tém sido pequenas.
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Tabela 1: Freqiiéncia da pré-mutacdo em FMRI1 em grupos de individuos com sintomas ataxia, tremor, parkinsonismo e controles em diferentes

populacdes.
. Nimero Freqiiéncia de i L p P R
A e Origem da e Freqiiéncia de pré- Numero de individuos
Referéncia ~ de Caracteristica da amostra alelos de zona ~ . ~
populacdo | . ... . mutacio encontrada | portador de pré-mutacio
individuos cinzenta
. S9H Fenoétipo:ataxia. Negativos para SCA 1,2, 3,6,¢e7 Nio informado 5% 3 individuos
Macpherson e cols., Reino
2003 Unido i i ionai iai
4493 Menmps com necessidades educacionais especiais e homens Niio informado Nio informado Niio informado
controles normais
Grupo 1: tremor esencial; grupo 2: provdvel MSA; grupo 3: baixa
91He76 s . - . . .
resposta a levodopa, disfunc¢@o cognitiva, parkinsonsimo; grupo 4:
M . . > 0% Zero(Q Zero
Tan e cols.. 2004 Asia SCA com sinais de disfungdo cerebelar. Todos os grupos
v negativos para SCA 1,2,3,6,7,8,10,19,DRPLAe FRDA
200 Mulheres e homens normais 2 (1%) Zero Zero
controles
Fendtipo:ataxia. Individuos com mais de 50 anos. Negativos para 1,64% (2
Van Esch e cols.,2004 | Bélgica 122H po-ataxia. ndividu - egalvos p individuos com | 4.1% 5 individuos
SCA1,2,3,6,e7
45 e 50 CGGs)
e . ., . . 4,4% (16 homens
Ziihlke e cols. 2004 Alemanha 269He Fenétipo:ataxia. Individuos com mais de 50 anos. Negativos para com repetigdes 0% He 0.19% M 1 mulher
241M SCA1,2,3,6,7,12¢ 17
de 41 a 53 CGG)
Evidéncias radioldgicas de FXTAS ou SCA; Faixa etéria variavel .
Seixa e cols., 2005 Es'tzdos ij He 140 (64 homens com mais de 50 anos); Negativos para DRPLA, HD, Nio informado 1.56% 1 homen com mais de 50
umdos HDL2 e SCA1,2,3,6,8,12 anos
Ataxia da marcha associado varialvelmente a disartria, ataxia dos
. o membros e tremor de inten¢do; Faixa etaria 20-82 (143 homens . 6 homens com mais 50
Brussino e cols., 2005 | Irdlia 25 H com mais de 50 anos) e negaticos para SCA 1,2 e FRDA e alguns Nao informado 4.2% anos
também para SCA 3,6¢7
Brasil 68 H Fenotlp.osz ataxu.l, trelr}qr, par.kmsomsmo, coréia e distonia ?),0?&‘?/&; 2 Zero Zero
. generalizada. Faixa etdria: acima de 45 anos individuos)
Presente estudo (Minas 2.70% (2
Gerais) 74 H Individuos normais . ,0 1,35% 1 individuo
individuos)

Nota: HDL2-Lipoproteina 2 de alta densidade; HD-Doenca de Huntington; FRDA-Ataxia de Friedreich; DRPLA-atrofia dentiado-rubro-palido-luysiana; SCA-ataxia

espinocerebelar; M-Mulher; H- Homen. A zona cinzenta tem vérias definicdes na literatura.




No presente estudo, os critérios de inclusdo de individuos na amostra alvo foram
homogéneos quanto ao sexo (apenas individuos do sexo masculino), idade (a partir de 45
anos) e origem (Estado de Minas Gerais). Os fendtipos testados foram ataxia com ou sem
sintomas associados (13,2% dos pacientes) e outros fendtipos do espectro das manifestacoes
das FXTAS, sem ataxia (86,8% dos pacientes). Os individuos testados ndo foram triados
sistematicamente para outras ataxias cerebelares e/ou doencas neurodegenerativas, que
compartilham estes sintomas e tém freqii€ncias mais altas na populacdo. Apenas alguns
individuos realizaram testes genéticos para ataxias espinocerebelares e Doenga de Huntington.

A pequena variagdo encontrada na freqiiéncia da pré-mutacio entre os trabalhos (0-
5%), pode ser devida aos tamanhos amostrais pequenos, critérios diferenciados de sele¢do dos
pacientes, diferentes backgrounds genéticos e ao compartilhamento destes fendtipos com
outras doencas neurodegenerativas que possuem freqii€ncias mais altas na populagdo. O fato
de ndo termos encontrado portadores de pré-muta¢do na amostra alvo estd de acordo com o
descrito na literatura.

Ao considerarmos as averiguacdes da pré-mutacdo entre os grupos controles, a
freqii€ncia encontrada nos individuos normais deste estudo (1/74) foi mais alta que as demais,
ficando acima também da freqiiéncia estimada na populacio caucasiana, que foi de 13/10.572
(Dombrowski e cols.,2002). Esta diferenga pode implicar uma freqii€éncia de pré-mutagdo
realmente mais alta na populacgdo brasileira, para a qual ndo existem averiguacdes, mas pode
também ser um evento casual, (teste exato de Fisher P= 0,09) condicionado pelo tamanho
pequeno do grupo controle em relacdo a freqiiéncia da pré-mutacdo descrita em outras
populagdes. Ja a diferenca da freqiiéncia observada entre as amostras alvo (0/66) e controle
(1/74) do presente estudo ndo foi significante (teste exato de Fisher P=0,53).

Em relagdo aos alelos de zona cinzenta, a freqiiéncia observada nos grupos de
pacientes dos diversos estudos € semelhante as descritas nos controles, quando a informacao
esta disponivel (TAB. 1). As freqii€ncias de alelos de zona cinzenta anteriomente descritas na
literatura variam de 2-5% (Haddad e cols., 1999; Garcia Arocena e cols., 2004; Toft e cols.,
2005). As freqiiéncias de alelos na amostra alvo e no grupo controle do presente estudo estdo
dentro deste intervalo. J4 para individuos com retardo da populacdo brasileira, ja foi descrito
um excesso de alelos de zona cinzenta (Haddad e cols., 1999).

Analisando os trabalhos mostrados na TAB. 1, foram testados 748 homens com 50
anos ou mais, que apresentavam fenétipos correlatos a FXTAS, tendo sido identificados 15
portadores de pré-mutacdo, resultando em uma contribuicdo média de 15/748, ou seja, de

aproximadamente 2,0%. Quanto as mulheres, foram testadas 457, sendo encontrada apenas



uma portadora de pré-mutacio em FMR1, dando uma contribuicdo média de 0,22%. Além da
freqii€ncia mais baixa, as manifestagdes fenotipicas nas mulheres também sdo mais brandas
(Jacquemonte e cols., 2004, Hagerman e cols., 2004; Berry-Kravis e cols., 2005 ).

Duas hipdteses tém sido aventadas para justificar estes resultados: a) um efeito sexo-
especifico, porque mulheres com reposi¢do hormonal de estrégenos apresentam sintomas
mais brandos de FXTAS; b) inativagdo preferencial do cromossoma X contendo a pré-
mutacdo em FMR1. De fato, foi demonstrado que mulheres expressando predominantemente
o cromossoma X com a pré-mutagio em FMRI1 apresentam manifestacoes clinicas
semelhantes as observadas nos homens (Hagerman e cols., 2004; Berry-Kravis e cols., 2005).

Nos ultimos trés anos tem se observado na literatura uma ampliacdo do fendtipo
associado a pré-mutacdo em FMRI1. O fendtipo FXTAS descrito originalmente foi descoberto
nos homens portadores de pré-mutacio em familias onde segrega o retardo mental familiar 1.
Estes pacientes apresentavam manifestagdes clinicas variadas, alguns com ataxia, tremor e
parkinsonismo, outros com combinacdes variadas destes sintomas, ou mesmo com apenas um
deles (Hagerman & Hagerman, 2001; Hagerman e cols., 2001; Greco, e cols., 2002;
Jacquemont e cols., 2003). Progressivamente, outros sintomas foram adicionados ao quadro
clinico: distirbios autondmicos, convulsdes, perda de habilidades cognitivas, ansiedade,
deméncia, resultados de teste de QI no limite inferior do normal, instabilidade emocional,
surdez, distirbios obcessivo-compulsivos, personalidade esquizotipica e/ou depressdo,
irritabilidade exacerbada e episddios de perda de auto-controle. Alguns dos pacientes
apresentam atrofia cerebral ou cerebelar difusas, neuropatia periférica, distirbios sensitivos
(Hagerman & Hagerman, 2004b; Jacquemont e cols., 2004a; Van Dam e cols., 2005). Cabe
ressaltar que muitos dos sintomas descritos sdo frequentes na faixa etdria dos afetados por
FXTAS e que podem representar associagdes fortuitas.

Alguns achados sao sujestivos do diagnéstico, como a presenga de inclusdes nucleares
eosinofilicas nos neurdnios e astrocitos (Greco e cols., 2002; Hagerman & Hagerman, 2004b),
acentuacdo da intensidade do sinal T2 no peddnculo cerebelar médio ou atrofia cerebral, as
custas de reducdo de substancia branca (Hagerman e cols., 2004).

Outra questdo é a contribuicdo da FXTAS para os distirbios do movimento de um
modo geral. J4 foram testados individuos com Doenca de Parkinson (414 individuos), tremor
essencial (81 sujeitos) e atrofia de multiplos sistemas (123 pacientes). Aparentemente, estes
fen6tipos ndo sdo causados pela pré-mutacdo em FMR1 (Toft e cols., 2005; Garcia Arocena e

cols., 2004; Biancalana e cols., 2005).
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A idade de inicio e o curso clinico da FXTAS variam muito entre os pacientes. A
doenga progride, levando ao 6bito em 10 a 15 anos. Este quadro clinico apresenta aumento da
penetrancia em fungdo da idade. A variacdo da penetrancia foi estimada de 17 a 75% entre os
50 e os 80 anos ou mais (Jacquemont e cols., 2004). Isto coloca a pergunta de que outros
fatores condicionam o aparecimento dos sintomas. As possibilidades sdo a interacdo de alelos
recessivos em outros loci, heranca digénica e heranca multifatorial. Fatores ambientais nao
foram descritos. Ja existe na literatura a descricdo do fendtipo ataxia apresentando pré-
mutacdo em FMR1 e mutacdo no gene FRDA, da ataxia de Friedreich, em uma mulher de 58
anos (Zumrova e cols., 2005). Em fun¢@o da sobreposicdo de sintomas com doengas comuns,

€ possivel que os outros fatores desencadeantes sejam heterogé€neos.
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4. Conclusoes

e Em uma revisdo critica da literatura e incluindo-se os dados do presente trabalho,
foram identificados 15 portadores de pré-mutacdo em 748 homens triados, resultando
em uma freqiiéncia média de 2%, com um intervalo de variacdo de 0-5%. Quanto as
mulheres, foram testadas 457, sendo encontrada apenas uma portadora de pré-mutacdo
em FMR1, dando uma contribui¢do média de 0,22%.

e Nio foram encontrados portadores de pré-mutacio no grupo alvo, o que esta de acordo
com a freqii€ncia observada em outros trabalhos, que variou de 0-5%.

e Alelos da zona cinzenta foram identificados nos grupos alvo e controle, com
freqiiéncias de 3,03% e 2,70%, respectivamente, ndo diferindo significativamente uma
da outra (Teste exato de Fisher P=0,38.).

® A freqiiéncia observada da pré-mutag@o nas amostras alvo (0/66) e controle (1/74) ndo
diferiram significativamente entre si (Teste exato de Fisher P=0,53).

® A freqiiéncia de pré-mutagdo encontrada nos individuos normais deste estudo (1/74)
foi mais alta que a freqiiéncia estimada na populagdo caucasiana, que € de 13/10.572
(Dombrowski e cols.,2002). Esta diferenca pode implicar uma freqiiéncia de pré-
mutagdo realmente mais alta na populagcdo brasileira, para a qual ndo existem
averiguacdes, mas pode também ser um evento casual (Teste exato de Fisher P= 0,09)
condicionado pelo tamanho pequeno do grupo controle em relacdo a freqii€ncia da
pré-mutacdo descrita em outras populacdes.

* A metodologia de PCR ¢ eficaz na detec¢do da pré-mutagdo em individuos do sexo
masculino. Conforme jé descrito na literatura, para os individuos do sexo feminino, o
teste mais apropriado seria o Southern blot, devido a amplificacdo preferencial de
alelos com pequenas expansdes em heterozigose com alelos com grandes expansdes e
devido a freqii€ncia considerdavel de homozigose para os alelos mais comuns (Snow e
cols., 1993; Haddad e cols., 1996).

e Os fendtipos relacionados a FXTAS sdo compartilhados por outras doencas
neurodegenerativas. Mediante o pequeno nimero de trabalhos sobre este assunto é
desejavel que estudos colaborativos sejam feitos para o esclarecimento da contribui¢dao

da FXTAS para estes fenotipos.
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Tabela mostrando a origem e o fenétipo de cada individuo do grupo alvo.

No. Origem N°do Fenétipo
DNA
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 declinio 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
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Aqui entra a copia da aprovacdo do comité
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Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - 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 Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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