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RESUMO

O objectivo do trabalho foi o de fazer o diagnéstico directo de uma das mutagdes responsaveis
pela sindrome Fra (X), confirmando ou infirmando o diagnéstico clinico ou citogenético nos
proposita, de forma a encontrar os portadores tanto no sexo masculino como feminino nas
respectivas familias, fazendo, deste modo, a prevencdo e a respectiva triagem através da avalia-
¢do genética. Com a realizacdo de estudos moleculares, complementando a anélise citogenética
classica, tanto nos proposita como nos seus familiares mais préximos, confirmou-se a presenca de
uma mutacdo completa do gene FMR1 em alguns dos individuos estudados. Os portadores Fra
(X) demonstravam uma pré-mutacdo detectada com recurso as técnicas moleculares.

Os estudos desenvolvidos pelos Autores permitiram uma abordagem correcta dos doentes sob o
ponto de vista psico-pedagégico. A identificacdo dos portadores de pré-mutagdes e dos individu-
os nao portadores da mutacdo génica nos agregados familiares estudados possibilitou, igualmen-
te, um aconselhamento genético preciso na sequéncia do diagndstico molecular.

PALAVRAS-CHAVE
Atraso mental; Sindrome do X-fragil; Analise de DNA; Pré-mutacédo; Metilacdo.

SUMMARY

The purpose of the present work was to carry on the direct diagnosis of one of the mutations respon-
sible for the Fra(X) syndrome, thus confirming the clinical or cytogenetic diagnosis in the patients,
also enabling the detection of the carriers both male and female in the studied families viewing the
prevention and screening through genetic evaluation. With the completion of the molecular tests,
furthermore to the classic cytogenetic analysis both in the affected persons and the close kinship avai-
lable for studies, the Authors thus confirmed the presence of a complete mutation of the gene FMR1
in some of the patients. The Fra(X) carriers exhibited a pre-mutation with the resource of biotechnolo-
gy methods.

The studies herein described allowed a correct approach to the clinical status of the patients from the
psycho-pedagogical point of view. The identification of the carriers of pre-mutations and of the indi-
viduals non carriers of the genetic mutation in the family cohorts studied allowed a better approach
regarding genetic counseling.

KEY-WORDS
Mental retardation; Fragile-X Syndrome; DNA Analysis; Pre-mutation; Methylation.
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INTRODUCAO

O atraso mental € uma das principais razées
pela qual sdo referidos doentes aos servicos de
pediatria, neurologia pediatrica, endocrinologia
e clinicas de genéticas. Muitas vezes, néo obs-
tante a extensa investigacdo, ndo é possivel um
diagnostico etioldgico: desta forma as familias
permanecem sem um aconselhamento genético
preciso ou com duvidas relativamente as opcdes
reprodutoras, nomeadamente no dmbito do
diagnéstico pré-natal. Os defeitos ligados aos
genes mapeados ao cromossoma X (X-linked
genes) tém sido ha muito considerados uma
causa importante do atraso mental (AM), com
base na observacdo de que o AM é significati-
vamente mais prevalecente nos individuos do
sexo masculino do que nos individuos do sexo
feminino®.

Estima-se que genes monogénicos para o
atraso mental ligado ao cromossoma X (AMLX)
sejam responsaveis por cerca de 10% do AM dos
individuos do sexo masculino?.

O AMLX podera ser classificado como sin-
drémico (AMLX-S), referindo-se a situa¢des com
anomalias neuroldgicas, fisicas e bioquimicas,
ou como nao sindrémico (AMLX-NS)3. Existem
mais de 30 genes associados ao AMLX-S com
cerca de 20 genes identificados para o AMLX-
-NS*

A patologia AMLX mais vulgar, designada
de Sindrome de X-fragil (FRAXA) deve-se a uma
mutacdo do gene FMR15, com uma prevaléncia
de 1 em 4000 individuos do sexo masculino e 1
em 6000 individuos do sexo feminino, nas mais
variadas populacoes®.

O AMLX é uma doenca hereditaria ligada
ao cromossoma X, causadora de incapacidades
que variam entre diversos graus de atraso psi-
cossomatico até ao AM profundo’. Observam-se
com frequéncia atrasos graves na linguagem,
problemas de comportamento semelhantes ao
autismo, macro-orquidismo, hiperactividade,
atraso no desenvolvimento motor e sensorial,
para além de um facies caracteristico (macroce-
falia com face alongada, fronte e queixo proe-
minentes, pavilhdes auriculares com implanta-
¢do baixa e saliente). A sindrome em questdo é
responsavel pela maioria dos atrasos mentais
hereditdrios com traduc¢do no desenvolvimento
psicomotor®. O defeito molecular tem a sua base
em tripletos repetitivos: Citosina, Guanina,
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Guanina (CGG) na regido codificante do gene
FMR1, mapeado a regido terminal do braco
longo (q) do cromossoma X°. Sob o ponto de
vista mendeliano a sindrome segrega de forma
dominante, com penetrancia reduzida'°.

Recentemente, identificaram-se mutacdes
nos genes homeostaticos (ARX) tanto em situ-
acdes sindrémicas como nao sindrémicas!!. A
gama fenotipica do AMLX é bastante extensa.

As causas da defini¢do precisa do tipo de
AMLX sao bastante heterogéneas, e, ainda
que o AM seja diagnosticado em cerca de 50%
dos casos, sabe-se que 50% dos restantes casos
devem-se a factores ambientais e destes cerca de
metade sdo atribuidos a factores genéticos.

Os factores ambientais poderdo incluir a
exposicdo a drogas, radiacdes, infeccdes ou
doenca materna (ex. exposicdo a rubéola, ci-
tomegalovirus).

Grande parte das pessoas afectadas ndo tém
sido diagnosticadas, aplicando-se o mesmo as
respectivas familias em que poderd haver mais
de um membro com AM de origem obscura.
Caso as pessoas em questdo conhecessem o
diagnéstico e o cardcter hereditario desta doen-
¢a, uma triagem genética adequada e oportuna
poderia contribuir para reduzir a ocorréncia ou
a recorréncia da patologia.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudados 3 agregados familiares.
Um dos agregados incluia um propositus com
caracteristicas fenotipicas sugestivas de AMLX,
hiperactividade, alteracdes na distensibilidade
muscular, observando-se também num irméo
um comportamento autista. Num outro agre-
gado familiar para além do individuo do sexo
masculino afectado com AM apresentando,
igualmente, ginecomastia e obesidade, existia
um outro ascendente (tio materno) também
afectado; a mae exprimia o local Fra (X) na
qualidade de portadora.

O terceiro agregado familiar evidenciava 2
gémeos monozigdticos com AM, caracteristicas
dismérficas tipicas do AMLX e que tinham sido
diagnosticados com a sindrome autista.

O fenoétipo dos proposita estudados era
aparentemente normal a nascenca, verificando-
se todavia algum atraso no desenvolvimento
motor; o atraso motor ndo era progressivo, sen-
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do relativamente compativel com uma maior
longevidade (caso do doente do grupo etdrio
mais avancado, com 27 anos de idade; a idade
dos restantes doentes oscilava entre os 9 e os
16). Das caracteristicas pré-pubertarias destaca-
vam-se: atraso no desenvolvimento psico-motor
(especialmente na fala); temperamento anormal
(hiperactividade, autismo, ataques subitos); AM
(IQ 30-50); anomalias cranio-faciais (facies alon-
gado, fronte proeminente, pavilhdes auriculares
grandes, proeminéncia do maxilar inferior).
Como caracteristicas pés-pubertarias a referir:
macro-orquidismo; comportamento anormal
(timidez, aversodes, fixidez do olhar); alteracdes
oftalmoldgicas (estrabismo); alteracdes ortopé-
dicas (pé chato, hiperextensibilidade tendinosa
ou muscular). Outras caracteristicas revelavam
alteracdes cardiovasculares e dermatoglifos
anormais (resultados ndo apresentados).

Foram efectuados estudos citogenéticos clds-
sicos nos proposita e ascendentes disponiveis.
Recorreu-se a venopuncdo para a execugdo dos
estudos citogenéticos em linfdcitos periféricos
para a andlise do cariétipo. As culturas linfo-
citicas foram tratadas com FURD (5-Fluorde-
soxiuridina) ou com 3HdTTP como ja descrito
previamente!2.

Estes métodos permitem a distin¢do do cro-
mossoma X com replicagdo precoce ou tardia.
Os diapositivos foram inicialmente bandeados
com tripsina, identificando-se os cromossomas
X e as metafases X-fragil positivas. Apds desco-
loracdo dos diapositivos com metanol, os que
tinham sido tratados com FURD foram submeti-
dos ao Hoechst 33258 seguindo-se o tratamento
com UV e SSC*.

Os estudos moleculares efectuaram-se com
ADN de alto peso molecular isolado de linfécitos
do sangue periférico, recorrendo-se ao extractor
ADN 340A da Applied Biosystems. O ADN purifi-
cado (2,5 ng) foi submetido a hidrélise completa
com a endonuclease de restricdo Hind III e dupla
restricdo enzimatica Hind Ili/Sacll e EcoRI + Eag.
O uso de Hind III ou EcoRI fornece essencial-
mente resultados idénticos dado que os locais de
restricdo para estas enzimas sdo adjacentes tanto
na extremidade 5’ ou 3’ da sonda OX1.9 (New
England Biolabs). Seguiu-se o fraccionamento
em geles de agarose 0,8% e a transferéncia para
membranas de nylon de acordo com o méto-
do de Southern Blotting™. As sondas de ADN
0X1.9 e STB12 (mapeadas ao braco longo (q)

© 2007 - SOCIEDADE PORTUGUESA DE ENDOCRINOLOGIA, DIABETES E METABOLISMO

do cromossoma X) foram radiomarcadas com
P32-CTP pelo método dos primers oligomarcados
(Amersham). Ap6s hibridizagdo de 12 horas, as
referidas membranas foram sujeitas a lavagens
adstringentes de SSCx0,1 a 60° C, seguindo-se
a autoradiografia durante 72 horas a -70°C.
Determinou-se, desta forma, ndo s6 a presenca
da mutagdio completa nos proposita com AM
como ainda a dimensdo da pré-muta¢do nos
portadores face aos individuos controlo.

RESULTADOS

A cariotipagem classica efectuada tanto
nos proposita com nos ascendentes implicou
a andlise de uma média de 60 a 100 placas
metafdsicas. Em todas as células encontra-
vam-se presentes 46 cromossomas; em 5% das
células analisadas observaram-se alteracoes
no cromossoma X compativel com o X-fragil.
As culturas tratadas com FURD exibiam o lo-
cal fragil comum, Fra (X) (q.27.2) a excepgdo
de um dos proposita (Figura 1). Os pequenos
rearranjos cromossomaticos (da ordem de 1-2
mbases de DNA) ndo sdo por vezes detectaveis
mesmo com recurso a andlise citogenética de
elevado poder de resolucdo, sendo provavel que
rearranjos cromossoémicos sub-microscopicos se
encontrassem presentes nos portadores Fra (X)
estudados.

FIGURA 1: Placa metafasica de um dos proposita estudados
demonstrando o local Fragil-X (q27.2)
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A Tabela I resume as sondas e as endo-
nucleases de restricdo usadas, bem como o0s
respectivos pesos moleculares expressos em
kilobases (Kb).
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TABELA | - Enzimas utilizados e as dimensdes dos fragmentos de DNA detectados pela andlise

Southern Blot
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PADROES DE HIBRIDI-
ZACAO

Endonucleases de restricdo e dimensdes dos fragmentos de restricdao polimérfica

Alelos Sondas As Figuras 2, 3 e 4 de-
OX1.9 STB12 monstram os padrdes de
EcoRl  EcoRl + Eag hibridiza¢do observados no
Hindlll/EcoRI+Sacll controlo normal, nos indivi-
Individuos do sexo masculino Individuos do sexo feminino duos FI‘Q~ (X) € pOI‘tClC?O.I‘ES.
Normais 5152 _28 28452 Os Pgdroes electroforéticos
positivos para a mutacdo

Pré-mutacdo  5,3-5,7 2,9-3,3 2,9-3,3 ~ . .
sdo designados subjacentes
Per-mutacao 5.3-5,7 aos respectivos 16culos, re-
Mutagao >5,7 >5,7 >5,7 presentando quantidades

variaveis do DNA amplifi-
cado detectado. A presenca

de multiplas bandas ou um borrdo electroforético indica heterogeneidade no DNA inserido/am-
plificado nas diferentes células, i.e., instabilidade somatica da mutacdo. Em alguns individuos
observou-se uma ligeira oscila¢do no tamanho da banda electroforética ou uma banda electrofo-
rética ndo habitual a 5Kb; estas bandas ndo sdo susceptiveis de ser distinguidas de outros aspectos
técnicos inerentes a electroforese ou ao “Blotting”.

FIGURA 2 - Anélise DNA do primeiro agregado familiar estudado com
OX1.9 e controlos com hidrdlise restritiva Hindlll. O l6culo 1 refere-se
ao progenitor materno com Fra (X) positivo (Xq2,7), apresentando
o padrao electroforético tipico de portadora da mutagao; o l6culo 2
é inerente ao DNA do progenitor paterno normal; o DNA do I6culo
3 corresponde a um irmdo nao afectado; no Iéculo 4, referente ao
propositus, € nitida a auséncia da banda 5, Tkb; o I6culo 5 diz respeito
a outro irmdo nao afectado do doente; o padrdo electroforético no
I6culo 6 é duvidoso relativamente ao estado de afectado — de evi-
denciar que esse irmao apresentava um comportamento autista (?);
o l6culo 7 refere-se a um individuo do sexo feminino Fra (X) positivo
usado como controlo. Os simbolos preenchidos correspondem a uma
mutag¢do completa; os simbolos pontuados ao meio correspondem
a pré-mutagdes.
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FIGURA 3 - Hibridizacdo DNA com sonda STB12 no segundo
agregado familiar estudado com segregacdo da sindrome Fra (X).
O léculo 1 diz respeito ao DNA controlo hidrolizado por EcoRl; o
I6culo 2 apresenta o padrao de DNA do tio materno do propositus
afectado com AMLX (auséncia das bandas 5,1- 5,2kb); o padrao
electroforético do progenitor materno portador da pré-mutagao é
evidente no I6culo 3; o I6culo 4 refere-se ao padréo electroforético
do DNA do propositus; o I6culo 5 evidencia o DNA de uma irma nao

afectada do propositus.

STB.1
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FIGURA 4 — Padrao de mutacao DNA e metilacdo em dois gémeos
monozig6ticos (respectivamente loculo 1 e 2) e no seu progenitor
materno (I6culo 3) portador da respectiva pré-mutacédo (hidrélise por
endonucleases de restricdo EcoRI + Eag).
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DISCUSSAO

Os casos de AMLX sdo na sua maioria
ndo sindrémicos. Todavia as possibilidades
na classificacdo das familias afectadas tem
melhorado com o advento dos estudos mole-
culares, sendo natural que a proporc¢ao dos
casos sindromicos diagnosticados aumente. Na
realidade, o FRAXA inicialmente descrito como
ndo sindrémico é actualmente considerado o
exemplo mais predominante do AMLX-S. As
mutacdes nos diversos genes AMLX podem dar
origem tanto as situagdes S como NS, indicando
que ndo se dispde ainda duma base molecular
fiavel para uma distin¢do especifica entre ge-
nes AMLX-S e AMLX-NS. Existem cerca de 100
formas de AMLX-S descritas até a data. Tém
sido identificados defeitos genéticos causativos
em 66 destas formas AMLX-S, incluindo diver-
sas situagdes descritas como geneticamente
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alélicas®. A disponibilidade da sequéncia do
genoma humano e o aumento do conhecimento
relativamente a fungéo génica tem contribuido
para uma melhor clarificagdo do AMLX. A base
molecular do AMLX-NS torna-se intrinsecamen-
te mais dificil de se definir dado o seu elevado
grau de heterogeneidade genética.

Varias estratégias tém levado a identifica-
¢do de genes AMLX-NS. Por exemplo, o gene
FMR2 foi descoberto pela sua associagdo com
um local fragil (FRAXE) que é andlogo a as-
sociacdo do FMR1 com um outro locus génico
homoélogo - FRAXAY,

Varios outros genes tém sido identificados
por mapeamento e clonagem em doentes com
AM demonstrando rearranjos citogenéticos
equilibrados envolvendo o cromossoma X ou
pela caracterizacdo molecular de pequenas
delecgdes cromossomaticas-X. Estdo descritas
situagdes de mosaicismo celular em cerca de 15
a 29% dos individuos com mutag¢des FMR1. Esse
mosaicismo podera ser devido a “mosaicismo
dimensional repetitivo” em que estdo presentes
tanto as mutagdes completas como as pré-mu-
tacdes ou “mosaicismo de metilacdo” em que
as mutacdes completas tém vdrios graus de
metilacdo!®2°,

Dado que a maior parte dos testes laborato-
riais clinicos define que as sequéncias repetitivas
sdo de cerca de 2 a 3 tripletos, talvez seja de se
considerarem resultados com 50 a 58 sequén-
cias repetitivas como potenciais pré-mutacdes.
O risco da instabilidade dos alelos com 40 a 50
sequéncias repetitivas encontra-se minimizado
quando da transmissdo do progenitor para o
descendente?’.

As mutag¢des encontradas no gene FMR1
resultam normalmente de uma perda de fun-
¢do que conduz a uma reducdo da expressdo
génica.

As expansoes de ADN repetitivas de cerca
de 43-200 tri-nucleétidos presentes, tanto em
portadores masculinos como femininos, sdo
em regra assintomaticos; as expansdes dessa
dimensdo sdo designadas de pré-mutacdes.
Uma outra alterag¢do estrutural que modifica a
expressdo génica do FMR1 é a metilacdo quase
sempre presente nos individuos afectados?2.
Um grande numero de individuos com Fragil X
apresentando a mutac¢do completa, tém uma
pré-mutacdo numa determinada percentagem
de células (i. e., sdo mosaicos somaticos), em-
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bora ndo esteja bem definido de que forma a
presenca deste mosaicismo nas células sangui-
neas reflecte o nivel de mosaicismo no Sistema
Nervoso Central.

A base da variabilidade fenotipica nos in-
dividuos do sexo masculino afectados podera
residir na faléncia do mecanismo de inactivacgéo
normal do cromossoma X com o correspondente
reflexo na dosagem de compensacdo de um
gene ou varios genes mapeados ao longo do
respectivo cromossoma?®.

A caracterizacdo molecular das sindromes
AM é o primeiro estadio para a compreensdo da
lesdo genética inerente. E possivel categorizar
as lesdes genéticas em dois tipos: em primeiro
lugar as mutacdes que inactivam ou alteram
a fungdo de um gene unico; em segundo lugar
uma dosagem génica anormal devido a um
aumento do numero de copias génicas (a se-
melhanca do que se passa numa trissomiase)
ou haploinsuficiéncia (ex. das delec¢oes que
reduzem o individuo a uma unica cépia géni-
ca®. Em alguns loci génicos a dosagem génica
correcta requer que um locus seja herdado do
progenitor paterno sendo o outro locus deriva-
do do progenitor materno. Os genes regulados
desta forma traduzem uma impressao parental
gendémica. O melhor exemplo em genética
humana deste fenémeno é a diferenca entre
as Sindromes Prader-Willi (PWS) e Angelman
(AS). Ambas as Sindromes resultam de deleccoes
da mesma regido cromossomatica: 15q11-q13.
Caso a delecgdo ocorra no cromossoma paterno
herdado, o fenétipo é PWS; se a deleccdo for de
origem materna o fenétipo é AS.

CONCLUSOES
DIAGNOSTICO, PREVENCAO E TERAPIA

Num numero significativo de casos de AM,
o cardcter sindrémico desta doenca s6 é apa-
rente na puberdade ou num grupo etdrio mais
avancado. Deste modo, na pratica clinica em
que existe uma unica crianca ou um pequeno
agregado familiar afectado, poderd ndo ser
possivel chegar a um diagnéstico clinico especi-
fico, e a maioria destes casos passaram por NS,
contribuindo para um implemento da aparente
heterogeneidade do AMLX-NS.
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Tendo sido excluidas as alteracdes cromos-
somaticas deverd ser prdtica comum efectuar
os testes Fra (X) em todos os individuos do sexo
masculino ndo microcefdlicos e com AM de
causa desconhecida, ainda que as mutagdes
FMR1 sejam sé detectadas em 2-2,5%. Em
agregados familiares extensos, a observagdo
clinica podera revelar caracteristicas fenotipicas
distintas e o mapeamento de ligacdo devera
focar a triagem das mutagdes no contexto dos
genes AMLX conhecidos. Caso esta informacao
seja insuficiente, justificar-se-a a triagem das
mutac¢des ARX, que sdo as mais comuns no
AMLX-NS. A muta¢ao ARX que constitui um
elemento comum do AMLX-S e do AMLX-NS,
encontra-se mapeada a um pequeno intervalo
de ligacdo definido a partir de um repositério de
dados de ligagdo (linkage) de variadas familias
sindrémicas®. Cerca de 50% dos doentes com
familias AMLX poderdo ter muta¢des em um
dos multiplos genes conotados ao AMLX-NS. No
entanto, os métodos correntemente disponiveis
sdo demasiado dispendiosos para justificar a
triagem mutacional génica de todos os genes
AMLX-NS. Esta situacdo encontra-se hoje mo-
dificada face a tecnologia do “DNA arrays”,
incluindo os chips de DNA?.

Os polimorfismos ligados ao cromossoma X
que modulam o coeficiente de inteligéncia (IQ)
de uma forma subtil poderdo ser responsaveis
pela variabilidade clinica observada nas familias
AMLX. Desta forma, a tipagem destes genes mo-
dificadores € susceptivel de melhorar a precisdo
dos testes preditivos relativamente a gravidade
e evolucdo da doenca. Nos individuos do sexo
masculino com IQ relativamente reduzido, mas
ainda normal, tais mutacdes permitem anteci-
par uma labilidade mental “borderline”. Assim,
estas mutacdes podem representar importantes
factores de risco para o AM na populacdo em
geral e a sua ocorréncia colocard novos desafios
ao aconselhamento genético®.

Dado a complexidade do cérebro humano
e ocorréncias precoces do AM, presume-se que
a alteracdo no desenvolvimento nas terapias
curativas para o AMLX monogénico serdo
reduzidas. Ainda que este seja o caso para as
doencas sindromicas inerentes aos defeitos
no desenvolvimento cerebral, os doentes com
AMLX-NS ndo demonstram altera¢cdes anatoé-
micas tdo grosseiras. A imagiologia confocal,
e mais recentemente a imagiologia com fotdes
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duplos (PHOTON IMAGING) tém-se revelado
meios complementares bastante tteis. O desen-
volvimento destes exames complementares faz
prever que nos doentes com defeitos genéticos
responsaveis pelo AM, a intervencdo terapéu-
tica possa ser possivel muito precocemente,
rasgando novos horizontes para a farmacoge-
némica destas doencas.
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