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Aspectos Genéticos e Conduta Diagnostica da Sindrome do X Frégil

Isabel Cristina Corréa Merino Fabiano Soares?
Fernanda Costa Vinhaes de Lima?

Resumo

A Sindrome do X Fragil (SXF) é uma desordem genética resultante da expansdo da triade CGG,
no gene FMR1, localizado no cromossomo X. Essa expansdo faz com que a proteina FMRP,
codificada por esse gene e envolvida com a repressio de RNA’s mensageiros especificos, nao
seja expressa, 0 que causa alteracdes no desenvolvimento dos neurdnios. O objetivo desse
trabalho foi apresentar 0s aspectos genéticos responsaveis pela SXF, bem como apresentar a
conduta diagnéstica utilizada para identificar os individuos portadores da sindrome, por meio de
uma revisdo bibliografica em formato narrativo realizada no periodo de 2008 a 2019. Pesquisas
indicam que existem trés mecanismos propostos para o controle traducional realizado pela
proteina FMRP. O primeiro deles se relaciona com a etapa de iniciacdo da traducéo, o segundo se
relaciona ao controle da traducdo por meio da via dos micro RNA’s e o terceiro envolve a parada
de polirribossomos para regular a etapa de alongamento. O diagnostico padrédo-ouro consiste na
associacdo das técnicas de PCR e “Southern blot”. Ndo ha cura para a SXF, logo o tratamento é
apenas de suporte, com objetivo de proporcionar qualidade de vida para os individuos
acometidos. Dessa forma, pesquisas com foco em amenizar 0s sinais e sintomas da sindrome
devem ser incentivadas.

Palavras-chave: Gene FMR1, repeticdes CGG, mutacao, proteina FMRP.

Genetic Aspects and Diagnostic Behavior of Fragile X Syndrome
Abstract

The Fragile X Syndrome (FXS) is a genetic disorder caused by an expansion of a CGG triplet, on
the FMR1 gene, located on the X chromosome. This expansion causes the FMRP protein,
encoded by this gene and associated with the repression of specific messenger RNA’s, not to be
expressed, leading to changes in neuron’s development. The aim of this work was to present the
genetic aspects responsible for FXS, as well as to present the diagnostic behavior used to identify
the individuals with the syndrome, through a narrative bibliographic review, carried out from
2008 to 2019. Researches indicate that there are three proposed mechanisms for the translational
control performed by the FMRP protein. The first one relates to the translation initiation step, the
second one relates to translational control through the micro RNA’s pathway and the third one
involves the stalling of polyribosomes to regulate the elongation step. The gold-standard
diagnosis uses a combination of PCR and Southern blot techniques. There is no cure for the FXS,
therefore the treatment is only supportive, aiming to provide a better life condition for the
affected individuals. Thus, researches focused on softening the signs and symptoms of the
syndrome should be encouraged.

Key words: FMR1 gene, CGG-repeat, mutation, FRMP protein.
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1 Introducéo

A Sindrome do X Fragil (SXF) é a forma mais comum de deficiéncia intelectual herdada
e a principal causa monogénica de autismo (BANERJEE et al., 2018). Pode ser conhecida como
Sindrome de Martin-Bell por ter sido descrita por J. Purdon Martin e Julia Bell ao analisarem
uma familia com historico de deficiéncia mental ligada ao cromossomo X em 1943 (MARTIN;
BELL, 1943; USDHHS, 2018). Além disso, também pode receber o nome de Sindrome FRAXA
por se associar a um “locus” cromossémico instavel, o sitio fragil FRAXA, presente em menos de
5% da populacdo (FELIX, 2011; USDHHS, 2018).

As caracteristicas clinicas da sindrome como desenvolvimento de fala e de linguagem,
geralmente, se manifestam proximas ao segundo ano de vida do individuo afetado. Homens e
mulheres podem ser acometidos, estima-se que a prevaléncia no sexo masculino seja de 1:4000 e
no sexo feminino de 1:8000. A maior parte dos homens com SXF possui uma deficiéncia
intelectual leve a moderada, enquanto que apenas um ter¢o das mulheres afetadas possui algum
déficit intelectual. Criangas com a SXF podem apresentar disturbio do déficit de atencdo com
ansiedade, comportamento hiperativo e dificuldade de focar na realizacdo de tarefas especificas.
Além disso, um terco dos individuos com a sindrome apresenta caracteristicas do espectro autista
que afetam a comunicacdo e a interagdo social. Convulsdes podem acontecer em,
aproximadamente, 15% dos homens e 5% das mulheres (USNIH, 2019).

Essa sindrome possui um amplo espectro clinico, que, aléem de disturbios intelectuais,
engloba caracteristicas fisicas classicas que podem ou nao estar presentes em todos os doentes
(MARTINS, 2013). De acordo com USNIH (2019), -caracteristicas fisicas como
macroorquidismo em homens ap6s a puberdade, face longa e estreita, orelhas largas,
prognatismo, testa proeminente, hiperextensibilidade dos dedos e pé achatado estdo presentes na
maioria dos homens acometidos e em mais ou menos metade das mulheres afetadas, sendo que
esses tracos fisicos se tornam mais evidentes com o passar dos anos.

A SXF integra um grupo de condic¢des clinicas conhecido como Desordens Relacionadas
ao X Fragil juntamente com a Sindrome do X Fragil Associada ao Tremor/Ataxia (FXTAS) e a
Insuficiéncia Ovariana Associada ao X Fragil (FXPOI). Todas essas desordens sdo resultado de
alterac6es no gene associado ao Retardo Mental do X Fragil 1 (gene FMR1) localizado no brago
longo do cromossomo X (Xg27.3). Na maioria dos casos, a SXF é causada por uma expansao

incomum e instavel da repeticdo de trinucleotideos citosina-guanina-guanina (CGG) localizada



na regido 5’ ndo traduzida (UTR) do gene FMR1 (SALDARRIGA et al., 2014; HAYWARD;
KUMARI; USDIN, 2017).

A heranca dessa doenca genética ndo segue o padrdo mendeliano classico, ela é
dependente do nimero de repeticbes CGG presente no gene FMR1 (VERKERK et al., 1991). A
repeticdo desses trinucleotideos pode se tornar instavel durante a transmissdo materna e essa
instabilidade, geralmente, resulta na expansdo da triade CGG para a préxima geracdo
(WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011). Essa expanséo ndo ocorre durante a transmisséo
do cromossomo X paterno (VERKERK et al., 1991).

De acordo com o nimero de repeticbes CGG, o gene FMR1 apresenta quatro formas
alélicas. Alelos normais possuem até 44 repeticdes, alelos pré-mutados possuem entre 55 e 200
repeticdes e alelos com a mutacdo completa possuem mais de 200 repeti¢fes. Existe, por fim, um
tipo de alelo que pode ser conhecido como alelo intermediario ou alelo de zona cinzenta que
contém entre 45 e 54 repeticOes e é tido como precursor dos alelos pré-mutados (SALDARRIGA
et al., 2014).

A expansdo de 200 ou mais repeticdes da trinca de nucleotideos CGG no gene FMRL1 leva
a metilacdo e a inativacdo génica que, consequentemente, levam a uma ndo producdo da proteina
associada ao Retardo Mental do X Fragil (proteina FMRP), codificada pelo gene FMR1
(NELSON; ORR; WARREN, 2013). Essa proteina regula a producdo de outras proteinas e
participa da formacdo de sinapses que sdo de extrema importancia para a propagacao do impulso
nervoso (USNIH, 2019). A proteina FMRP é uma proteina de ligacdo ao acido ribonucleico
(RNA) e age como um repressor de traducdo de muitos RNA’s mensageiros (MRNA’s) alvos nas
sinapses. Logo, sua auséncia altera o funcionamento, a maturacdo e a plasticidade das sinapses
desencadeando um grave efeito nas funcdes cerebrais (DARNELL; KLANN, 2013; TASSONE,
2015).

Homens e mulheres com a pré-mutacdo sdo intelectualmente normais, entretanto, em
alguns casos, podem produzir uma quantidade menor que o normal dessa proteina e por isso
podem apresentar caracteristicas fisicas leves da sindrome, problemas emocionais e dificuldade
de aprendizado. Além disso, a pré-mutacdo se associa a um maior risco de desenvolvimento da
FXTAS e FXPOI (USNIH, 2019).

O padréo-ouro em termos de diagnostico para SXF consiste na combinacdo da Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR) com a técnica de “Southern blot”. A PCR é muito util para o
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dimensionamento do tamanho de sequéncias CGG que variam entre 50 e 200 repeticGes, ou seja,
sequéncias que se encaixam, principalmente, no perfil de alelos com a pré-mutacdo. Ja o
“Southern blot” é utilizado para analisar alelos de tamanhos maiores e determinar seus estados de
metilacdo (WELLS, 2009).

N&o hé cura para a SXF, entretanto varios tratamentos de suporte podem contribuir para
melhorar a vida dos individuos afetados e de suas familias. A orientacdo educacional, por
exemplo, pode ser complementada com uma série de terapias que ajudam o individuo afetado a
ser mais independente. Além disso, existem medicacdes que podem minimizar os sintomas da
sindrome (USNIH, 2016; FRAXARF, 2019a).

O presente trabalho teve como objetivo apresentar 0s aspectos genéticos responsaveis pela
Sindrome do X Fragil, bem como apresentar a conduta diagndstica utilizada para identificar os

individuos portadores da sindrome.

2 Metodologia

Trata-se de uma revisao bibliografica narrativa, que segundo Rother (2007), consiste em
uma investigacdo na literatura a respeito de um determinado tema, seguida da interpretacdo e
andlise critica particular do autor.

Para a pesquisa foram coletadas informacgdes das bases de dados Scielo (Scientific
Electronic Library Online), PubMed (Public Medline), BVS (Biblioteca Virtual em Saude),
Google Académico, sites institucionais e livros. Para a busca foram utilizadas as palavras-chave:
“gene FMR1”, “repeticdes CGG”, “mutagdo” e “proteina FMRP”, separadamente e aos pares
com o auxilio do conector “AND/E”.

Foram selecionados 15 sites institucionais, 45 artigos cientificos e 5 livros publicados
entre 2008 e 2019 nos idiomas inglés e portugués, disponiveis com texto completo na integra.
Alguns artigos cientificos com data de publicacdo que antecedem esse periodo também foram

incluidos no trabalho por serem considerados classicos e relevantes para o tema.

3 Desenvolvimento
3.1 Historico
A Sindrome do X Fragil foi descrita pela primeira vez por Martin e Bell (1943) ao

estudarem uma familia, durante 17 anos, que apresentava casos de deficiéncia intelectual em 11



individuos do sexo masculino em duas geracdes (Anexo A). Todos os individuos eram filhos de
maes normais. A mée que introduziu o gene na familia era normal, teve trés filhos e uma filha.
Nenhum dos filhos gerou individuos do sexo masculino com a deficiéncia, entretanto suas filhas
saudaveis deram origem a netos deficientes na geracdo seguinte. J& a Unica filha gerou trés
criancas, das quais dois eram meninos e deficientes. De acordo com o que foi observado nessa
familia, os autores concluiram que um gene ligado ao sexo poderia ser o responsavel pela
deficiéncia.

Lubs (1969) estudou uma familia com casos de deficiéncia mental em meninos. No
probando desse estudo foi encontrado um cromossomo variante sem descri¢es prévias. Por meio
de técnicas citogenéticas, o cromossomo variante foi encontrado em quatro meninos, que
apresentavam deficiéncia mental, e em trés meninas, porém essas sem quadro de deficiéncia
presente. Os estudos indicaram a presenca de uma constricdo secundaria incomum no braco
longo de um cromossomo pertencente ao grupo C. De acordo com o tamanho e a propor¢do dos
bracos do cromossomo e também devido a presenca do retardo apenas em individuos masculinos,
levantou-se a possibilidade de tal cromossomo ser o cromossomo X. O estudo familiar
demonstrou um padrdo de heranca para o retardo mental consistente com herancas ligadas ao
sexo, 0 que poderia também ser consistente com a heranca descrita, previamente, por Martin e
Bell (1943).

Posteriormente, ao cultivar linfécitos no meio de cultura 199, Sutherland (1977)
comprovou a existéncia de um sitio fragil no braco longo do cromossomo X, coincidente com a
constricdo encontrada por Lubs (1969), na posicdo Xg27 ou 8, que teria uma importancia clinica
relevante como marcador da SXF. Sitios frageis sdo regides do genoma propensas a
instabilidades ou quebras e predispostas a formacdo de constricdes (VICARI; NOGAROTO,
2017). Essas quebras ocorrem, provavelmente, devido a presenca da expansdo de uma triade de
nucleotideos. E, in vitro, produzem fragmentos acéntricos, cromossomos com dele¢des ou outras
anomalias (TFDF, 2019).

Krawczun, Jenkins e Brown (1985), com a técnica de bandeamento G de alta resolucéo
conseguiram identificar a posi¢do do sitio fragil como sendo Xq27.3. De acordo com 0 HCGN
(2018), o simbolo oficial desse sitio ¢ FRAXA. Mais tarde, foi relatada a presenca de um gene

expresso no cérebro que continha uma repeticdo da triade de nucleotideos CGG que coincidia



com o sitio fragil do cromossomo X e que possuia extensdo varidvel. Esse gene foi nomeado
como gene associado ao Retardo Mental do X Fragil 1 (gene FMR1) (VERKERK et al., 1991).

3.2 Aspectos genéticos
3.2.1 A Sindrome
A SXF é uma desordem genética resultante de mutacfes no cromossomo X (USNIH,
2019). E também a forma mais comum de deficiéncia intelectual herdada e autismo,
principalmente, em individuos do sexo masculino (CHAUFFAILLE, 2017). O mecanismo
genético da sindrome se resume a expansao instavel de uma sequéncia de trinucleotideos,
citosina-guanina-guanina (CGG) no gene FMRL1. Tal expansdo desestabiliza a transcricdo do
gene mutado resultando em perda de funcdo (NELSON; ORR; WARREN, 2013). Além disso,
repeticdes extensas nessa regido estdo associadas com alteragdes epigenéticas, como
hipermetilacdo, que também contribuem para silenciar o gene e, consequentemente, inibir a
sintese de seu transcrito FMRP (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013; CHAUFFAILLE,
2017).
A SXF possui um padrdo de heranca dominante ligado ao X (NHGRI, 2016). Entretanto,
a forma como € herdada é complexa devido as caracteristicas instaveis da sequéncia de repeticoes
de trinucleotideos CGG. Em familias com essa condi¢do genética, a mutacdo costuma ocorrer em
varias etapas de expansdo que se dao, geralmente, através de mais de uma geragdo
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).

3.2.2 Gene FMR1 e seu transcrito

O gene FMR1 esté localizado, precisamente, no brago longo do cromossomo X, na regiao
2, banda 7, sub-banda 3 (Xg27.3), possui 17 éxons, sendo que 0s éxons 12, 14, 15 e 17 podem
sofrer “splicings” alternativos que resultardo em diferentes mMRNA’s e proteinas isoférmicas
(WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011). A repeticdo da triade de nucleotideos CGG se
localiza no exon 1, proximo a regido 5’ nao traduzida (UTR) (NELSON; ORR; WARREN, 2013;
NCBI, 2019). Cerca de 99% dos casos relatados de SXF sdo causados por expansdes dessa trinca
de nucleotideos. O 1% restante se deve a diversos outros tipos de mutacGes como delecoes,
duplicages, insercdes e mutacdes de perda de sentido e de sentido trocado (MONAGHAN;
LYON; SPECTOR, 2013; TASSONE, 2015). Dele¢tes que variam em tamanho, desde um dnico



nucleotideo até varios mega pares de bases, envolvendo todo o gene FMR1 ou apenas um de seus
segmentos, ja foram encontradas em pacientes com SXF (COFFEE et al., 2008).

Dentre as pessoas normais e as pessoas com a SXF, a sequéncia CGG varia de cinco até
mais de 200 repeticdes. Em pacientes com a mutagdo completa, a sequéncia CGG possui mais de
200 repeticdes e geralmente é encontrada hipermetilada (WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA,
2011). A metilacdo se estende até a regido promotora adjacente do gene FMR1 (OOSTRA,;
WILLEMSEN, 2009). A metilacdo dessa sequéncia de acido desoxirribonucleico (DNA) pode ser
acompanhada por modificagdes na cauda das proteinas histonas e resulta no silenciamento do
gene, ou seja, a deficiéncia de seu transcrito, a proteina FMRP, a qual é uma proteina de ligacao
a0 RNA e é altamente expressa no cérebro e em d&rgdos reprodutivos (WILLEMSEN;
LEVENGA,; OOSTRA, 2011; CHEN; JOSEPH, 2015).

A auséncia da FMRP leva a anormalidades de desenvolvimento no cérebro como
neurdnios com espinhas dendriticas imaturas, finas e altamente ramificadas, como pode ser
visualizado na figura 1 (IRWIN; GALVEZ; GREENOUGH, 2000). Considera-se que essas
alteracdes na morfologia se devem a falta de controle de traducdo pela FRMP, o que leva a
sintese excessiva de proteinas nas espinhas dentriticas. Alem disso, acredita-se que essa seja a
base molecular para a SXF (CHEN; JOSEPH, 2015).

Figura 1: Comparacdo de espinhas dendriticas de portadores da SXF (A) e de individuos

normais (B).

Fonte: Adaptada de Irwin, Galvez e Greenough (2000).

Na deficiéncia de FMRP, a sintese global de proteinas no hipocampo é por volta de 15 a
20% acima do esperado. Essa producéo elevada de proteinas significa que a ativacdo sinéptica é

incapaz de aumentar ainda mais a sintese proteica quando necessario. Essa auséncia de producéo
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proteica induzida por estimulo sindptico compde uma parte importante da fisiopatologia da SXF
(RICHTER; BASSEL; KLANN; 2015).

A proteina FMRP contém diferentes dominios, dentre esses, dois dominios KH (KH1 e
KH2) e a sequéncia arginina-glicina-glinina (RGG), os quais sdo dominios especificos de ligacao
ao RNA, sendo que os primeiros, principalmente KH2, se ligam a regides que formam pseudo-
nds e o Ultimo se liga a regides que formam quadruplex de guanina (QG) no RNA alvo. Outras
sequéncias presentes na estrutura dessa proteina sdo regifes de exportacdo nuclear (NES), regido
de localizacdo nuclear (NLS) e dois dominios “tandem Agenet” que se ligam a residuos de lisinas
trimetilados das histonas (WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011; CHEN; JOSEPH, 2015).
Esses dominios sdo considerados membros do dominio Tudor de ligag&o a lisinas metiladas (HE;
GE, 2017). Proteinas do dominio Tudor funcionam como adaptadores moleculares, que se ligam
a residuos de lisinas metilados em seus substratos, para promover interacGes fisicas e auxiliar na
montagem de complexos de macromoléculas (PEK; ANAND; KAI, 2012).

Essa proteina pode se ligar tanto a RNA’s codificadores de proteinas, como 0s mRNA’s,
quanto a RNA’s ndo cofidificadores, como 0s RNA’s estruturais ¢ 0S micro RNA’s (miRNA’s).
Os mRNA’s interagem com essa proteina se ligando, principalmente, a caixa RGG, ja o dominio
KH demonstrou ser importante para interagdo da proteina com RNA’s sintéticos e polissomos
(CAMPOS, 2014).

A presenca das regifes NES e NLS permite que a proteina FMRP transite entre o nicleo e
0 citoplasma, o que faz com ela consiga transportar mRNA’s para fora do nicleo. Durante esse
deslocamento, 0 MRNA ndo € traduzido, possivelmente porque ele esta revestido por proteinas de
ligacdo ao RNA, as quais o tornam inacessivel para 0 maquinario de traducdo. Uma vez que o
MRNA atinge sua destinacdo correta na célula, as proteinas responsaveis pela exportacdo de
MRNA se dissociam e sdo recicladas. Entretanto, ainda ndo estd claro se a FMRP também é
liberada ou se ela permanence ligada ao mRNA para reprimir a sua traducdo (CHEN; JOSEPH,
2015).

No tecido cerebral, a proteina FMRP esta presente principalmente no corpo celular dos
neurdnios (CHRISTIE et al., 2009). Ela também pode ser encontrada em alguns granulos nos
dendritos e nos axénios (DARNELL; KLANN, 2013). E, inicialmente, sintetizada no citoplasma
dessa célula, e, em seguida, dimeros sdo formados e entram no nicleo via dominio NLS (1),

como pode ser vizualisado na figura 2. Ao chegar ao ndcleo, a proteina FMRP se liga aos
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mRNA’s alvos e a outras proteinas formando ribonucloproteinas (RNP) (2). A RNP ¢
transportada de volta para o citoplasma através do dominio NES (3). No citoplasma, essa
particula pode interagir com membros do Complexo Silenciador Induzido por RNA (RISC —
“RNA-Induced Silencing Complex™) (4) e também pode se associar com ribossomos (5). O
complexo RNP é responsavel por regular a sintese de proteinas no corpo celular dos neurdnios
(WILLEMSEN; LEVENGA,; OOSTRA, 2011).

Figura 2: Representacdo esquematica da sintese de FMRP, da formagdo de RNP, da interagdo da
RNP-RISC e RNP-ribossomos, do transporte de RNP-RISC para os dendritos e da liberacdo da
repressdo traducional apds o estimulo sinaptico de receptores metabotropicos de glutamato do
tipo 1 (MGIuR).
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Fonte: Modificada de Willemsen, Levenga e Oostra (2011).

Quantidades significantes de RNP sdo transportadas para os dendritos, especialmente para
as espinhas dendriticas, enquanto que uma minoria fica localizada nos axdnios (6) (CHRISTIE et
al., 2009). As particulas sdo transportadas em granulos de mRNA. Durante esse transporte, a

proteina FMRP exerce um papel de grande importancia como repressor da traducdo de mRNA’s
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especificos (WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011). Com a estimulagdo sinéptica de
receptores metabotrdpicos de glutamato do tipo 1 (mGIuR), a proteina permite a tradugdo de seus
mRNA’s alvos (7). As proteinas entéo transcritas parecem estar envolvidas com a internalizagdo
ciclica de receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPAR) e com outros
processos neuronais (WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011).

Existem dois genes autossémicos pardlogos ao FMR1, FXR1 e FXR2, que ddo origem a
duas proteinas designadas de proteinas relacionadas ao X Fragil 1 e 2 (FXR1P e FXR2P) (CHEN;
JOSEPH, 2015). Genes paralogos sdo genes homblogos que se originaram a partir de uma
duplicacdo génica em uma mesma espécie (STRACHAN; READ, 2013). FXR1P e FXR2P sédo
60% idénticas a FMRP e s@o altamente expressas no cérebro. Essas proteinas podem formar
dimeros como a FMRP ou podem associar-se umas com as outras e formar heterodimeros. A
funcdo da FXRP1 parece ser distinta da funcdo da FMRP, uma vez que ela € essencial para o
desenvolvimento do esqueleto e do musculo cardiaco. A expressdo alterada dessa proteina foi
relacionada a distrofia muscular facioescapuloumeral, uma das formas mais prevalentes de
distrofia muscular. Em camundongos, a auséncia desse gene, resulta na morte do animal logo
apos o0 nascimento. Ja a FXR2P, parece ter uma funcdo parecida com a FMRP, entretanto,
FXR2P ndo consegue compensar completamente a perda da FMRP. Em modelos animais, 0s
camundongos com auséncia dessa proteina sobrevivem, porém apresentam fendtipos
comportamentais semelhantes aqueles observados em camundongos com auséncia da FMRP.
Logo, as trés proteinas sdo essenciais para um desenvolvimento normal do ser humano (CHEN;
JOSEPH, 2015).

3.2.3 Mecanismo de repressao da traducéo

A funcgdo primordial da FMRP é reprimir a tradu¢ao de mRNA’s especificos, acredita-se
amplamente que a perda desse controle traducional leve aos sintomas observados em humanos e
em modelos animais com a sindrome (DARNELL; KLANN, 2013). A traducdo em eucariotos
pode ser dividida em trés etapas: iniciacdo, alongamento e termina¢do. A iniciacdo comeca com a
associagdo do fator de iniciacdo de traducéo 4F (elF4F — complexo dos fatores elFAE, elF4G,
elF4A) com o residuo 7-metil-guanosina na extremidade 5° do mRNA. Esse complexo ajuda a
posicionar a subunidade 40S do ribossomo nessa extremidade. Com isso, a subunidade 40S

escaneia 0 MRNA até o cddon de iniciagdo ser reconhecido, quando entdo se juntarad com a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darnell%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23584741
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subunidade 60S, e dara inicio a formacdo e ao alongamento da cadeia polipeptidica. Ao final, na
etapa de terminacdo, as subunidades se dissociam do mRNA no cddon de terminacdo, e dessa
forma liberam a cadeia polipeptidica recém-formada (RICHTER; BASSEL; KLANN, 2015).
Existem trés mecanismos propostos para o controle traducional realizado pela proteina
FMRP. O primeiro deles se relaciona com a etapa de iniciacdo. A interacdo entre os fatores de
traducdo elFAE e elF4G é determinante para a formacdo do complexo 4F, o que é regulado por
proteinas de ligacdo ao elF4E (4E-BP’s) (CHEN; JOSEPH, 2015). H& também uma proteina de
interacdo citoplasmatica com FMRP 1 (CYFIP1), que possui um dominio estruturalmente
parecido com o das 4E-BP’s, que interage tanto com a FMRP quanto com elF4E para reprimir o
inicio da traducdo (NAPOLI et al., 2008; RICHTER; BASSEL; KLANN, 2015). Nesse ultimo
modelo, a proteina FMRP se liga a mRNA’s selecionados e recruta CYFIP1, que entdo se liga
com o fator eIF4E na extremidade 5’ e bloqueia a interacdo com o fator elF4G, resultando na

inibicdo da iniciacdo da traducdo como esté representado na figura 3 (CHEN; JOSEPH, 2015).

Figura 3: Mecanismo de inibicdo da iniciacdo da traducdo mediado pela FMRP, onde CYFIP1

interage com o fator elF4E, blogueando sua interagdo com o fator elF4G.

elF4G

Fonte: Modificada de Chen e Joseph (2015).

A reversdo da repressao traducional pode ocorrer quando as 4E-BP’s sao fosforiladas pelo
alvo mamifero do complexo de rapamicina 1 (mTORC1), o que permite elF4E se associar a
elF4G. Em contrapartida, o fator elFAG recruta, indiretamente, a subunidade 40S do ribossomo
para a extremidade 5° do mRNA. Quando associado ao fator elF4G, o fator eIF4E pode ser
fosforilado pela Map cinase que interage com a serina/treonina — proteina cinase 1 e 2 (MNK1 e
MNK?2) que modula a traducdo. J& o complexo FMRP-CYFIP1-elF4E responde a estimulagdo
sinaptica, ou seja, a sintese proteica pode ser desreprimida por diversos estimulos, por exemplo,

pela sinalizacdo do receptor metabotrdépico de glutamato do tipo 1 (mGIuR, como 0 mGIuR5).
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Esses estimulos fazem com que CYIFP1 se solte de elF4E, mas ndo da FMRP, o que estimula a
traducdo (RICHTER; BASSEL; KLANN; 2015).

Uma das formas para se ativar 0 mTORCL1 e sua via de sinalizacdo é por meio da
estimulacdo do mGIuR5, por exemplo. J& para a Map cinase desempenhar sua fungdo é
necessaria a estimulacdo de outro receptor que também se encontra na superficie celular, o
receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR) (BANERJEE et al., 2018; RICHTER; BASSEL,;
KLANN, 2015). Esse receptor é um dos tipos de receptores ionotropicos de glutamato do cérebro
e ajuda a mediar a neurotransmissdo excitatdria rapida (WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA,
2011). A estimulacdo desse receptor ativa a via de sinalizacdo da cinase regulada por sinal
extracelular (ERK). Entre a estimulagdo do receptor e a ativagdo da Map cinase, existem diversas
proteinas envolvidas na via de sinalizagdo (RICHTER; BASSEL; KLANN, 2015).

Um segundo mecanismo proposto, representado na figura 4, € o de que a FMRP também
consiga controlar a traducdo pela via dos microRNA’s (miRNA’s) e componentes do RISC
(CHEN; JOSEPH, 2015; BANERJEE et al., 2018). Os miRNA’s sdo um mecanismo de controle
pos-transcricional da expressdo génica, no qual pequenas sequéncias de RNA se ligam a
sequéncias complementares presentes na regido 3' UTR de mRNA’s para inibir a tradugdo e/ou
promover a degradagao desses mRNA’s. A FMRP se associa a componentes essenciais dessa via
como as proteinas Dicer e Argonaute 2 (também conhecida como elF2C2 ou AGO2), bem como
com miRNA’s especificos (CHEN; JOSEPH, 2015). Em camundongos, a FMRP esta associada
aos miRNA’s que trabalham para regular a sintese proteica que é importante para determinar a
morfologia da espinha dendritica, como por exemplo, 0 miR125a, que tem como alvo a proteina
95 de densidade pos-sinaptica (PSD-95) (MUDDASHETTY et al., 2010).

Demostrou-se que a FMRP promove a formacdo de um complexo inibitorio da proteina
PSD-95 (figura 4), o complexo AGO2-miR125a (1). A formacdo desse complexo no mRNA da
PSD-95 depende da fosforilacdo da FMRP. De maneira interessante, a sinalizacdo via mGIuR (2)
leva uma diminuicdo no nivel de fosforilacdo da FRMP que é seguida pela liberacdo do complexo
de miRNA inibitério do mRNA da PSD-95 (3), ou seja, a desfoforilacdo da FMRP leva a uma
ruptura na interacdo da proteina com a AGO2, liberando 0 mRNA da PSD-95, levando a ativagdo
da tradugdo (4). Dessa forma, fica claro que a FMRP pode recrutar complexos especificos de
MIRNA’s para inibir a tradu¢do de mRNA’s particulares de uma maneira que dependa da

atividade sinaptica (CHEN; JOSEPH, 2015; BANERJEE et al., 2018).
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Figura 4: Mecanismo de controle da traducdo pela FMRP em associagdo com miR125a,
bloqueando a sintese proteica e a reversdo desse bloqueio via sinalizagdo mGIuR.

( > e
2

mGIuR

Ribossomo

miR125a

Fonte: Modificada de Banerjee et al. (2018).

A fosforilacao e desfosforilacdo da FMRP ndo impactam na capacidade dessa proteina de
se ligar diretamente a mRNA’s alvos. Multiplas cinases podem regular esse processo. Apesar de
existirem varios modelos para a fosforilacdo da FMRP, sabe-se que o estado de fosforilacdo da
FMRP é um mecanismo para que essa proteina recrute vias dependentes de miRNA para inibir a
tradugdo de mRNA’s alvos (BANERJEE et al., 2018).

Um terceiro mecanismo, representado na figura 5, envolve a parada de polirribossomos
para regular a etapa de alongamento. A FMRP fosforilada se associa a ribossomos que estdo
ativamente traduzindo mRNA’s fazendo com que eles parem, se acumulem na molécula de
mMRNA e desacelerem o alongamento. A FMRP bloqueia a ligagcdo de RNA’s transportadores
(tRNA’s). Ndo esté claro como a FMRP é liberada do ribossomo para desinibir a tradugéo, uma
das possibilidades ¢ que em uma sinapse ativada, a FMRP é ubiquitinada e rapidamente
degradada por proteossomos, outra possibilidade é que a desfosforilacdo da proteina module a
sua afinidade pelo ribossomo, permitindo assim que a tradugdo aconte¢a (CHEN; JOSEPH,
2015). Na SXF, a auséncia da FMRP resulta na tradugdo acelerada dos mRNA’s alvos
(RICHTER; BASSEL; KLANN, 2015).
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Figura 5: Mecanismo de parada de polirribossomos mediado pela FMRP (A) para regular a etapa

de alongamento, (B) liberacdo da FMRP ubiquitinada ou desfosforilada do ribossomo e (C)
auséncia de FMRP resultando na traducéo acelerada.

A) Parada de polirribossomos pela FMRP fosforilada

O Ribossomo

AAAAAAA

Cadeia polipeptidica

B) Reducéo da afinidade da FMRP pelo ribossomo devido & desfosforilacdo e FMRP ubiquitinada
sendo degradada - a traducéo volta a ocorrer

b
8o

D— 0000

ov e

C) Tradugao acelerada dos mRNA devido a auséncia da FMRP

AAAAAAA

rmmEm----
-

Q@-»@»@»g)—»m AAAAAAA
© FMRP fosforilada © FMRP desfosforilada @ FMRP ubiquitinada

Fonte: Modificada de Richter, Bassel e Klann (2015).

Embora trés mecanismos tenham sido descritos, a FMRP ndo precisa, necessariamente,
usar apenas um. Dependendo do mRNA, ela pode regular a traducdo por maltiplos mecanismos.
Por exemplo, a FMRP pode bloquear a etapa de iniciacdo recrutando a CYFIP1 enquanto o
MRNA esta sendo transportado do nucleo para os dendritos do neurénio. Uma vez que 0 mRNA
alcanca seu destino correto, a FMRP ligada ao mRNA pode interagir com o ribossomo para
interromper a traducdo. A atividade sinaptica pode levar a modificacdes pds-traducionais da
FMRP e aliviar a inibicdo da tradugdo pela FMRP. Essa proteina pode, entdo, usar a via dos

miRNA’s para ajustar a tradugdo de mRNA’s especificos de maneira dependente da atividade
sinaptica (CHEN; JOSEPH, 2015).
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3.2.4 Alelos

De acordo com o numero de repeticdes CGG existentes no gene FMR1, quatro tipos
alélicos podem ser descritos: alelos normais, alelos de zona cinzenta ou intermediarios, alelos
pré-mutados e alelos com a mutagdo completa (LYONS; KERR; MUELLER, 2015).

O numero normal de repeticbes pode variar de cinco até 44 trincas, sendo que o nimero
mais comum de repeti¢Oes varia entre 29 e 30 trincas (YRIGOLLEN et al., 2012; MONAGHAN;
LYON; SPECTOR, 2013). Além disso, essas trincas costumam ser interrompidas, a cada nove ou
dez repetigdes, por uma triade adenina-guanina-guanina (AGG). Essa sequéncia AGG ancora as
regides de repeticdo e previne erros durante a replicacdo do DNA. O nimero e o espagamento
dessa triade entre as repeticbes CGG ajudam a estimar o risco de expansdes em ate 100
repeticdes CGG (YRIGOLLEN et al.,, 2012). Alelos normais ndo apresentam instabilidade
durante a meiose e mitose (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).

Alelos que possuem numero de repeticdes entre 45 e 54 sdo classificados como alelos de
zona cinzenta ou alelos intermediarios (CHAUFFAILLE, 2017). Para alelos com essa
composicdo génica, nem a taxa de expansdo nem associacbes com doencas sdo bem
compreendidas. Sabe-se, poréem, que essa classe ndo é associada com a SXF e que também ndo ha
relatos de que alelos intermediarios tenham se expandido em apenas uma geracdo para alelos com
a mutacdo completa (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).

Entre 55 e 200 repeticdes, os alelos sdo considerados pré-mutados (CHAUFFAILLE,
2017). Alelos dessa classe ndo sdo hipermetilados e ndo estdo relacionados com a SXF
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Apesar de, geralmente, ndo se encontrarem
metilados, uma pequena porcentagem de células pode conter alelos dessa classe metilados,
especialmente alelos no limite superior da pré-mutacdo (PRETTO, 2014).

Eles sdo transmitidos de forma instavel de pais para filhos, e expansdes dessa classe para
a classe de alelos com a mutacdo completa ocorrem principalmente durante a transmissdo
materna (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Em mulheres, a pré-mutacdo é suscetivel a
expansdo para mais de 200 repeticdes nas ovogobnias. Isso significa que portadoras femininas da
prée-mutacdo tém um risco aumentado de gerar filhos com a SXF. O risco de expansdo para
mutacdo completa aumenta para quase 100% em mées com mais de 90 repeticbes CGG (NOLIN
et al., 2014). Em contrapartida, em homens com a pré-mutacéo, o tamanho da repeticdo CGG se

mantém ou é encurtado na geracdo seguinte (NHGRI, 2016).
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A instabilidade da repeticdo pode estimular a formacdo de estruturas secundarias na
sequéncia CGG como estruturas em grampo e tetra hélices. Essas estruturas fariam com que as
DNA'’s polimerases pausassem suas atividades, o que aumentaria a chance de deslizes por essas
enzimas. Quando estruturas em grampo se formam nos fragmentos de Okasaki da cadeia atrasada
(“lagging strand”), o reanelamento pode acontecer em uma posicdo diferente, 0 que deixa um
vazio para ser reparado, resultando em uma sequéncia ligeiramente maior do que a original.
Alternativamente, quando as estruturas em grampo se formam na cadeia lider (“leading strand”)
isso resulta em uma sequéncia menor, uma vez que a DNA polimerase vai pular parte da
sequéncia CGG (OOSTRA; WILLEMSEN, 2002).

Alelos com a mutacdo completa apresentam mais de 200 repeticdes, variando de algumas
centenas a alguns milhares. Hipermetilagdo costuma estar presente na maioria ou em todas as
copias de DNA (exceto em amostras de vilosidades coribnicas). Entretanto, em sequéncias muito
grandes ela pode variar gerando diversos fendtipos (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013;
LYONS; KERR; MUELLER, 2015). A metilacdo desses alelos acontece em etapas iniciais da
embriogénese e parece contribuir para estabilizar a sequéncia expandida (PRETTO, 2014).

Desde a descoberta do gene FMR1, a estimativa de risco para expansdo de um alelo pré-
mutado para um alelo com a mutacdo completa se baseava apenas no tamanho da repeticdo no
alelo materno (NOLIN et al., 2014). Um estudo feito em Israel e combinado com os resultados de
um estudo conduzido no Instituto do Estado de Nova lorque para Pesquisa Béasica em
Deficiéncias do Desenvolvimento (IBR) examinou o0s riscos de transmissdes instaveis e
expansdes para mutacdes completas dentre portadoras da pré-mutacdo do gene FMR1 com até 90
repeticdes CGG. Esse estudo foi uma das maiores coortes sobre o assunto que incluiu diferentes
etnias para avaliacdo desse risco. As duas populacdes apresentaram caracteristicas similares em
relacdo a chance de ocorrer expansdo para a mutacdo completa ao se analisar tanto o numero de
repeticdes CGG quanto o namero de interrupcbes AGG. Como mencionado anteriomente, essa
sequéncia AGG funcionaria como um freio bioldgico que inibe a expansdo (DOMNIZ et al.,
2018).

A maioria da populacdo em geral tem uma ou duas interrup¢des AGG, que estdo mais
comumente localizadas préximas ao terminal 5°, apds a décima ou décima primeira e a vigésima
ou vigésima primeira triade CGG (NOLIN et al., 2014). Alelos instaveis, entretanto, apresentam
poucas ou nenhuma triade AGG (DOMNIZ et al., 2018). Alelos de familias portadoras da SXF
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sd80 menos provaveis de ter sequéncias AGG proximas ao terminal 5’ e contém longos trechos
CGG sem interrupgdo préximo ao terminal 3> (NOLIN et al., 2014).

A interrupcéo por trincas AGG funcionaria, entdo, como um fator de protecéo e, portanto,
diminuiria o risco de expansdo entre as geracfes (YRIGOLLEN et al., 2012). Essa triade é
considerada uma variavel relativamente nova, porém com grande importancia para estimar o
risco de mutagdes completas entre populacées de diferentes etnias, tanto que o estudo conduzido
em lIsrael sugere até mesmo que essa seja uma das analises que integrem os testes de
aconselhamento genético para portadoras da pré-mutacdo no mundo todo (DOMNIZ et al., 2018).

Sabe-se que diversos alelos pré-mutados sdo extremamente instaveis e propensos a
mutacdo completa em apenas uma geragdo (NOLIN et al., 2014). O menor alelo pré-mutado ja
descrito que sofreu expansdo para um alelo com a mutacdo completa em apenas uma geracao
continha 56 trincas CGG e se estendeu aproximadamente até 538 repeticbes (FERNANDEZ-
CARVAJAL et al., 2009).

De fato, o risco de expansdo para mutacdo completa aumenta dramaticamente com o
aumento do namero de trincas CGG, entretanto foi observado que alelos com repeticGes menores
expandiam para mutacdo completa, enquanto alelos com maior nimero de repeticbes eram
transmitidos de forma estavel. Isso se devia exatamente a quantidade de interrupgdes AGG nas
sequéncias, as quais demostraram ter papel importante durante a transferéncia do alelo entre as
geracOes. O estudo mostrou que mulheres com a pré-mutacéo até 70 repeticdes podem ter de zero
até cinco interrupcbes AGG. Dentro desse grupo apenas as que ndo possuem nenhuma trinca
AGG correm risco de transmitir a expansdao para mutacdo completa. Dentre as mulheres com
repeticdes variando de 70 a 90, o risco de transmitir a expansdo para mutacdo completa aumenta
conforme o nimero de interrupg¢des diminui (DOMNIZ et al., 2018).

Um outro estudo conduzido com individuos recrutados através do Instituto Clinico MIND
concordou que a interrupcdo AGG é importante para a reducdo da chance de transmissdo materna
da expansdo, entretanto a base molecular para o efeito da triade AGG ainda permanece
desconhecida (YRIGOLLEN et al., 2012). Alguns estudos também avaliaram a relacdo da idade
das maes portadoras da pré-mutacdo com o risco da expansdo para uma mutagdo completa
(YRIGOLLEN et al., 2012; NOLIN et al., 2014). Demonstrou-se que a idade da mée ndo é uma
variavel estatisticamente significante para o risco de expansdo para mutacdo completa, tendo

apenas um pequeno impacto na estimativa do risco, uma vez que o tamanho do alelo materno e a
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estrutura AGG sdo, de fato, os fatores com maior importancia de predisposicdo a esse risco
(NOLIN et al., 2014).

Além disso, mosaicismo pode estar presente e nesse caso diferengas entre tecidos serdo
observadas. Existem dois tipos de mosaicismo: de tamanho, que se refere a individuos com
subpopulacdes de alelos com a mutacdo completa metilados e alelos pré-mutados ndo metilados;
e de metilacdo, que se refere a individuos que possuem o alelo com a mutacdo completa, porém
com uma subpopulacdo ndo metilada e uma metilada, ou alelos ndo metilados pré-mutados.
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013; PRETTO, 2014).

3.2.5 Sintomas e sinais fisicos

A SXF é uma condicdo genética que esta associada a um amplo espectro clinico. E
considerada a causa mais comum de deficiéncia intelectual herdada e uma causa frequente de
autismo (HAYWARD; KUMARI; USDIN, 2017). Ambos o0s sexos podem ser afetados,
entretanto, estima-se uma frequéncia de um a cada 4.000 homens e uma a cada 8.000 mulheres
(USNIH, 2019). A maior frequéncia em homens se deve ao fato de que todos os homens com a
mutacdo vdo apresentar a sindrome, enquanto algumas mulheres ndo (CHAUFFAILLE, 2017).
Além disso, geralmente, individuos do sexo masculino sdo afetados mais severamente pela
desordem do que indivuos do sexo feminino (USNIH, 2019).

Individuos do sexo feminino apresentam dois cromossomos X, e para compensar essa
diferenca com os individuos do sexo masculino, um desses Cromossomos passa por um processo
de inativacdo durante a embriogénese. Esse processo € aleatorio e fixado, ou seja, uma vez que a
inativacdo ocorre em uma célula, todas as células que se originem a partir dela terdo o mesmo
cromossomo X inativado (SCHAEFER; THOMPSON JR, 2015). Sabe-se que alguns genes,
entretanto, conseguem escapar desse processo de inativacdo, porém esse ndo € o caso do FMR1,
Ou seja, esse gene ndo é expresso no cromossomo X inativo (KIRCHGESSNER; WARREN;
WILLARD, 1995).

O que pode acontecer em mulheres com a muta¢do completa é um fenémeno chamado de
inativacdo desequilibrada ou distorcida do cromossomo X, ou seja, quando o alelo mutado se
localiza no cromossomo X ativo e o alelo normal se localiza no cromossomo X inativo. Se a
porcdo de celulas com a inativacdo estiver presente em tecidos importantes, pode ser que a

portadora feminina apresente as caracteristicas da sindrome. Além disso, como a inativagdo
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acontece em estagios iniciais da embriogénese, a fracdo de células que ird compor os tecidos
futuros pode ser bem variada, o que pode ser responsavel pela penetréncia e expressividade
variada da sindrome em heterozigotas (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2008).

Além da defiéncia intelectual, individuos com SXF apresentam risco aumentado de
ansiedade, déficits de comunicacdo, diminuicdo da interacdo social, respostas incomuns a
estimulos sensoriais, impulsividade, hiperatividade, agressao, incluindo comportamentos auto-
agressivos e evitam contato visual (RICHTER; BASSELL; KLANN, 2015; TASSONE, 2015).
Em relacdo as caracteristicas fisicas, as mais comuns sdo face alongada, orelhas proeminentes,
prognatismo que estdo presentes tanto em homens quanto em mulheres. Homens também podem
apresentar hiperextensibilidade das articulagcbes metacarpofaldngicas, pes achatados e
macroorquismo, ap6s a puberdade. Vale ressaltar que os sinais fisicos, comportamentais e
cognitivos sdo dependentes da quantidade de FMRP produzida e os sinais fisicos podem nem
sempre estar presentes ou podem se intensificar com o envelhecimento do individuo
(SALDARRIGA, 2014; USNIH, 2019). Sinais como hipotonia e relaxamento articular também
podem estar presentes e podem causar dificuldade para realizacdo de atividades motoras que
exigem uma coordenacdo mais fina, como o ato de escrever (JALNAPURKAR; COCHRAN;
FRAZIER, 2019).

Homens e mulheres com a pré-mutacdo tém intelecto e aparéncia normais. Entretanto,
alguns individuos podem apresentar sintomas intelectuais e comportamentais sutis como
dificuldades de aprendizado e problemas de ansiedade (NHGRI, 2016). Alelos com a pré-
mutacdo podem deslocar a transcricdo do mRNA do gene FMR1 para um local a montante do
inicio da transcricdo, o uso de um local alternativo para iniciar a transcricdo pode estar
relacionado ao aumento no nivel transcricional (LYONS; KERR; MUELLER, 2015).

Individuos com a pré-mutacdo apresentam niveis elevados de mRNA do gene FMR1 e
niveis diminuidos de FMRP, pois a traducdo é menos eficiente. Conforme a repeticdo da pré-
mutacdo aumenta, os niveis de mMRNA aumentam e os de FMRP diminuem (LOZANO;
ROSERO; HAGERMAN, 2014). Esse nivel elevado de mRNA leva a uma toxicidade de mRNA.
O excesso de mRNA leva ao sequestro de importantes proteinas para o funcionamento cerebral
(SALDARRIGA, 2014).

Essa toxicidade mediada por RNA esta asssociada com Sindrome do X Fragil Associada

ao Tremor/Ataxia (FXTAS), um distarbio neurodegenerativo de inicio tardio que tem como
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principais caracteristicas o desenvolvimento de tremor progressivo e ataxia cerebelar. Em casos
mais avanc¢ados, diminuicdo da cognigéo, parkinsonismo e disfungdes autondémicas podem estar
presentes. Esse distlrbio costuma afetar homens e mulheres acima de 50 anos, tendo uma
prevaléncia maior em homens (WILLENSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011).

Mulheres com a pré-mutacdo com sequéncias CGG acima de 80 repeticOes, geralmente
apresentam 20% de chance de desenvolver outro disturbio, a Insuficiéncia Ovariana Associada ao
X Frégil (FXPOI) (LYONS; KERR; MUELLER, 2015). Esse disturbio estd relacionado a
menopausa precoce, fazendo com que mulheres nessa condigdo entrem na menopausa cinco anos
antes do normal. H& uma hipdtese de que a pré-mutacdo também apresente um efeito de
toxicidade de RNA nos foliculos ovarianos, causando assim a FXPOI (WILLENSEN;
LEVENGA,; OOSTRA, 2011). Esse disturbio leva a uma série de complicacbes como ciclos
menstruais irregulares, deficiéncia dos hormdénios ovarianos e infertilidade (SALDARRIGA,
2014).

3.3 Diagnostico

De acordo com a Fundacdo Americana do X Fragil, existem trés circunstancias gerais
para as quais o teste para a SXF deve ser considerado. E sdo elas: individuos que apresentam
sintomas clinicos sugestivos de SXF, de FXTAS, ou de infertilidade/FXPOI; individuos com
historico familiar de SXF, FXTAS, dificuldades intelectuais ou de aprendizagem, autismo de
causa desconhecida ou infertilidade; e individuos com histérico familiar de heranca da SXF, por
exemplo, para individuos portadores da pré-mutacdo. Além disso, existem as recomendacdes
especificas para a realizacdo do teste, e elas incluem: homens ou mulheres com deficiéncia
intelectual, atraso no desenvolvimento, na linguagem e na fala, autismo ou dificuldades de
aprendizagem de causa desconhecida; qualquer mulher que apresente infertilidade, niveis
elevados de horménio foliculo estimulante, faléncia ovariana prematura, insuficiéncia ovariana
prematura ou menstruacdo irregular; e qualquer mulher que deseje engravidar ou ja esteja gravida
e tenha interesse em realizar o teste para saber se é portadora (NFXF, 2019).

Antes da identificagdo do gene FMR1, a cultura de células em um meio deficiente de
folato seguida da andlise citogenética era 0 método de escolha para o diagndstico da SXF.
Entretanto, essa abordagem, apesar de permitir a avaliagdo da presenca de sitios frageis no brago

longo do cromossomo X, se mostrou complicada, pois esses sitios eram frequentemente vistos em
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apenas uma porcentagem pequena de células. Esse fator ndo era tdo problemaético para individuos
do sexo masculino, onde, geralmente, o sitio fragil poderia ser visualizado em 10% das células,
mas para individuos do sexo feminino, a mutacdo poderia passar despercebida (TASSONE,
2015).

Além disso, essa técnica ndo € informativa em relacdo a alelos intermediarios e pré-
mutados, uma vez que ndo fornece informagdes sobre o nimero de repeticdes e também néo
informa sobre o estado de metilacdo dos alelos (HAYWARD; KUMARI; USDIN, 2017). Por
esses motivos, esse procedimento ndo é mais considerado um método aceitavel de diagndstico
para a SXF (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).

Portanto, nos ultimos anos, as pesquisas estavam focadas na aquisicdo de técnicas
moleculares mais sensiveis, em sua maioria baseadas em Reacdo em Cadeia da Polimerase,
(PCR) e vérias abordagens foram desenvolvidas, embora com algumas limitacdes devido a
dificuldade de lidar com as sequéncias CGG expandidas. Atualmente, o diagndstico da sindrome
é, geralmente, baseado na determinacdo do tamanho da repeticdo CGG e na avaliacdo do estado
de metilacgho do gene FMR1. A metodologia considerada como padrdo-ouro engloba a
combinacdo da PCR, especialmente Gtil para determinar o tamanho da sequéncia CGG até a
extensdo da pré-mutacéo e “Southern blot” para analisar alelos de tamanhos maiores e determinar
seus estados de metilacdo. O DNA gendmico para analise pode ser obtido de amostras de sangue,
saliva, tecidos e cultura de células (TASSONE, 2015).

Entretanto, vale ressaltar que como essas técnicas apenas avaliam a expansdo da
sequéncia de repeticdo CGG, qualquer individuo que apresente SXF causada por dele¢bes ou por
uma mutacdo de troca de sentido, que pode incluir todo ou apenas partes do gene FMR1, ndo sera
detectado usando esses testes (WELLS, 2009). Como a analise por PCR e “Southern blot” ndo
identifica essas mutacdes, a prevaléncia exata delas ndo é conhecida (TASSONE, 2015). Para
casos apresentando sinais e sintomas muito sugestivos de SXF, mas sem diagnostico possivel por
PCR e “Southern blot” outros estudos como ensaios de alta resolucdo da sequéncia do gene
FMR1 e sequenciamentos baseados em “array” podem ser necessarios (HAYWARD;
KUMMARI; USDIN, 2017).

Com a técnica de “Southern blot” é possivel detectar a mutacdo e determinar o estado de
metilagdo com apenas um teste (SOFOCLEOUS; KOLIALEXI; MAVROU, 2009). Nessa

analise, 0 DNA gendmico é digerido por uma combinagdo de enzimas de restricdo como EcoRl,
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ou Hindlll que corta o “locus” FMR1 independente dele estar metilado ou ndo, e uma enzima
sensivel a metilagdo como BssHII, Eagl, Nrul ou Sacll, que corta apenas alelos ndo metilados.
Em seguida, as amostras séo aplicadas no gel de agarose para eletroforese. Posteriormente, 0s
fragmentos séo transferidos para uma membrana, e expostos a uma sonda radioativa ou entéo a
uma sonda marcada com digoxigenina derivada da regido 5’ do gene FMRI1. As sondas mais
comumente usadas sdo StB12.3 também conhecida como pP2 ou Pfxa7 e Ox 1.9 que hibridizam
em uma regido a jusante das repeticdes CGG e dos sitios de reconhecimento das enzimas
sensiveis a metilacdo (ACGS, 2012; HAYWARD; KUMARI; USDIN, 2017).

A andlise por “Southern blot” permite que largas expansdes da mutacdo sejam detectadas
com seguranca, alelos pré-mutados e alelos com a mutacdo completa s6 conseguem ser
diferenciados com clareza por meio dessa técnica. Além disso, a distin¢cdo entre alelos pré-
mutados grandes e alelos com a mutacdo completa pequenos ¢ feita se baseando mais no estado
de metilacdo do que no exato tamanho da repeticdo. Entretanto, essa técnica ndo permite
diferenciar alelos pré-mutados pequenos e alelos de zona cinzenta de alelos normais (no limite
superior da normalidade) (SOFOCLEOUS; KOLIALEXI; MAVROU, 2009).

Vale lembrar que alelos com mutacdo completa podem ser representados por bandas
difusas e fracas, que aparecem como manchas no gel, fazendo com que mutacGes completas
possam ser negligenciadas (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Além disso, as manchas
arrastadas ou esfregacos nos géis podem também ser artefatos gerados pelo brometo de etidio,
logo a omissdo desse reagente facilitaria a deteccdo de alelos com a mutacdo completa,
principalmente em mulheres (SOFOCLEOUS; KOLIALEXI; MAVROU, 2009).

Fragmentos com mais de 200 repeticbes CGG possuem uma sensibilidade exagerada ao
brometo de etidio, esse intercalante de DNA induziria mudancas conformacionais nesses
fragmentos, as quais ndo ocorrem na maioria dos fragmentos de DNA gendmico. Dessa forma, ao
promover deslocamentos conformacionais da repeticdo durante a eletroforese, o intercalante
altera a migracédo e produz bandas adicionais ou manchas/esfregacos (NOLIN et al., 2008).

Alelos normais metilados, ou seja, inativos sdo cortados apenas por uma enzima e
originam um fragmento de aproximadamente 5,2 kb. Ja alelos normais ndo metilados, ou ativos,
sdo cortados pelas duas enzimas e geram um fragmento de 2,8 kb (ACGS, 2012). Uma vez que 0
gene FMR1 esta no cromossomo X, em homens normais, ou seja, com alelos normais nao

metilados, ao usar uma das enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo (que cortam fragmentos
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com aproximadamente 200 bp de distancia umas das outras) representadas na figura 6, e a EcoRl,
tem-se a producdo de um fragmento de aproximadamente 2,8 kb. A mesma digestdo em mulheres
normais produz duas bandas, uma de 2,8 kb correspondente ao alelo no cromossomo X ativo e
uma banda de 5,2 kb correspondente ao alelo do cromossomo X inativo (HAYWARD;
KUMMARI; USDIN, 2017).

Figura 6: Representacdo diagramatica dos sitios de reconhecimento das enzimas de restricdo, das

sondas e dos tamanhos dos fragmentos esperados.

(CGG)n le1.9 -
Cromossomo X . StB12.3/pP2/Pfxa7
e e——]
ChrX:147,909,332 1 1 . L . 1 . 1 L 1 ChrX:147,914,565
EcoRI EcoRI
t Sacll
t BssHII
t BssHI
t BssHII
t Eagl

*Nrul

*Sacll
«————— 78+ kb ————» Alelo ndo metilado

* 5.2+ kb » Alelo metilado

Fonte: Modificada de Hayward, Kummari e Usdin (2017).

Pré-mutacdes sdo detectadas como fragmentos de 2,9 kb até 3,3 kb em homens e no
cromossomo X ativo de mulheres. Enquanto que fragmentos de 5,3 kb a 5,7 kb correspondem a
pré-mutacdo no cromossomo X inativo (BIANCALANA et al., 2014). Devido ao processo
aleatorio de inativacdo do X, mulheres com a pré-mutacdo podem apresentar 4 fragmentos, que
correspondem ao alelo normal ativo (2,8 kb), ao alelo mutado (2,8 kb ou maiores), alelo normal
inativo (5,2 kb) e alelo mutante inativo (5,2 kb ou maiores). Em ambos 0s sexos com a mutacao
completa, bandas maiores que 5,2 kb podem ser visualizadas. Além disso, a mutacdo completa
pode ser visualizada como uma mancha ou esfregaco, principalmente em casos de mosaicismo
somatico (ACGS, 2012). A figura 7 ilustra um modelo de eletroforese com esses individuos.

Essa técnica tem algumas desvantagens como o custo alto, a demanda de tempo e o fato
de necessitar de grandes gquantidades de DNA gendmico de alto peso molecular (TASSONE,
2015). A resolucdo do gel de agarose também € um fator limitante. Além disso, mutacGes nos
sitios de reconhecimento das enzimas de restricdo podem resultar em diagnosticos equivocados
(HAYWARD; KUMMARI; USDIN, 2017).
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Figura 7: Eletroforese proveniente de amostras com realizagdo prévia de “Southern blot” com as
enzimas EcoRI e Eagl e sonda StB12.3 demonstrando o padrdo de bandas encontrados para

pacientes normais, com a pré-mutacdo e com a mutagdo completa.

- - Mulher normal;

- Homem com a mutagdo completa;
- Muther com a pré-mutaco;

- Homem normal;

- Homem com a mutagdo completa;

- Homem com a pré-mutacio.

-
28 kb| e -
12 3 4

56
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Fonte: Modificada de Monaghan, Lyon e Spector (2013).

Como alternativa para o “Southern blot”, diversas estratégias de diagnostico baseadas em
PCR foram propostas para a identificacdo da expansdo da repeticio CGG. As metodologias
baseadas na PCR convencional ndo amplificam a sequéncia CGG de forma confiavel devido ao
elevado conteudo CG e a tendéncia de tais sequéncias em formar estruturas secundarias estaveis.
Logo, a amplificacdo, por esse método, € majoritariamente limitada a alelos que vao desde a faixa
normal até alelos pré-mutados pequenos, passando por alelos de zona cinzenta (TASSONE,
2015). Além disso, a PCR leva horas ao invés de dias como o “Southern blot” e requer
nanogramas ao invés de microgramas de DNA (HAYWARD; KUMMARI; USDIN, 2017).

Para melhorar o rendimento da PCR, pode-se usar osmolitos como betaina, que reduzem a
estabilidade das estruturas secundarias formadas, dimetilsulfoxido, que € um desnaturante que
também desestabiliza as estruturas secundarias e reduz as altas temperaturas de desnaturacao, e
analogos de desoxiguanosina trifosfato (dGTP), como 7-deaza-2’-GTP, que impedem a formacao
dos “loops” (estruturas secundarias), que dificultariam a amplificacdo (SOFOCLEOUS;
KOLIALEXI; MAVROU, 2009). Uma variedade de DNA polimerases capazes de amplificar
sequéncias ricas em CG também foi testada. Os ensaios inicias foram incapazes de amplificar

alelos com a mutacdo completa. Entretanto, ensaios realizados a partir de 2010 vém obtendo
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sucesso na amplificacdo desses alelos de forma confiavel, até mesmo em mulheres e homens que
sdo mosaicos, sendo que alelos grandes com 940 repeticdes conseguiram ser amplificados
(HAYWARD; KUMMARI; USDIN, 2017).

Hayward et al (2016) realizaram um ensaio com um tampdo com auséncia do ion potéssio
(K™) e altas concentragfes de betaina, para detectar alelos muito longos. O ion K* funciona como
um estabilizador da estrutura secundaria formada pelas repeticbes CGG, entdo sua auséncia
melhora o rendimento da reagdo por miminizar a estabilidade de tais estruturas, além disso, em
associacdo com a betaina, o rendimento melhora ainda mais, uma vez que esse composto
desestabiliza as estruturas secundarias, como ja mencionado.

Esse foi um exemplo de ensaio que poderia ser usado para amplificar alelos grandes, e
relativamente com baixo custo, logo poderia ser usado para pesquisas de rotina. Os produtos
gerados pela PCR séo aplicados no gel de agarose e detectados usando corantes como brometo de
etidio ou “Sybr Green”. Como os produtos da PCR costumam ser fragmentos menores do que
aqueles produzidos pelo “Southern blot”, a estimativa do nimero de repeticbes costuma ser mais
exata. Entretanto, para determinagdes mais precisas, para alelos pré-mutados e com a mutagédo
completa, a eletroforese capilar (EC) é o método de escolha. Para esse proposito, um dos
iniciadores usados na PCR ¢é tipicamente marcado com compostos fluorescentes (HAYWARD;
KUMMARI; USDIN, 2017).

PCR Convencional fluorescente (fPCR) é suficiente para detectar todos os alelos normais
e, portanto, excluir o diagndstico de SXF. Mosaicismos para o alelo normal e o alelo com a
mutacdo completa sdo raros, mas podem existir, e 0 risco pode ser mais alto para individuos com
historico familiar de SXF. Por esse motivo, recomenda-se que pacientes com resultados atipicos
de PCR ou com histérico confirmado de SXF sejam testados por “Southern blot” e ndo somente
por fPCR. Tradicionalmente, os laboratorios tém usado a fPCR como triagem e prosseguem para
a analise por “Southern blot” apenas nas amostras que falham em amplificar ou em amostras de
mulheres que apresentam apenas uma banda. Essa técnica € rapida, barata e consegue detectar
alelos com até 120 repeticbes (ACGS, 2012).

Além de “Southern blot”, outros tipos de ensaios também podem ser usados para
monitorar o estado de metilagdo do gene, abordagens de PCR especificas para metilacdo
envolvem uma etapa pré-digestdo com uma enzima sensivel a metilacdo que tem um ou mais

sitios de reconhecimento dentro do “amplicon” sendo analisado. Uma vez que a acuracia desse
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método depende de a digestdo ser feita, um controle para acdo enziméatica deve ser sempre
incluido. O uso de iniciadores com diferentes marcadores fluorescentes permite que amostras
digeridas e ndo digeridas sejam expostas a mesma EC para detec¢do. A razdo entre a altura do
pico na amostra digerida e a altura do pico na amostra ndo digerida é um indicador da extenséo
da metilacdo de um alelo particular (HAYWARD; KUMMARI; USDIN, 2017).

Outra forma de determinar o estado de metilacdo é por meio de abordagens de PCR que
utilizam o bissulfito para provocar modificagdes na sequéncia CGG que sdo baseadas na
conversdo da citosina ndo metilada em uracila, enquanto que a citosina metilada permanece
inalterada (TASSONE, 2015). Durante a amplificacdo, as uracilas serdo substituidas por timinas
(HAYWARD; KUMMARI; USDIN, 2017). Quando sequenciado, o DNA que foi alterado
fornece informacdes sobre a metilagdo em regides CpG especificas dentro da sequéncia
amplificada (TASSONE, 2015). No entando, esse método é relativamente trabalhoso, dessa
forma, ndo é considerado tdo viavel para aplicacdes de alto rendimento ou em termos de
diagnostico (HAYWARD; KUMMARI; USDIN, 2017).

Pode ser realizada a técnica de PCR com o triplo “primer” (TRP PCR), a qual utiliza dois
iniciadores especificos que flagueiam a sequéncia CGG e um terceiro iniciador que ¢é
complementar a essa trinca CGG que se repete. Logo, multiplos produtos de PCR séo
amplificados e visualizados como picos seriais ou intermitentes na EC. Essa técnica é capaz de
identificar todos os alelos, que sofreram expansdo, desde alelos normais até alelos de extenséo
com a mutacdo completa, fornece informacao sobre o tamanho da repeticdo CGG e a presenca de
interrupcdes AGG, uma vez que o iniciador complementar a sequéncia CGG tem dificuldade e
ndo se liga de forma eficiente a sequéncias AGG gerando mudancas na intensidade do sinal
emitido na EC (CHEN et al., 2010; TASSONE, 2015).

Por ultimo, sabendo que os sintomas da sindrome estéo inversamente relacionados com os
niveis de FMRP, imunoensaios podem ser feitos para detectar a presenca ou auséncia dessa
proteina. Vale ressaltar que esse método ndo é usado para diagndstico de rotina, pois existem
limitacBes, como individuos com a pré-mutacdo que podem ter apenas uma reducdo na
quantidade de FMRP, porém é um método que poderd ser usado em futuros programas de
rastreamento de recém-nascidos. Um exemplo dessa técnica é um imunoensaio enzimatico
(ELISA) quimiolumininescente, que utiliza trés anticorpos e um substrato para deteccdo da
proteina (HAYWARD; KUMMARI; USDIN, 2017).
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3.4 Tratamento

As estratégias de tratamentos para a SXF sdo apenas de suporte. Nao ha tratamentos
disponiveis nem medicacBes aprovadas para solucionar o problema neuronal causado pela
auséncia da FMRP. Como o comportamento pode ser significativamente afetado na SXF, terapias
baseadas em tratar esses sintomas podem ser muito Uteis para os individuos, inclusive
medicacOes podem ser usadas para tratar sintomas especificos como hiperatividade, ansiedade,
comportamento obsessivo compulsivo e comportamento agressivo (FRAXARF, 2019a;
FRAXAREF, 2019b; UPMC, 2019).

Dificuldades comportamentais e adaptativas encontradas pelos individuos com SXF
podem ser tratadas por meio de terapias de intervencdo providenciadas por equipes
interdisciplinares que engloblam profissionais de areas da psiquiatria e saide mental, educadores,
terapéutas ocupacionais, cuidadores e fonoaudiologos. Aconselhamento e treinamento para 0S
pais também é parte fundamental da terapia de apoio para individuos com a SXF. Os pais sdo
orientados sobre informacdes a respeito da condicdo da criangca, podem se conectar com outros
grupos de apoio e inclusive ha servicos terapéuticos disponiveis para eles (JALNAPURKAR;
COCHRAN; FRAZIER, 2019).

Durante as ultimas duas décadas, o estudo da fisiopatologia da sindrome levou a busca de
alguns alvos da FMRP que poderiam ser supostos alvos de tratamento para a SXF
(CASTAGNOLA; BARDONI; MAURIN, 2017). Na SXF, dois neurotransmissores apresentam
uma relevancia maior: o glutamato e o &cido gama amino-butirico (GABA). Os receptores de
glutamato sdo expressos em todo o céerebro e sdo essenciais para neurotransmissao excitatoria e a
plasticidade sinaptica. Os receptores de glutamato sdo encontrados tanto nas membranas pos-
sinapticas quanto nas membranas pré-sinapticas (WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011).

Existe uma teoria para a acdo do mGIuR, de acordo com ela, na auséncia da FMRP, a via
de sinalizacdo mGIuR € estimulada em excesso levando a uma sintese proteica descontrolada nas
sinapses e essa seria uma das causas do fendtipo observado na SXF (CHEN; JOSEPH, 2015). A
sinalizacdo excessiva da via glutamatérgica leva a traducdo local aumentada de mRNA’s na
juncdo sinaptica e também contribui para a internalizacdo exagerada de AMPAR, o que diminuiu
a maturacdo sinaptica e enfraquece as sinapses, formando espinhas sinapticas longas e imaturas

que seriam responsaveis pela deficiéncia intelectual presente nos individuos com a SXF
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(WILLEMSEN; LEVENGA,; OOSTRA, 2011; JALNAPURKAR; COCHRAN; FRAZIER,
2019).

Em camundongos com auséncia de FMR1, a inibicdo genética ou famacoldgica do
mGIuR5 resgata o fenotipo normal, por isso, antagonistas mGIUR podem apresentar eficcia
clinica. Além disso, a identificacdo da via do NMDAR como alvo da FMRP é significante do
ponto de vista terapéutico, uma vez que antagonistas de NMDAR estdo disponiveis e podem ser
considerados uma opg¢do para avaliacdo clinica como agentes Unicos ou em conjunto com
antagonistas de mGluR. mGIuR’s e NMDAR’s medeiam mudangas na plasticidade sinaptica pela
sinalizacdo através das vias de transducdo de sinal de mTORC1 e de ERK, por isso agentes
farmacologicos que agem nessas vias também podem ser considerados como possiveis alvos
terapéuticos (DARNELL; KLANN, 2013).

A base molecular da ativacdo exagerada do mGIuR ndo esta completamente clara. Em
modelos animais com camundongos com auséncia de FMR1, o tratamento com antagonistas de
mGIuR resultou em resgate da morfologia dendritica, sinaptica e de alteragdes comportamentais,
mas esses sucessos nao foram alcangados em tratamentos com humanos (CASTAGNOLA,;
BARDONI; MAURIN, 2017). Inicialmente, um composto identificado como AFQO056
apresentou melhoras comportamentais em problemas como hiperatividade e fala inadequada em
pacientes com SXF com alelos com a mutacdo completa metilados. Entretanto, na fase seguinte
de testes ndo foram notadas melhoras comportamentais significativas em adultos e adolescentes.
Mais testes com esse medicamento, que estava na fase Il, sdo necessarios, especialmente em
criancas (HAGERMAN et al., 2017).

Muitos sintomas da SXF como ansiedade, hiperatividade, dificuldade de aprendizagem,
déficit de memoria e autismo estdo envolvidos com os receptores de glutamato. A sinalizacao via
GABA também é alterada em paciente com SXF (WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011).
H& uma reducdo na producdo desse neurotransmissor (GABA) e expressdo alterada das
subunidades de seu respectivo receptor (GABAR) (CASTAGNOLA; BARDONI; MAURIN,
2017).

Administracdo direta de GABA ndo ¢ possivel devido a sua baixa penetracdo no tecido
cerebral. Logo, para restauracdo da taxa normal de inibicdo no Sistema Nervoso Central e,
consequentemente, reversdo de alguns fenotipos da sindrome, investiga-se 0 uso de agonistas de
GABA (CASTAGNOLA; BARDONI; MAURIN, 2017). Os GABAR do tipo A estdo mais
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relacionados a fendtipos de ansiedade e de hiperatividade, ja os GABAR do tipo B, estdo
relacionados a diminuicdo da liberacdo de glutamato nos terminais pré-sinépticos, possuindo
efeito inibitério no sistema glutamatérgico (JALNAPURKAR; COCHRAN; FRAZIER, 2019).
Por enquanto, compostos como Acamprosato, Ganaxolona, Arbaclofeno e Riluzole foram
testados (CASTAGNOLA; BARDONI; MAURIN, 2017). Arbaclofeno age no GABAR do tipo
B, por exemplo, e melhorou o isolamento social dos individuos (DARNELL; KLANN, 2013).

Esse medicamento encontra-se na fase Il de testes, entretanto, nessa fase ele néo
apresentou melhoras comportamentais em adultos e adolescentes, mas em criang¢as observou-se
melhoras comportamentais e em termos de irritabilidade. Além disso, foi observada uma
tendéncia a melhoras significativas em relacdo a hiperatividade e isolamento social
(HAGERMAN, 2017). Acamprosato que age tanto em GABAR do tipo A, quanto em GABAR
do tipo B, obteve sucesso terapético, mostrou melhoras na hiperatividade e no comportamento
social e avancou para a fase Il de testes (HAGERMAN et al., 2017; JALNAPURKAR;
COCHRAN; FRAZIER, 2019).

Outro composto, gaboxadol, um superagonista do receptor GABAR do tipo A, conseguiu
resgatar a hiperexitabilidade de neurdnios na amigdala de camundongos, além de apresentar
melhoras em relacdo as caracteristicas comportamentais e convulses. Esse composto ainda esta
na fase | de testes. Neuroesteroides sintéticos como ganaxolona também sdo potentes agonistas e
conseguiram amenizar as convulsdes e comportamentos repetitivos em camundongos. Em
humanos mostrou diminuicdo da ansiedade e esta na fase Il de testes (HAGERMAN et al., 2017).
Atualmente estd em teste clinico um medicamento, ADZ73250, que aumenta seletivamente a
ativacdo de GABAR do tipo A (FRAXARF, 2019c; FRAXARF, 2019d).

Metformina, uma droga usada para tratamento de diabetes tipo Il em criancas e adultos,
também foi testada e usada na pratica clinica, apesar do mecanismo exato pelo qual ela age ainda
ndo ser conhecido (CASTAGNOLA; BARDONI; MAURIN, 2017; HAGERMAN et al., 2017;
JALNAPURKAR; COCHRAN; FRAZIER, 2019). Porém em camundongos, essa droga inibiu a
via de mTORCL1 e ERK, resultando na compensacdo do excesso de transcricdo que ocorre na
SXF (CASTAGNOLA; BARDONI; MAURIN, 2017). Além dissso, essa droga também diminui
o0 nivel de fosforilacdo de elF4E em camundongos. Pacientes com a SXF que foram tratados com
esse medicamento apresentaram melhoras comportamentais e de linguagem (HAGERMAN et al.,
2017).
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Apesar de um grande nimero de pacientes estarem testando a metformina, resultados
variados sdo obtidos. Como ela ndo foi sistematicamente estudada em pacientes com SXF,
atualmente hd um estudo designado a investigar a seguranca desse medicamento, bem como a
eficacia em relacdo a sintomas comportamentais e cognitivos. O estudo também busca as
melhores dosagens para adultos e criancas (FRAXARF, 2019e).

Umas das causas para 0 excesso de proteinas presente na SXF, pode se dever a um
aumento na atividade da ERK 1 e 2 dependentes de Ras que ja foi demonstrada em modelos
animais e no tecido cerebral humano. Uma droga conhecida como lovastadina, em modelos
animais, inibe a Ras, reduzindo a atividade da ERK, ou prevenindo sua ativacdo, diminuindo a
sintese proteica e melhorando a susceptibilidade do individuo a convulsdes, e também
melhorando sintomas comportamentais (HAGERMAN et al., 2017). Em seres humanos,
melhoras comportamentais, em relacdo a hiperatividade, por exemplo, foram notadas
(DARNELL; KLANN, 2013; JALNAPURKAR; COCHRAN; FRAZIER, 2019).

Por ultimo, com os avangos na tecnologia do DNA, o sistema de repeti¢cdes palindrémicas
curtas agrupadas e regularmente interespacadas em conjunto com a proteina Cas9 (CRISPR-
Cas9), foi utilizado em células tronco pluripotentes derivadas de pacientes com SXF e em
neurdnios pos mitdticos derivados dessas células para reverter a metilacdo nas repeticdes CGG e
assim reativar o gene. A expressdao da FMRP se manteve ap0s o implante das células para o
cérebro de camundongos, provando que a reativacdo do gene era mantida “in vivo”. Os efeitos
em outros genes que nao eram o alvo da terapia foram minimos (LIU et al., 2018). Entretanto,
ainda existem muitos obstaculos antes que o uso de células tronco e a edi¢do de genomas para
terapias possam ser aceitas para tratar pacientes com SXF ou qualquer outra desordem de
desenvolvimento neuronal (HAGERMAN et al., 2017).

Parte da dificuldade dos estudos em seres humanos advém do fato de que uma nova
medicacdo deve ser testada, incialmente, em adultos com SXF, para depois ser testada em
criancas. Entretanto, a reversao dos sintomas da SXF parece ser mais facil quando o tratamento é
iniciado em criancas mais jovens, uma vez que o cérebro de criancas ainda estd em formacéo
entdo uma intervencdo precoce daria uma chance maior de resultados benéficos (USNIH, 2016).
Além disso, vale ressaltar que reverter o fen6tipo em modelos animais com auséncia do gene
FMR1 é mais facil do que alterar a sindrome em pacientes (HAGERMAN et al., 2017).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pal%C3%ADndromo
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4 Consideracdes Finais

A SXF € uma doenca genética responsavel por alterac6es no Sistema Nervoso Central, as
quais causam déficit intelectual acompanhado de disturbios cognitivos e comportamentais.
Devido a auséncia da proteina FMRP, e consequentemente, a auséncia de repressao traducional
realizada por ela, diversos circuitos neuronais encontram-se alterados. Apesar de diversos estudos
jé& terem sido realizados, ainda h4 muito o que se descobrir e esclarecer em relacdo a complexa
fisiopatologia neuronal da sindrome a nivel molecular.

Em relacdo ao diagndstico, apesar do padréo-ouro se basear na associa¢do das técnicas de
PCR e “Southern blot”, outras técnicas, como eletroforese capilar (EC), também podem ser
utilizadas durante a analise. Em alguns centros genéticos da rede publica brasileira, muitas vezes,
apos a coleta do material do paciente, é realizada apenas a PCR convencional e o produto obtido
com a técnica é posteriormente submetido a eletroforese para verificar se 0 gene FMRL1 esta
alterado. Caso ndo amplifique ou se amplificar algum fragmento de tamanho suspeito, sugerindo
desde alelos intermediarios a alelos com mutagdes completas, repete-se a PCR. Se a amplificacao
permanecer inconstante, ora amplificando e ora ndo, a recoleta podera ser solicitada, lembrando
que diversas variaveis relacionadas ao processo, como erros na etapa de extracdo do DNA
gendmico, podem causar interferéncia nesse resultado.

Caso o resultado continue inconclusivo, pode ser liberado um laudo informando ao
paciente da situacdo e que analises moleculares mais avangadas serdo necessarias. Caso o
resultado seja negativo, repete-se a PCR apenas mais uma vez para que haja confirmacéo. E se o
resultado for sugestivo de alelos intermediarios até alelos com a mutacdo completa, a amostra é
encaminhada para EC, para determinacdes mais precisas e para a emissao do diagndstico final.

O uso de tecnologias, que permitem a edicdo do genoma humano, abre uma nova
possibilidade para o tratamento da SXF. Apesar de ainda ndo se saber ao certo sobre a
aplicabilidade em seres humanos, pesquisas nessa area representam um grande potencial para
futuras terapias e para uma possivel esperanca de cura. Entretanto, apesar da técnica CRISPR-
Cas9 conseguir reverter a mutacdo do gene FMRL, isso teria que ser feito ainda nos estagios
iniciais da embriogénese, uma vez que € inviavel alterar os trilhGes de células que compde o
corpo humano. Vale lembrar que técnicas de edicdo de genoma enfrentam muitas dificuldades

para serem aceitas devido a questdes bioéticas.
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Além disso, essa técnica pode, ndo intencionalmente, atacar outras partes do genoma que
ndo estariam relacionadas com o gene FMRL1 e, com isso, gerar outras mutacées como efeito
colateral. Portanto, apesar de ser uma possivel esperanca de cura, ndo s6 para a SXF como para
diversas doencas genéticas, é necessario que ela seja aperfeicoada para que seu uso se torne mais
seguro.

Apesar de existirem estudos em busca da cura para a SXF, atualmente essa ainda é uma
doenca sem tratamento que leve a cura efetiva. Os esfor¢os voltados ao desenvolvimento de
medicacOes e terapias que proporcionem uma melhor qualidade de vida aos individuos com a
SXF devem ser priorizados. Em Santa Catarina, por exemplo, existe a Associacdo Catarinense da
Sindrome do X Fragil, a qual oferece apoio, por meio de projetos sociais, educacionais e
terapéuticos aos individuos afetados e as suas familias. Além disso, a Associagdo tambem
incentiva e estimula pesquisas e oferece palestras e seminarios sobre esse tema com o intuito de
divulgar informac6es sobre a Sindrome a sociedade, e de promover uma melhora no bem-estar
geral dos individuos acometidos.

Iniciativas como as da Associacdo de Santa Catarina deveriam ser difundidas por todo o
pais para que o conhecimento sobre a doenca fosse ampliado e as pesquisas, com foco na
qualidade de vida e na reducdo dos sinais e sintomas da sindrome, recebessem mais incentivos e
investimentos, pois apenas dessa forma sera possivel proporcionar cada vez mais progressos a

condicdo clinica dos pacientes.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oostra%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21651511
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ANEXO A — Heredograma da familia estudada por Martin e Bell, publicado em 1943.
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Fonte: Modificada de Martin e Bell (1943).



