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Sindrome de tremor e ataxia associada ao X fragil:
rastreamento por PCR em amostra de idosos

Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome:
PCR-based screening in a sample of elderly men

Denise Maria Christofolini', Fernando Santos Pinheiro’, Bianca Bianco', Maria Isabel Melaragno?,
Marco Antonio de Paula Ramos?, Décio Brunoni?, Flavio Geraldes Alves', Caio Parente Barbosa'

Resumo

Introdugao: A presenca de sequéncias repetidas de DNA jé foi identificada como marcadoras de certas doengas neuropsiquitricas. O gene FMR1
possui sequéncia rica em repetigdes CGG, sujeito a expansdo quando transmitido por via materna. Alelos pré-mutados (55<CGG<200) sao instéveis e
podem se expandir para mutagdes completas (>200 repetigdes CGG). Na mutagdo completa, o gene é inativado determinando a sindrome do X fragil
(FRAX). Os portadores da pré-mutagao ndo apresentam deficiéncia cognitiva associada a FRAX, porém, um subgrupo desses individuos com mais de
50 anos de idade desenvolve uma sindrome neurolégica progressiva, a sindrome de tremor/ataxia associada ao X fragil (Fragile X-associated Tremor/
Ataxia Syndrome-FXTAS). Objetivos: Este estudo investigou as caracteristicas clinicas e moleculares dos familiares de quatro homens com mais de
50 anos de idade, familiares de individuos FRAX, uma vez que esses individuos possuem risco elevado de desenvolver o quadro de FXTAS. Resultados:
Nenhum dos pacientes avaliados possuia FXTAS. Conclusao: A sindrome FXTAS foi recentemente descrita e é pouco conhecida no meio clinico e
cientifico. Dessa forma, a avaliagéo de familiares de individuos FRAX pode contribuir para o melhor entendimento da doenga e permitir a determinagao
de sua incidéncia na populagdo brasileira.

Palavras-chave: FXTAS, Sindrome do cromossomo X fragil, Expanséo das repeticoes de trinucleotideos, Doengas genéticas ligadas ao cromossomo X,
Proteina do X frégil de retardo mental, Manifestagdes neurolégicas.

Abstract
Introduction: The presence of repeated sequences was already identified as markers of neuropsychiatric diseases. The FMR1 gene shelters a CGG-

rich sequence which is vulnerable to expansion when transmitted through maternal lineage. Premutated alleles (55<CGG<200) are unstable and can
expand to full mutations (> 200 CGG repeats). In the full mutation range, the gene is inactivated causing the fragile X syndrome (FRAX). Premutation
carriers do not present mental retardation, however a subgroup of permutation carriers older than 50 years can develop a progressive neurological
syndrome, the Fragile X-associated Tremor/Ataxia Syndrome (FXTAS). Objectives: This approach had investigated clinical and molecular features of
four males - relatives of FRAX individuals — due to the high risk of developing FXTAS. Results: None of the investigated patients had FXTAS. Conclusion:
This syndrome was recently described and there is little knowledge about it by clinicians and scientists. Thus, evaluation of people in this condition can
contribute to the better understanding of the disease and its incidence in the Brazilian population.
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Introducao

Os distirbios neuropsiquiatricos herdados sdo motivo de grande
interesse na medicina. A anélise do genoma de pacientes com esses dis-
tirbios tem ajudado a revelar as complexidades e as similaridades no
que diz respeito a sequéncia do DNA. Em certas doengas neuropsiquia-
tricas, foram identificadas sequéncias repetidas de DNA que funcionam
como marcadores das mesmas'. Essas sequéncias podem aumentar em
tamanho com o passar das geragdes, um fendmeno denominado ante-
cipagdo’. Até o momento, ji foram identificadas sequéncias distintas,
envolvidas no processo de expansio, relacionadas aos diferentes distir-
bios neuropsiquidtricos, como CAG, CUG, CCG, entre outras.

Em 1991, Oberlé et o/ identificaram uma sequéncia instavel e ex-
pansivel de trinucleotideos CGG na regido nio traduzida (untranslated
region — UTR) 5” do gene FMRI1 (Fragile X Mental Retardation 1), res-
ponsavel pela sindrome do X fragil, a causa mais comum de deficiéncia
mental herdada®.

Esse gene, localizado no brago longo do cromossomo X (Xq27.3),
codifica pelo menos 12 tipos distintos de RNAm originados pelo meca-
nismo de splicing alternativo, com expressdo em diversos tecidos, em es-
pecial no cérebro, testiculos e epitélio. A proteina resultante da expressdo
desse gene denomina-se FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein)’.

O alelo normal do gene FMRI possui entre 6 e 54 repeticdes de
trinucleotideos CGG. Na presenca desse alelo, ocorre produgdo normal
da proteina FMRP e fenétipo normal. Os alelos com mais de 200 repe-
tigbes, conhecidos como mutagdes completas, determinam a sindrome
do X fragil. A presenca da mutagio leva a inativagio do gene FMRI
decorrente da metilagdo na regido promotora e, consequentemente,
auséncia de FMRP*S.

Na faixa entre 55 e 200 repeti¢des CGG estdo os alelos pré-mu-
tados. Tais alelos sdo instéveis e podem expandir para mutagdes com-
pletas quando transmitidos por via materna; o risco de expansdo para a
mutagdo completa na préxima geragio estd diretamente relacionado ao
tamanho e 3 auséncia de sequéncia AGG na pré-mutagio’. Essas trincas
AGG interrompem a sequéncia de trincas a cada nove ou dez conjuntos
CGGs; a perda dessas trincas pode induzir um aumento no conjunto de
trincas CGG nio interrompidas, levando ao escorregamento da poli-
merase, fendmeno também conhecido como DNA slippage.

Em 2001, Hagerman ez a/.’, a partir da observagdo de sinais e sin-
tomas clinicos manifestados por avds maternos de criangas com FRAX,
descobriram uma nova sindrome causada pela pré-mutagio do gene
FMRI. Nesses individuos, observou-se um disttirbio neurolégico pro-
gressivo, o qual denominou Sindrome de Tremor/ Ataxia associada ao
X Fragil (FXTAS, Fragile X-associated Tremor/Ataxia Syndrome)'.

Os aspectos clinicos da FXTAS no sexo masculino envolvem tre-
mor de intensio e ataxia motora que, geralmente, iniciam-se aps os 50
anos. Outras caracteristicas podem estar presentes como a neuropatia
periférica, o quadro de parkinsonismo, disfun¢des autonémicas como

hipotensdo ortostética, impoténcia, incontinéncia fecal e urindria além

de deficiéncia cognitiva gradual, comegando com perda de meméria e
diminuigio das fungdes executivas. Caracteristicas psiquiatricas como
ansiedade, desinibi¢do, instabilidade de humor, depressdo e apatia tam-
bém sdo problemas comuns®.

O inicio dos sintomas cognitivos foi notado pelos pacientes du-
rante idade média de 60 anos. O tremor foi referido por volta dos 58
anos (% 4 anos) e ataxia, com idade média de 62 anos (£ 6 anos). Os
achados de ressonincia magnética em pacientes com FXTAS incluem
atrofia cerebral global e dilatagdo dos ventriculos. Além disso, reve-
laram-se aumentos aproximadamente simétricos na intensidade do si-
nal na ponderagdo T2 nos pediinculos cerebelares médios e substincia
branca adjacente. O mais caracteristico achado neuropatolégico asso-
ciado & FXTAS é a presenga de inclusdes intracelulares eosinofilicas
tanto nos neur6nios quanto nos astrocitos. Essas inclusdes encontram-
se por toda a cértex e tronco cerebral, sendo que inclusdes de densi-
dades mais acentuadas localizam-se no hipocampo e regides da cértex
frontal™'®'"12. As mulheres também apresentam FXTAS, embora a al-
teragdo no movimento seja menos comum, provavelmente devido ao
efeito protetor do cromossomo X normal.

A prevaléncia da pré-mutagio foi estimada em 1:800 homens e
1:250 mulheres'. O valor da penetrincia da FXTAS em portadores da
pré-mutagdo parece aumentar com o envelhecimento, sendo que mais
de 50% dos pacientes do sexo masculino com mais de 70 anos apresen-
tam sintomas da doenga®.

Nos individuos com a pré-mutagio foi observado um fendti-
po molecular anormal, com niveis elevados de RNAm desse gene'*.
Observou-se, também, que a superexpressdo do transcrito contendo
a expansio CGG levava a um ganho téxico de fungio desse RNA,
com desregulagio das células neurais, formagdo de inclusdes intra-
nucleares em neurdénios e astrécitos e disrupgdo da arquitetura nu-
clear da laminina. A presenca da FXTAS na faixa da pré-mutagio e a
auséncia dessa sindrome nas mutagdes completas levou a proposigdo
desse modelo®.

O RNAm do gene FMRI contendo grandes conjuntos CGG re-
cruta de maneira anormal diversas proteinas celulares, esgotando seus
estoques nas células. Essas proteinas deixam de executar outras fungdes
celulares, levando a disfungdo neurolégica. O sequestro de diversas
proteinas pode levar ao actimulo ou processamento anormal pela via
de degradagdo proteossomal, causando a formagio de inclusdes celula-
res. Nas mutagOes completas, ndo ocorrem as interagSes erroneas entre
RNA e proteinas devido 2 auséncia de mRNA do gene FMR1%.

No momento, a FXTAS é uma sindrome pouco diagnosticada,
talvez pelo desconhecimento de muitos médicos, pelo fato de que suas
principais manifestagdes podem erroneamente ser referidas como “ine-
rentes” ao processo normal de envelhecimento ou, ainda, por asseme-
lhar-se com outras sindromes neurodegenerativas que nio possuem
bases genéticas 6bvias®.

O objetivo do estudo foi investigar as condigdes clinicas e mole-

culares da pré-mutagdo do gene FMRI em parentes de portadores da
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FRAX, uma vez que esses individuos apresentam alto risco de serem
portadores da pré-mutagdo e, consequentemente, de desenvolverem
FXTAS. Além disso, o estudo contribui para o melhor entendimento
da sindrome entre pacientes brasileiros e, por meio da divulgagdo de
informagdes sobre a mesma, contribui para que os profissionais da drea

de satide tenham conhecimento acerca da FXTAS.

Casuistica e métodos

Foi estruturado um banco de dados contendo 52 familias rela-
cionadas  pacientes com FRAX, com diagnéstico molecular da sin-
drome, provenientes do ambulatério de neurodificuldades da FMA-
BC, ambulatério de genética clinica da Escola Paulista de Medicina
(Unifesp-EPM) e das APAEs do Grande ABC e de Sio Paulo. Da
casuistica total, foi possivel o contato telefénico com 38 familias. Du-
rante o contato telefénico, foi dada uma explicagio breve sobre a FX-
TAS e foi também se questionaram o interesse e a disponibilidade do
avo materno de criangas com a sindrome do X fragil em participar da
pesquisa. Das 38 familias acessadas por telefone, 15 apresentavam o
avo materno vivo, mas 11 optaram por ndo participar da pesquisa por
motivos diversos, dentre os quais o fato do familiar morar distante
da FMABC (geralmente em outro Estado), questdo financeira, idade
avangada e auséncia de sintomas (visto que se trata de uma doenca de
acometimento tardio).

Os pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica por um neuro-
logista em busca de sinais caracteristicos da sindrome de acordo com os
revisados por Jacquemont ez a/., 2007".

A extragdo do DNA a partir da amostra de 5 mL de sangue pe-
riférico dos pacientes selecionados foi realizada utilizando-se o dlood
genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo as instrugdes do

fabricante. A subsequente anélise da expansio do gene FMRI foi reali-
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Figura 1 — Gel de poliacrilamida 12% corado em prata. 1: marca-
dor de peso molecular (100 pb); 2, 3, 4, 5: amostras de alelos nor-
mais, nas quais se nota uma banda de 223 pb, correspondente a
amplificagdo de uma regido fora da regido de repeticéo considerada
controle da reacdo de PCR (seta preta) e de uma banda maior, que
pode ser de tamanho varidvel, pois flanqueia a regido contendo as
repeticdes CGG (seta branca)

zada a partir da amplificagio do DNA por reagio em cadeia da polime-
rase (PCR) segundo o protocolo proposto por Haddad ez a/. (1996)'"".
Para tanto, foram utilizadas trés sequéncias de primers, Eag-L (5’-cgc-
tgcgggtetaaacactgaaaccacgte-3’), Eag-U (5’-cgacctgtcaccgeccttcagect-
tee-3") e f (5°-agceceegeacttecaccaccagctecteca-3"), confeccionados de
modo a permitir a amplificagio em um mesmo individuo de um frag-
mento de DNA de comprimento 223 pb localizado fora da regido de re-
peti¢des e de um fragmento cujo comprimento pode variar entre 450 e
1050 pb, pois compreende a regido variavel de repeti¢gdes CGG. Quanto
maior a regido de repeti¢do, maior o fragmento encontrado. Proposi-
talmente, as condi¢des planejadas para a PCR permitem a amplificagio
do segmento repetitivo s6 em alelos normais ou pré-mutados. Para a
detecgdo dos fragmentos amplificados, aliquotas das amostras de PCR
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% ndo des-
naturante, corado com nitrato de prata.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina do ABC (CEP/FMABC) e registrado sob o
namero 061/2007.

Resultados

Ao todo foram realizadas quatro consultas no ambulatério de neu-
rologia da FMABC, todas elas com os av0s maternos dos portadores
da FRAX, que foram avaliados em busca dos sintomas clinicos de FX-
TAS. No momento da consulta também foi colhido sangue periférico
desses pacientes para analise molecular.

Os sintomas mais comumente apresentados durante as quatro
consultas foram paresia e/ ou parestesia de membros inferiores, dor nas
pernas, agrafia e outras apraxias. Anormalidades posturais e da mar-
cha, tremor, além de valores alterados no teste muscular foram os acha-
dos clinicos observados. Além disso, outros achados relevantes foram:
apatia, irritabilidade, depressdo/ansiedade, incontinéncia urindria, im-
poténcia, doenca cardiaca congestiva e hipertensio arterial sistémica. A
idade dos pacientes variou de 57 a 75 anos.

Quanto a analise molecular do gene FMR1, nenhum dos pacientes
apresentou a pré-mutagio: todos os alelos tinham tamanho da repetigdo
dentro da normalidade (Figura ).

Na Figura 1 podem ser observados os alelos normais das amostras
2,3, 4 e 5, nas quais é possivel identificar dois fragmentos principais: o
fragmento controle (seta preta) que representa a regido controle pre-
sente em todas as formas de apresentagio do gene (mutagio completa,
pré-mutagdo e alelo normal); e a banda de variagdo (seta branca), que
abriga a regido do alelo contendo as repeti¢gdes CGG, sendo portanto
de tamanho variavel.

Dois dos pacientes entrevistados na consulta neurolégica apre-
sentaram sinais compativeis com a FXTAS, porém, essa hipdtese foi
descartada ap6s a avaliagdo molecular das amostras de sangue. Devido
aos resultados negativos da avaliagio molecular, os exames de imagem

nio foram realizados.
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Discussao

Este trabalho buscou rastrear portadores da FXTAS, que acomete
individuos idosos portadores da pré-mutagio do gene FMR1, adotando-
se como principio o parentesco que esses individuos apresentam com
os portadores da FRAX j4 avaliados em projeto de pesquisa prévio'’.
Trata-se de uma sindrome rara que afeta portadores da pré-mutagio,
sendo que o risco premeditado de um homem desenvolver a sindrome
durante a vida € de 1:4.500 a 1:9.000 na populagio geral "*.

Além de rastrear os pacientes, este trabalho teve como resultado a di-
vulgagio da sindrome FXTAS para os familiares de individuos com a sin-
drome do X fragil, para os clinicos e para a populagio em geral. Até 2001,
acreditava-se que os portadores da pré-mutagdo ndo apresentam nenhum
fenédtipo clinico. Hoje se sabe que a FXTAS representa a forma mais grave
de envolvimento clinico associado a pré-mutagio dos alelos de FMR".

Uma vez que até pouco tempo atras se desconhecia que homens
portadores da pré-mutagio poderiam apresentar algum sintoma clinico,
a associagdo de uma doenga infantil como a sindrome do X fragil e uma
doenga de inicio tardio como a FXTAS ndo é reconhecida por muitos
neurologistas®.

A presenca de sintomas de FXTAS e de um familiar afetado com
a sindrome do X fragil, apesar de sugerir a causa da doenca, nio dis-
pensa a avaliagdo criteriosa clinica e molecular, pois os sintomas sio
comuns a outras sindromes neuroldgicas'. Em nossos pacientes, além
das caracteristicas clinicas como dificuldade na marcha, fraqueza e dor
nas pernas e declinio cognitivo evidenciados durante a consulta, a ida-

de de inicio da manifestagdo dos sintomas (55 anos) e o seu grau de
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