PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
N ESCOLA DE MEDICINA
PUCPR PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ANA CAROLINA PINTO DA CRUZ

IDENTIFICAGAO DE VARIANTES GENETICAS RARAS EM SiINDROME DO X FRAGIL

CURITIBA
2019



ANA CAROLINA PINTO DA CRUZ

IDENTIFICAGAO DE VARIANTES GENETICAS RARAS EM SiINDROME DO X FRAGIL

Dissertagcao apresentada ao Programa de
Poés-Graduagdo em Ciéncias da Saude,
da Escola de Medicina da Pontificia
Universidade Catélica do Parana, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador: Dr. Roberto Hirochi Herai

CURITIBA
2019



Dados da Catalogagéo na Publicagdo
Pontificia Universidade Catodlica do Parana
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/PUCPR
Biblioteca Central
Luci Eduarda Wielganczuk — CRB — 9/1118

Cruz, Ana Carolina Pinto da

C857i Identificagdo de variantes genéticas raras em sindromes do X fragil / Ana
2019 Carolina Pinto da Cruz ; orientador: Roberto Hirochi Herai. — 2019.
54 f.:il. ;30 cm

Dissertagéo (mestrado) — Pontificia Universidade Catdlica do Parana,
Curitiba, 2019
Bibliografia: f. 89-100

1. Genética médica. 2. Sindrome do cromossomo X fragil. 4. Doengas raras.
|. Herai, Roberto Hirochi. Il. Pontificia Universidade Catdlica do Parana.
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude. lll. Titulo.

CDD 22. ed. — 616.042




o

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

Escola de Medicina
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Saude

ATA DA SESSAO PUBLICA DE EXAME DE DISSERTACAO DO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE EM NiVEL
DE MESTRADO DA PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA.

Aos dez dias do més de abril de 2019 as 14hs e 00min., realizou-se a sess&o publica de
Defesa de Dissertacéo “Identificagdo de variantes genéticas raras em Sindrome do X

Fragil” apresentado por Ana Carolina Pinto da Cruz para obtencéo do titulo de
mestre; Area de concentragéo: Medicina e areas afins.

A banca examinadora foi composta pelos seguintes membros:

MEMBROS DA BANCA = ASSINATURA
Prof. Dr. Roberto H. Herai — Presidente (PUCPR) QCC@? =
Profa. Dra. Carmen Liicia K. Rebelatto - (PUCPR) C,wa\ %} PR o
Prof. Dr. Edson Emilio Scalabrin - (PUCPR) @]’ y
Profa. Dra. Daniela Fiori Gradia (UFPR) /D;A / v
NI

De acordo com as normas regimentais a Banca Examinadora deliberou sobre os conceitos a

serem distribuidos e que foram os seguintes:

Prof. Dr. Roberto H. Herai Conceito: Mﬁfﬂ@/@\
Profa. Dra. Carmen Licia K. Rebelatto Conceito: d)\w\g,\mlg_
Prof. Dr. Edson Emilio Scalabrin Conceito: A?ﬁo\”‘\ DA
Profa. Dra. Daniela Fiori Gradia Conceito:  APROVADA

Parecer Final: /fﬁ:'%,

Observagbes da Banca Examinadora:

il sz A m/Aﬂ.\
; /‘

Prof. Dr. Mberto H. Herai Profa Dra Cﬁ%ﬂﬁg Pellegrlno Baena
Presidente da Banca Examinadora Coordenadora do PPGCS-PUCPR

Rua Imaculada Conceigéo, 1155 — Prado Velho — CEP 80215-901
Tel. /Fax (41) 3271-2285 — E-mail: ppgcs@pucpr.br

narmttmnme e Auitika Pacaci Peaall




AGRADECIMENTOS

A PUCPR, pelo espaco e estrutura cedida para a realizagdo deste projeto.

A Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessao de bolsa de Mestrado.

Ao Prof. Dr. Roberto H. Herai, pela contribuicdo de seus conhecimentos e
sugestdes na orientagdo desta dissertacao.

A Sabrina P. Muggiati, Rafaela P. M. Kaesemodel, Luz Maria Romero, Vanessa
Schubert e Lais Seben do Instituto Lico Kaesemodel pela parceria firmada ao longo deste
projeto.

A todos os colegas do Laboratorio Experimental Multiusuario, em especial Adriano
Ferrasa, Irenice Cairo da Silva, Alessandro Afornali, Eduardo B. Cunha e Bruno Guerra,
pelo apoio, incentivo, dedicacado e principalmente por facilitar o desenvolvimento dos
experimentos, fornecendo materiais, suporte técnico e conhecimento cientifico.

Ao Laboratério de Células Tronco da Universidade da Califérnia San Diego
(UCSD, USA) pela colaboragao essencial neste trabalho. Em especial, agradeco as
pesquisadoras Dra. Fernanda Cugola e Dra. Angela Macia Ortega por terem realizado o
sequenciamento genético e a Dra. Isabela Fernandes, Dr. Alysson R. Muotri e MSc.
Dylan Phan pela colaboragéo na elaboragao de artigos cientificos.

Agradecgo a Dra. Janaina Sena de Souza do Laboratério de Neurociéncias da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Agradecgo a todas as familias participantes desta pesquisa, pois sem a ajuda,

compreensao e colaboragao delas este trabalho n&o seria possivel.



RESUMO

Introdugao: A Sindrome do X Fragil (SXF) € uma condigdo do neurodesenvolvimento
que afeta principalmente a interagéo social, o aprendizado e a coordenagdo motora. Sua
principal causa € uma expansao da repeticdo CGG na regido 5’UTR do gene FMR1, que
afeta a producgao e funcionamento normal da proteina FMRP. Para o diagndstico da SXF,
é realizado um teste genético que limita-se a contagem de repeticdes do trinucleotideo
CGG no gene FMR1, e desta forma impossibilitando a detecgéo de variantes genéticas
deletérias em outras regides deste gene. Objetivo: Detectar variantes genéticas raras
no gene FMR1 em individuos com caracteristicas fenotipicas da SXF e que néao
apresentam mutagcado completa de repeticobes CGG. Metodologia: A populagdo desta
pesquisa foi reunida em parceria com o Instituto Lico Kaesemodel (ILK), que permitiu a
coleta de dados (referente as caracteristicas fisicas e comportamentais) de 167 fichas
cadastrais de individuos geneticamente positivos e 54 de individuos negativos para a
SXF. A coleta destes dados permitiu identificar as caracteristicas mais frequentes nos
167 individuos positivos e foram utilizados para a constru¢cao de um checklist para avaliar
a ocorréncia em potencial de SXF em individuos que apresentam caracteristicas da
sindrome. O checklist foi utilizado para avaliar e selecionar probandos com teste genético
negativo, e que posteriormente foram submetidos a coleta de saliva/raspagem bucal. Em
seguida, foi extraido DNA das amostras e realizado sequenciamento dos éxons
juntamente com as regides de juncdo éxon/intron do gene FMR1. Os dados
sequenciados foram analisados por ferramentas de bioinformatica. Resultados: A
analise de frequéncia de caracteristicas dos 167 individuos positivos, permitiu observar
que déficit de atencdo, ansiedade, estereotipias, deficiéncia intelectual, fala
perseverante, hiperatividade e histérico familiar de deficiéncia intelectual foram
observados em mais 63% da populagdo. A partir da classificacdo das caracteristicas
analisadas foi desenvolvido um checklist que permite indicar, a partir do uso de um
intervalo de confianga (score 242,97), se uma pessoa com as caracteristicas da
sindrome deve ou néo realizar o teste genético. Para tal, checklist proposto foi aplicado
nos individuos negativos, e permitiu selecionar 33 individuos para posterior
sequenciamento e analise do gene FMR1. A analise in silico de tais dados permitiu
identificar 10 variantes raras em 9 probandos distintos. Dentre as variantes encontradas,
reportamos pela primeira vez a substituicdo c.631-2A>C. Avariante c.631-2A>C é predita
como deletéria pois causa problemas no reconhecimento do sitio receptor de splicing.
Conclusodes: Esta pesquisa permitiu identificar variantes genéticas raras no gene FMR1
que enriquecerao o conhecimento genético a respeito da sindrome, e que poderao ser
utilizadas para diagndsticos futuros apos serem confirmadas como causais da SXF.

Palavras-chave: Sindrome do X Fragil; gene FMR1; variantes genéticas.



ABSTRACT

Introduction: Fragile X syndrome (FXS) is a neurodevelopmental condition that affects
social interaction, learning and motor coordination. Its main cause is an expansion of the
CGG repeat in the 5'UTR region of the FMR1 gene, affecting the production and normal
functioning of the FMRP protein. For the diagnosis of SXF, a genetic test that is limited to
the counting of repetitions of the CGG trinucleotide in the FMR1 gene is made, and this
way it is impossible to detect deleterious genetic variants in other regions of this gene.
Objective: Detect rare genetic variants in FMR1 gene on individuals with phenotypic
characteristics of FXS and that do not present complete mutation of CGG repetitions.
Methodology: The population of this research was gathered in partnership with the Lico
Kaesemodel Institute (ILK), which allowed the collection of data (referring to physical and
behavioral characteristics) of 167 registration records of genetically positive individuals
and 54 of individuals negative for FXS. The collection of these data allowed to identify the
most frequent characteristics in 167 positive individuals and were used to construct a
checklist to evaluate the potential occurrence of FXS in individuals with symptoms of the
syndrome. The checklist was used to evaluate and select probands with negative test,
which were submitted to collection of saliva/buccal scraping. Subsequently, DNA was
extracted from the samples and sequenced of all exons along with the exon / intron
junction regions of the FMR1 gene. Sequenced data were analyzed by bioinformatics
tools. Results: The frequency analysis of symptoms of the 167 positive individuals
showed that attention deficit, anxiety, stereotypies, intellectual disability, persistent
speech, hyperactivity and family history of intellectual disability were observed in 63% of
the population. From the classification of the characteristics analyzed, we developed a
checklist that allows us to indicate, from the use of a confidence interval (score 242.97),
whether a person with the characteristics of the syndrome should perform the genetic
test. For such, the proposed checklist was applied to the negative individuals, and allowed
the selection of 33 individuals for subsequent sequencing and analysis of the FMR1 gene.
In silico analysis of these data allowed to identify 10 rare variants in 9 different probands.
Among the variants found, we first reported the change ¢.631-2A> C. The variant c.631-
2A>C is predicted as deleterious because it causes problems in the recognition of the
splicing receptor site. Conclusions: This research allowed the identification of rare
genetic variants in the FMR1 gene that will enrich the genetic knowledge about the
syndrome, and which could be used for future diagnoses after being confirmed as causes
of FXS.

Keywords: Fragile X syndrome; FMR1 gene; genetic variants.
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1. INTRODUGAO

A Sindrome do X Fragil (SXF) [OMIM: 3624], descrita pela primeira vez por Martin
e Bell (1943), € uma condigdo humana de origem genética e hereditaria associada com
o cromossomo X, e é considerada a causa mais comum de deficiéncia intelectual
herdada (CRAWFORD; ACUNA; SHERMAN, 2001). Embora o nimero exato de pessoas
que apresentam SXF seja desconhecido, sabe-se que ela afeta todos os grupos étnicos
e que sua prevaléncia pode variar entre as populagdes (PEPRAH, 2012; NIU et al., 2017).
Peprah (2012) reuniu estudos genéticos que permitiram estimar a prevaléncia da SXF
entre diferentes populacdes. Na Australia, estima-se que 1 em cada 4.350 individuos
(1/4.350) possuem a SXF (TURNER et al., 1996). Outros paises considerados no estudo
envolvem a Estonia (1/27.115) (PUUSEPP et al., 2008), o Japao (1/10.000) (OTSUKA et
al., 2010), a Holanda (1/6.045) (DE VRIES et al., 1997), Taiwan (1/10.000) (TZENG et
al., 2005), o Reino Unido (1/5.530) (MURRAY et al., 1996; YOUINGS et al., 2000), o Egito
(0,9/1.000) (MEGUID et al., 2007) e os Estados Unidos da América (1/5.161) (COFFEE
et al., 2009). No Brasil, ainda nao ha dados estatisticos sobre a prevaléncia da SXF, e
ha somente dois trabalhos indiretos que determinaram a frequéncia da SXF em coortes
de homens com deficiéncia intelectual. Haddad e colaboradores (1999) identificaram que
entre 256 homens com deficiéncia intelectual, 5 possuiam a SXF (2%). Em outro estudo
feito na regido nordeste do Brasil (Sao Luiz, Maranhao) (VIVEIROS et al., 2015), foram
encontrados 2 individuos positivos para SXF de um total de 238 homens (0,84%) com
deficiéncia intelectual de etiologia desconhecida.

A fim de fornecer uma estimativa precisa da prevaléncia da SXF, Hunter e
colaboradores (2014) desenvolveram uma revisdo sistematica com meta-analise, em
que determinaram a incidéncia estimada de 1 para cada 7.000 homens e 1 para cada
11.000 mulheres. Este estudo considerou dados de populagcbées dos Estados Unidos,
Canada, Australia, regides da Europa, Asia e outros. Tais dados sdo utilizados como
referencial pelo Center for Disease Control and Prevention (2018).

Na SXF, observa-se individuos com diferentes graus de comprometimento
intelectual, que pode ir desde dificuldades no aprendizado até deficiéncia intelectual mais
grave (SERPA, 2008). A deficiéncia intelectual (D) reflete a fung&o cortical perturbada
durante e apos a idade do desenvolvimento (SAUNA-AHO et al., 2018). Trata-se de uma
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deficiéncia caracterizada por limitagdes significativas tanto no funcionamento intelectual
(tipicamente com quociente de inteligéncia (Ql) abaixo de 70) como no comportamento
adaptativo (habilidades conceituais, sociais e/ou praticas) (HESSL et al., 2016), que se
correlaciona também com outras condigdes, onde incluem-se autismo (HOEKSTRA et
al., 2009), Sindrome de Rett (ZOGHBI; BEAR, 2012) e epilepsia (VISSERS; GILISSEN;
VELTMAN, 2016).

Além da deficiéncia intelectual, outras caracteristicas observadas na SXF incluem
hiperatividade, déficit de atengdo, disturbios emocionais (como ansiedade e
impulsividade), comportamento autista e atraso no desenvolvimento motor e no
desenvolvimento da linguagem (THURMAN et al., 2014; BAGNI; GREENOUGH, 2005;
HAGERMAN et al., 2017; STONE; LOS, 2018). As caracteristicas fisicas como face
alongada, orelhas grandes em abano, queixo proeminente, estrabismo, macroorquidia
(aumento do volume testicular), habito de agitar os bragos e morder as maos, também
sdo caracteristicas observadas em individuos portadores da SXF (Figura 1)
(HAGERMAN et al., 1991; CARVALHO, 2003).

<~ Disturbios

®
emocionais Face
Deficiéncia intelectual ?‘4 alongada R BT
Déficit de atencao Habito de agitar bragos "' :\
e/ou hiperatividade € morder as méos Orelhas A
Comportamento ‘ & Macroorquidia grandes
autista

Menopausa -

Atraso no precoce Mandibula—
desenvolvimento \ proeminente
Hiperextensibilidade

das articulacdes

Figura 1 — Caracteristicas observadas na Sindrome do X Fragil.
Fonte: Adaptado de REUS, 2017.

Apesar dessas manifestacdes ndo serem exclusivas aos portadores da sindrome
(AMARAL; MELO, 2017), estudos mostram taxas elevadas de co-ocorréncia destas
caracteristicas entre os individuos com SXF. Um estudo feito com 1276 familias que
possuiam pelo menos um filho portador da sindrome, mostrou multiplas condigbes
associadas a SXF (BAILEY et al., 2008): atraso no desenvolvimento (observado em 96%
dos homens e 64% das mulheres), problemas de atencéo (84% homens, 67% mulheres),

ansiedade (70% homens, 56% mulheres), hiperatividade (66% homens, 30% mulheres),
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depressdo (12% homens) e convulsdées (18% homens, 7% mulheres). Outra co-
ocorréncia de comorbidade observada na SXF é o transtorno do espectro do autismo
(TEA). Apesar dos numeros relatados de pessoas com SXF que também tém TEA sejam
amplamente variados nos estudos (entre 5% e 60%) (DEVITT;, GALLAGHER; REILLY,
2015), ja € bem estabelecida a co-ocorrécia de TEA e SXF.

Por ser de heranga ligada ao cromossomo X, mulheres com SXF sao tipicamente
afetadas de forma menos severa do que os homens (BIANCALANA et al., 2015). Estudos
demonstram que aproximadamente 25% das mulheres com SXF apresentam um Ql
abaixo de 70 (a média mundial varia entre 95 e 105 pontos), e as demais geralmente
apresentam um QI na faixa limitrofe abaixo da média (Ql entre 75 a 90) (CHASTE et al.,
2012; LOZANO; ROSERO; HAGERMAN, 2014). A partir dos estudos realizados, estima-
se que aproximadamente 43% das mulheres com SXF sido capazes de alcancar
independéncia na vida adulta (HARTLEY et al., 2011). Esta heterogeneidade fenotipica
€ explicada pelo fato de que as mulheres podem apresentar a mutagdo em apenas um
dos alelos do cromossomo X, e no outro, alelo normal (CORNISH; TURK; HAGERMAN,
2008; CHASTE et al., 2012), o qual é suficiente para produzir proteina FMRP funcional
(CRAWFORD; ACUNA; SHERMAN, 2001; LIGSAY; HAGERMAN, 2016), devido a
inativacao aleatoria de uma copia do cromossomo X. Como o nivel de proteina FMRP
esta correlacionado com o QI dos individuos (KAUFMANN et al., 1999), a faixa de
comprometimento de mulheres com SXF sera determinado pela porcentagem de células
com cromossomo X normal ativo, pois isso determinara a quantidade de FMRP
produzida (LOZANO; ROSERO; HAGERMAN, 2014).

Em individuos do sexo masculino com a mutagcao responsavel pela sindrome, a
producéao da proteina FMRP encontra-se alterada. Desta forma, quase todos os homens
com SXF apresentam deficiéncia intelectual moderada a grave e com QI médio inferior
a 55 pontos (RASPA; WHEELER; RILEY, 2017).

1.1. Genética da Sindrome do X Fragil

A principal causa da SXF é uma expansao dos trinucleotideos CGG no gene
FMR1 (do inglés Fragile X mental retardation 1) localizado no cromossomo X (Figura 2a).
FMR1 é um gene codificante de proteina, constituido por 17 éxons e que abrange 38 Kb

no locus Xq27.3 do genoma nuclear (EICHLER et al., 1993) (Figura 2a-b). Esse gene &
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transcrito em um mRNA de 4,8 Kb de tamanho, que servira de molde para a sintese da
proteina FMRP (do inglés Fragile X Mental Retardation Protein) (BAGNI; GREENOUGH,
2005), a qual é constitutiva em varios tecidos do organismo, sendo mais expresso em
células neuronais, nos testiculos e na placenta (MCLENNAN et al., 2011; PUGIN et al.,
2017).

Embora ainda nao sejam conhecidas todas as fungbes desta proteina, estudos
tém demonstrado que ela esta ligada ao transporte de mRNAs do nucleo para o
citoplasma da célula, conduzindo-os também até os ribossomos para a sintese de
proteinas (KIM; BELLINI; CEMAN, 2009; TABET; VITALE; MOINE, 2016). No sistema
nervoso central, estima-se que aproximadamente 4% (BHAKAR; DOLEN; BEAR, 2012;
SETHNA; MOON; WANG, 2014) de todo o mRNA cerebral liga-se a proteina FMRP, a
qual, por sua vez ira regular a traducao destes transcritos (ARSENAULT et al., 2016),
incluindo aqueles relacionados as sinapses dos neurdnios (CONTRACTOR, 2013).
Desta forma, a auséncia da proteina FMRP interfere principalmente na regulagdo da
sinalizagao sinaptica entre células neurais (DARNELL; RICHTER, 2012; CONTRACTOR,
2013; LOZANO; ROSERO; HAGERMAN, 2014; KUMARI; USDIN, 2016).

Exemplos de proteinas reguladas por FMRP incluem: PSD-95 (do inglés Post
Synaptic Density 95) (ARSENAULT et al., 2016) crucial para a integridade sinaptica e
plasticidade cerebral; RAC1 (do inglés Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)
(BONGMBA et al., 2011), importante para a formacdo e maturacdo de sinapses
neuronais e assim como as do grupo das proteinas SOD (do inglés Superoxide
Dismutase) (BECHARA et al., 2009), reguladoras do estado de oxidagdo-redugéo celular.

A mutacgao deletéria mais comumente encontrada no gene FMR1 ligada a SXF é
decorrente da expansao, em tandem, do numero de copias da sequéncia de bases CGG
(citosina-guanina-guanina) em sua extremidade n&o traduzivel 5 (5’'UTR) (ROY
CHOWDHURY et al., 2017). As repetigdes CGG causam hipermetilacédo no gene FMR1
e consequentemente a perda parcial ou total da expressdao da proteina FMRP
(PENAGARIKANO; MULLE; WARREN, 2007). Por se tratar de uma mutagédo genética
instavel, conhecida como paradoxo de Sherman, o acumulo de expansdées CGG no gene
FMR1 ocorre em etapas ao longo de diferentes geragdes. Neste acumulo, o risco das

manifestagdes clinicas aumentam através do numero de geragdes por onde a mutagao
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é transmitida, sendo que o numero das sequéncias CGG tende a expandir—-se mais
facilmente nos filhos quando sao segregadas a partir de suas maes bioldgicas portadoras
de uma expansdo CGG de tamanho superior a 54 repeticbes (FU et al., 1991;
MACPHERSON; MURRAY, 2016). Por exemplo, na prole de mulheres portadoras da
mutag¢ao, mas fenotipicamente normais, aproximadamente 29% das criangas (20% dos
meninos e 9% das meninas) sado afetadas. Caso a mae portadora seja afetada, o risco
para sua prole aumenta para cerca de 40%. Ja filhas de homens portadores normais,
todas serdo portadoras, mas nunca afetadas (MORGANTE, 1997).

Neste contexto, dependendo do numero de repeticbes CGG, ela pode ser
classificada em 4 formas alélicas: normal (entre 5 a 44 repeti¢cées), intermediario ou zona
cinza (entre 45 a 54 repetigbes), pré-mutado (PM, 55 a 200 repeticbes), e mutagéo
completa (MC, maiores do que 200 repeticdes) (CHAUDHARY et al., 2014; MCLENNAN
et al., 2011) (Figura 2c).

A média de repeticdes CGG em individuos neurotipicos € de 29 a 30 sequéncias
(PEPRAH, 2012), as quais sao interrompidas por uma sequéncia AGG a cada 9 ou 10
repeticdes CGG (DEAN; MUTHUSWAMY; AGARWAL, 2016). Estudos indicam que estas
sequéncias AGG podem levar a uma maior estabilidade do FMR1, reduzindo assim o
risco de expansoes futuras no gene (NOLIN et al., 2013, 2015; YRIGOLLEN et al., 2012).

Os alelos de tamanho intermediarios (ou zona cinza), entre 45 a 54 repeticdes,
podem indicar instabilidade na segregacao das repetigdes CGG. Estudos mostram que
aproximadamente 30% dos alelos intermediarios sao herdados de forma instavel (NOLIN
et al., 2003). Entretanto, estes alelos n&o representam risco comprovado para a
ocorréncia de mutagdo completa em uma unica geragdo (BIANCALANA et al., 2015;
NOLIN et al., 2003).
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Figura 2 - Representagao da transcricao e tradugao do gene FMR1 nos diferentes comprimentos de
repeticido CGG e desfecho clinico.(a) Cromossomo X humano com o locus do gene FMR1 (Xq27.3)
(linha vermelha) (b) Gene FMR1 composto por 17 éxons (azul) e as regides 5’UTR e 3'UTR (cinza). Na
regido 5’'UTR temos as repetigdes das bases CGG (amarelo) (¢) As quatro formas alélicas das repetigbes
CGG: repeticdoes CGG entre 5-54 (alelo normal e zona cinza) levam a transcrigdo e tradugdo do mRNA
normal e expressao normal de FMRP. Na pré-mutagao (55-200 repeticdes CGG), os niveis de expressao
de mRNA estdo aumentados mas a expressao de FMRP é reduzida, aumentando o rsico de desenvolver
a Sindrome de Tremor/Ataxia Associada ao X Fragil (FXTAS) nos homes e Faléncia Ovariana Precoce
(FOP) nas mulheres. A mutacao completa (>200 repeticdes CGG) leva ao silenciamento do gene FMR1
resultando na falta de FMRP que leva a SXF.

Fonte: Adaptado de HAGERMAN et al., 2009; WILLEMSEN; LEVENGA; OOSTRA, 2011.

Alelos de pré-mutacéao, entre 55 a 200 repeticdes, representam risco de expansao
nas geracgdes subsequentes (SITZMANN et al., 2018). Embora ndo cause a SXF, a pré-
mutacgao esta associada com duas doengas de penetrancia incompleta. A primeira delas
€ a Faléncia Ovariana Precoce (FOP), que ocorre em aproximadamente 21% das
mulheres pré-mutadas. A segunda doencga € a Sindrome de Tremor/Ataxia Associada ao
X Fragil (FXTAS, do inglés Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome), que ocorre em
4% dos homens pré-mutados e também em 8% das mulheres pré-mutadas com mais de
50 anos (BIANCALANA et al., 2015; DEAN; MUTHUSWAMY; AGARWAL, 2016). Na pré-
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mutacao, os niveis de mRNA de FMR1 variam entre 2 a 10 vezes a mais se comparada
a de individuos com alelo normal e neurotipicos (TASSONE et al., 2000; USDIN;
KUMARI, 2015; ESLAMI et al., 2018). Embora isso ja tenha sido observado por outros
trabalhos, ainda ndo ha uma descricdo de qual mecanismo genético e celular realiza tal
controle, embora acredita-se que repeticdes CGG longas reduzem a eficacia de traducao
do transcrito gerado (KUMARI; USDIN, 2016). Estudos mostram que marcas de
cromatina ativa sdo encontradas na extremidade 5' UTR de FMR1 em portadores de pré-
mutacao (USDIN; KUMARI, 2015), e que ha um aumento da transcricao associada com
maior abundancia de histonas acetiladas na regiao promotora do gene FMR1 (USDIN et
al., 2014). Além disso, estudos in vitro indicam que longos trechos de repeticbes CGG
excluem os nucleossomos, podendo desta forma aumentar a acessibilidade dos fatores
de transcricao na regidao promotora do gene (USDIN et al., 2014; USDIN; KUMARI,
2015).

Na mutagdo completa, com ocorréncia acima de 200 repeticbes CGG, todos os
homens e aproximadamente 50% das mulheres sdo afetados com SXF. A mutacgéo
completa gera disfuncao do gene FMR1 devido ao aumento da metilagao das repeti¢cdes
CGG (PEPRAH, 2012). Esta hipermetilagdo silencia a transcricdo de FMR1, o que
consequentemente causa repressdo da traducdo da proteina FMRP por ndo haver
mMRNA para que seja traduzido (PEPRAH, 2012).

Entre os individuos com SXF, ha também um grupo denominado "mosaico", os
quais apresentam tamanhos diferentes das repeticbes CGG em diferentes células do
corpo. Tais mosaicos podem apresentar também trés ou mais populagcdes de células
com diferentes tamanhos de alelos, variagbes genéticas e diferentes padrbes de
metilacdo, o que também pode contribuir com a grande variedade de caracteristicas
fenotipicas observadas na condicdo sindrbmica da SXF (LOZANO; ROSERO;
HAGERMAN, 2014).

Embora ha trabalhos indicando que 99% dos casos de SXF sejam causados pela
expansao da repeticdo CGG em FMR1 (BIANCALANA et al., 2015), ainda & impossivel
estimar tal frequéncia percentual pois todos os exames genéticos de rotina para a
sindrome séo baseados na contagem de repeticbes CGG. Entretanto, ja foram descritos

outros tipos de variantes genéticas presentes no gene FMR1 e que podem levar a perda
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da fungédo do gene, ocasionando assim a SXF ou fenétipos semelhantes (MILA et al.,
2018; SITZMANN et al., 2018).

1.2. Variantes genéticas ndo-CGG no gene FMR1

Variantes genéticas, ndo associadas as repeticdes CGG também sao relatadas
no gene FMR1 de individuos com deficiéncia intelectual e/ou atraso no desenvolvimento.
A partir de uma Revisado Sistematica da Literatura (Apéndice A), foi possivel observar
que variantes genéticas no gene FMR1 dividem-se em trés classes: variante de um unico
nucleotideo (SNV, do inglés single nucleotide variant), delegbes e mosaicismos.

Variantes genéticas descritas na base de dados ClinVar (LANDRUM et al., 2014)
para o gene FMR1 (Apéndice B) nao foram incluidas na revisao da literatura pelo fato de
nao apresentarem detalhes do individuo em que foi detectada, além de também
apresentarem dados conflitantes associadas com o impacto da variante (se benigna ou
patogénica, por exemplo). Nas subsecdes seguintes sdo descritas cada uma das classes

de variantes genéticas identificadas na RSL.

1.2.1. Variante de um unico nucleotideo (SNV)

A partir de trabalhos baseados no uso de técnicas de sequenciamento genético
em larga escala, foram encontradas 40 SNVs que distribuem-se ao longo de todas as
isoformas de splicing do gene FMR1 (Figura 3), e também em sua regido promotora (c.-
413C>G, ¢.-332G>C, ¢.-293T>C e c.-254A>(G). Destas variantes SNV, 20 foram
relatadas em regides codificantes de proteina (c.18G>T, ¢.52-1_52delinsTA, c.80C>A, c.
373delA, ¢.377T>C, c.413G>A, c.677G>A, c.767A>G, c.797G>A, c.911T>A, c.1168G>A,
c.1325G>A, ¢.1444G>A, ¢.1601G>A, ¢.1610C>T, ¢.1618G>A, ¢.1301C>T, ¢.1586C>T,
c.1637G>A e ¢.1457insG), 9 SNVs foram reportadas em regides de introns (c.105-8A>C,
c.420-8A>G, ¢.630+438A>C, ¢.631-840G>A, ¢.880+885A>G, c.990+1G>A,
c.990+4T>C, ¢.1189-39A>G e ¢.1472-521C>G), e 6 SNVs na regido regulatéria 3UTR
(c.*23T>C, c.*60G>C, c.*746T>C. c.*68T>C, c.*1867G>A e c.*2035C>T).

Entre as SNVs relatadas, os individuos portadores apresentaram um amplo
espectro de fendtipos: 30 foram relatadas em individuos com atraso no desenvolvimento

elou deficiéncia intelectual (Apéndice C), caracteristicas que embora gerais, estéo
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associadas a SXF e 10 foram relatadas em individuos com caracteristicas tipicas da
sindrome (Apéndice D).

A maioria das variantes ralatadas em regides nao condificantes do gene (17 de
um total de 19 variantes), foram encontradas em individuos com atraso no
desenvolvimento e/ou deficiéncia intelectual (Apéndice D). As excegdes a isso sao para
a variante ¢.420-8A>G localizada no intron 5 do gene, e para a variante ¢.990+1G>A
localizada no intron 10 do gene (QUARTIER et al., 2017).

No total, 21 SNVs descritas apresentaram algum efeito ou alteragéo na proteina
FMRP (Figura 4). Das quais, 6 sao responsaveis por gerar um stop codon prematuro na
sintese de FMRP (c.52-1-52delinsTA, p.Ser27*, p.Thr125Leufs*35, p.Met140Ilefs*3,
p.Lys295Asnfs*11, p.Gly538fs*23). Todas as variantes que resultaram em stop cédon
prematuro foram encontradas em individuos com caracteristicas tipicas da SXF como
face alongada e caracteristicas autistas. Ja a maioria das mutagdes nao sinénimas (em
12 de um total de 15) foram encontradas em individuos com diferentes graus de

deficiéncia intelectual e/ou atraso no desenvolvimento (Tabela 1).
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Figura 3 - Locus do gene FMR1 indicando as variantes pontuais identificadas pela RSL. Todas as variantes estdo listadas nos éxons e intons
do gene FMR1 (chrX:147,911,951-147,951,127) no genoma de referéncia humano GRCh38, com 39,177 bases de comprimento. Variantes que
ocorrem na regido promotora do gene (c.-413C>G, ¢.-332G>C, ¢.-293T>C e c.-254A>G) nao sao mostradas na figura. As variantes destacadas
com setas vermelhas, representam aquelas encontradas em individuos com fenétipo associado a SXF.
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Figura 4 — Localizagdo das variantes genéticas encontradas ao longo da proteina FMRP em
individuos com SXF ou com fenétipos correlatos. As variantes indicadas na parte superior foram
encontradas em individuos com caracteristicas de SXF (Associado com fenétipo SXF). As variantes
indicadas abaixo foram encontradas em individuos com deficiéncia intelectual e/ou atraso no
desenvolvimento. Abreviagbes: Agenet, dominios do tipo Agenet; KH, dominio de homologia a
heteronucleoproteina K; NES, sinal de exportagao nuclear; NLS, sinal de localizagdo nuclear; RGG,
dominio rico em glicina-arginina (RGG-box).

Tabela 1 — Fenétipo observado nos individuos com variantes que alteraram as sequéncias de
aminoacidos da proteina FMRP. Variante: corresponde a variante genética encontrada; Efeito na
proteina: alteragdo nos aminoacidos da proteina FMRP; Impacto da variante: tipo de variante e seu efeito
na constituicdo quimica do gene; Fendtipo: refere-se a condigao/caracteristicas observadas no individuo
que carrega a variante genética reportada.

(continua)
Variante Efelto’ na Impa_cto da Fenétipo
proteina variante
c.18G>T p.Val6= Sinbnima Atraso no desenvolvimento
c.377T>C p.Phe126Ser N&o sinbnima Transtornos de desenvolvimento
Deficiéncia intelectual, atraso no
desenvolvimento e convulsdes; Atraso no
desenvolvimento, comportamento  autista,
c.413G>A p.Arg138GIn Nao sinbnima  transtorno de déficit de atengdo e
hiperatividade, convulsdes, habito de agitar as
maos, rosto alongado, orelhas grandes, maos
macias, dedos hiperextensiveis e pés planos.
c.677G>A p.Arg226Lis Nao sinbnima  Deficiéncia intelectual moderada a grave
Cc.767A>G p.Asp256Gili Nao sinbnima  Deficiéncia intelectual moderada a grave
c.1168G>A p.Ala390Tre N&o sinbnima Deficiéncia intelectual moderada a grave
c.1325G>A p.Arg442GIn N&o sinénima Transtornos de desenvolvimento
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(concluséo)

Variante Efelto’ na Impa_cto da Fenotipo
proteina variante
C.1444G>A p.Gly482Ser  N&o sindnima Deficiéncia intelectual e alraso no
esenvolvimento
c.1601G>A p.Arg534His N5o sinénima Deficiéncia intelect_ual e atraso no
desenvolvimento
c.1618G>A p.Gly540Glu N&o sinénima Deficiéncia intelectual
c.1301C>T p.Ala434Val N&o sinbnima Deficiéncia intelectual moderada a grave
c.1586C>T p.Tre529lle N&o sinbnima Deficiéncia intelectual moderada a grave
c.1610C>T p.Ser537Leu N&o sinbnima Deficiéncia intelectual moderada a grave
Face alongada, testa e orelhas proeminentes,
c.52- ?) Stopaain macroorquidia, hiperextensibilidade das
1_52delinsTA p-{* pga articulagbes, caracteristicas autistas e atraso
no desenvolvimento.
Deficiéncia intelectual, dismorfismo facial,
c.80C>A p.Ser27* Stopgain macroorquidismo, epilepsia, caracteristicas
autistas e pouco uso de linguagem
Caracteristicas dismorficas, face alongada,
testa e orelhas proeminentes,
¢.373delA p.Thr122Leufs*3 Erameshift hiperextgn_sibilidade. das jungoes,
caracteristicas autistas, TDAH, atraso no
desenvolvimento e comprometimento da
linguagem.
Atraso na linguagem, rosto alongado,
C420-8A>G  pMetl4Oliefs3  Frameshift ~ SSiereotibias - e o caracteristicas - de
comportamento repetitivo, com agitagdo das
maos e ansiedade.
Atraso no desenvolvimento associado a
c.797G>A p.Gly266GIu Nao sinbnima  comportamentos e caracteristicas fisicas
comumente associadas a SXF
atraso no desenvolvimento, face alongada,
c.O11T>A p.lle304Asn Nao sinbnima  orelhas grandes, mandibula proeminente e
macroorquidismo.
Habilidades motoras e de comunicagao
atrasadas. Caracteristicas de comportamento
c.990+1G>A p.Lys295Asnfs* Frameshift repetitivo’, gssim como agitar as méos_ e evitar
11 contato fisico. Testa alta, rosto grosseiro, boca
larga, orelhas de tamanho normal mas formato
anormal. Tragos autistas.
c1637G>A p.Arg546His N&o sindnima Deficit’éncia inte_:lectual, face  alongada,
mandibula proeminente e testa grande.
Caracteristicas fisicas e comportamentais
€.1457insG p.Gly538fs*23 Frameshift tipicas de SXF e deficiéncia intelectual

moderada a grave.

Entre as 21 SNVs com algum efeito na FMRP, apenas duas ocorreram em regides

intrénicas, uma no intron 5 (p.Met140llefs*3, c.420-8A>G) e outra no intron 10
(p-Lys295Asnfs*11, c.990+1G>A) (QUARTIER et al., 2017), e ambas produziram como

consequéncia eventos de splicing aberrante. A primeira, que ocorreu no intron 5 gerou

retengdo de 7 nucleotideos do intron 5, resultando em um frameshift que ocasionou o
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surgimento de um stop cédon prematuro. A segunda, que ocorreu no Intron 10, causou
a perda total do éxon 10, resultando também em um frameshift que levou ao surgimento
de stop coddon prematuro.

Apesar das variantes intrénicas serem menos estudadas quando comparadas as
exbnicas, estas também podem apresentar papel deletério na fungcdo de um gene e,
assim, causar problemas fenotipicos no organismo. Os introns apresentam regides de
extrema importancia para o correto funcionamento do mecanismo de splicing (WANG,
1997; CALAIS, 2014).

A consequéncia mais comum das mutagdes que alteram os sitios de splicing € a
remog¢ao de um ou mais éxons, seguida da ativagao incorreta dos sitios doador (5’) e
receptor (3’), e também retencdo de introns inteiros no mRNA final apés o término do
splicing (NAKAI; SAKAMOTO, 1994; VORECHOVSKY, 2006). Quando ndo ha o
reconhecimento das jungbes intron/éxon ou ha uma falha durante o processo de
remocao dos introns, o correto processamento do mRNA ¢é afetado, podendo ocasionar
uma geracgao de proteinas defeituosas ou deletérias (CARTEGNI; CHEW; KRAINER,
2002).

1.2.2. Delegoes

As delegdes envolvendo o gene FMR1 (Figura 5) podem ser divididas em duas
classes. Na primeira, estdo as grandes delegdes, que envolvem a delegdo de varios
outros genes além do FMR1 (Figura 5b). Na segunda classe, estdo aquelas que
ocorreram exclusivamente no locus do gene FMR1 (Figura 5c).

Dentre as delegdes da primeira classe, foi encontrada uma de heranga materna,
que incluiu as bandas Xq26.3-Xq27.3, totalizando uma dele¢cdo de 13 Mb. Ela foi
encontrada em um individuo do sexo masculino com deficiéncia intelectual e
caracteristicas faciais consistentes com a SXF (WOLFF et al., 1997). Esta mesma regiao
deletada, porém com tamanho de 12 Mb (WOLFF et al., 1997), foi reportada em uma
mulher com DI moderada a severa, rosto longo e estreito, queixo proeminente e orelhas
grandes.

Outra doenga associada a grandes delegdes € a Faléncia ovariana precoce (FOP),
responsavel pela faléncia gonadal antes dos 40 anos de idade (LEAL DE ASSUMPCAO,
2014). Uma delecgao de novo de 67,355 Mb (Xq21.31-Xq28) ocorreu em apenas um dos
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cromossomos X de uma mulher com FOP (BEKE et al., 2013). O outro cromossomo X,
normal e ativo ndo possuia o alelo FMR1 metilado. Esta regido consiste em 795 genes,
dos quais 10 ja foram associados a FOP, incluindo o FMR1. Outra delegao de novo que
também removeu FMR1, ocorreu na citobanda Xq26-Xqter (FERREIRA et al., 2010).
Uma outra delecao de heranga materna, como no maximo 1,5 Mb (Xg27.2/Xq27.3-Xq28)
(EGGERMANN et al., 2005), foi encontrada em uma mulher com FOP e que apresentou
sinais leves de Sindrome de Turner. FOP também é associada a pré-mutacéo, ocorrendo
em aproximadamente 21% das mulheres pré-mutadas (BIANCALANA et al., 2015;
DEAN; MUTHUSWAMY; AGARWAL, 2016).

Diminuicdo da reserva ovariana (DOR, do inglés Diminished ovarian reserve),
desordem de infertilidade primaria caracterizada por uma redu¢gdo no numero ou na
qualidade dos odcitos foi associada a uma translocacdo no cromossomo X
(der(X)t(X;18)(g27;922)). A analise genética definiu uma delecdo subtelomérica que
abrangeu 13,3 Mb de Xq27.3-Xqter, e uma duplicagcdo que abrangeu 13,4 Mb, de
18922.1-18qter (FUSCO et al., 211).

Por ultimo, em miopatia miotubular, uma doenca caracterizada por hipotonia
grave e fraqueza muscular generalizada (LAPORTE et al., 1996), foi associada a uma
mulher com delegéo heterozigodtica de novo na banda Xq27-Xq28 (DAHL et al., 1995).
No estudo, os autores sugerem que o atraso no desenvolvimento, em particular o atraso
maior na linguagem, pode ser uma manifestacdo da SXF, ja que o gene FMR1 esta
incluido na regido deletada.

Dentre as delecbes de classe 2, foi descrita no éxon 1 do gene, com 197 pb
(VIVEIROS, 2013), envolvendo parte da regiao das repeticdes CGG. Ela foi encontrada
em um individuo do sexo masculino com fendétipo tipico de SXF: deficiéncia intelectual,
fala repetitiva, macroorquidismo, mandibula proeminente, orelhas grandes, pés planos,
TDAH, pobre contato visual, convulsées e comportamento autista.

Outra delegao de classe 1 foi encontrada em 3 irm&os com caracteristicas tipicas
da SXF (QUARTIER et al., 2017). A delecdo encontrava-se em heterozigose na mae
assintomatica, e era idéntica nos 3 irmaos. Esta delecdo removeu o éxon 17 do gene
FMR1 e o sitio receptor de splicing no mMRNA de FMR1, levando a um frameshift que

resultou em um stop codon prematuro (p.lle580fs*9).
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Figura 5 - Locus do gene FMR1 indicando as delegoes identificadas pela RSL. (a): representagdo do cromossomo X. A linha vermelha
pontilhada representa a posigao do gene FMR1 (ChrX:q27.3); (b): localizagao de 7 delegbes responsaveis pela eliminagéo de varios genes incluindo
FMR1 e encontradas em individuos com caracteristicas da SXF, Faléncia ovariana precoce, diminuicdo da reserva ovariana e Miopatia miotubular
associada a deficiéncia intelectual; (c): representagéo do gene FMR1 com a localizagao de duas dele¢gdes que ocorreram exclusivamente no gene
FMR1.
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1.2.3. Mosaicismos

Os mosaicismos genéticos em SXF caracterizam-se pela presenca de tamanhos
diferentes de repeticbes CGG entre diferentes células, sendo mais comum entre
individuos com mutacado completa e pré-mutacdo CGG (BIANCALANA et al., 2015). Ao
todo, foram encontrados 9 casos de mosaicismos que envolveram, além dos alelos MC
e/ou PM, também dele¢des e um caso de mosaicismo germinativo (Tabela 2).
Tabela 2 — Relagao dos casos de mosaicismos envolvendo dele¢6es encontrados na literatura.
Mosaico, refere-se ao tipo de mosaico; Gendtipo, refere-se a composi¢cdo genética do mosaicismo;
Fenotipo, refere-se a condigao/caracteristicas observadas no individuo com mosaicismo; referéncia,

refere-se a lista individual de todos os trabalhos consultados.
(continua)

Mosaico

Genoétipo

Fenotipo

Referéncia

Mo:MCDel

Presenca de MC (6,5 kb) e delegédo de
~100 pb

Fenodtipo clinico de SXF. A
delegdo ndo prejudicou a
transcricédo e tradugcéo de FMRP,
que estava presente em 28% dos
linfécitos do individuo.

DE GRAAFF
et al., 1996

Mo:MCDel

Presengca de MC metilada (300 a 350
repeticoes CGG) e delecao de 905 pb.
Esta delecao engloba as repetigdbes CGG
e exclui um start codon (ATG).

SXF com auséncia de proteina
FMRP, pois nem o alelo com MC
e nem com a delegao puderam
ser transcritos.

AROCENA
et al., 2000

Mo:MCMe
PMDel

Presenga de MC (6-8 kb, 10%), PM (3.2
kb) e MC n&o metilada (3.5 kb, 37%) e
uma delecdo (menor que 2.8 kb, 53%)
que abrange toda a regido das repeticoes
CGG mais 42pb a montante da mesma.

Dificuldade de aprendizagem,
mas sem atraso mental. FMRP é
expressa em apenas 22% das
células e o nivel de mRNA é
elevado em 3,6 vezes.

HAN et al,
2006

Mo:MCPM
Del

Presenca de 2 alelos MC metilados (230
e 450 CGGs), um alelo PM (170 CGGs,
25%) e uma delecao de 175pb (15%).

Individuo de uma familia SXF
classica, mas sem o fendtipo
caracteristico  da sindrome.
Expressao de FMRP em linfécitos
foi de 18%.

GOVAERTS
et al., 2007

Mo:Ndel

Presenga de alelo normal (23 CGGs) e
delecédo de 1,013,395pb, sendo
responsavel pela delecdo de todo gene
FMR1 e seu gene vizinho FMR1NB. A
delecdo estava presente em 90% dos
linfocitos e o alelo normal em 10%.

Individuo apresentando perfil
cognitivo e comportamental com
caracteristicas compativeis com
SXF.

COFFEE et
al., 2008

Mo:MCMe

Mosaico de tamanho de MC nido metilada
(tamanho de repeticdo CGG variando de
180 a 410)

FXTAS com o nivel de mRNA de
FMR1 7 vezes maior que a média
normal e niveis de expressao de
FMRP  reduzidos (38% do
normal).

SANTA
MARIA
al., 2014

et

Mosaico
germinal

Delegdgo de 300 kb em Xqg27.3
abrangendo todo o gene FMRT1
(NC_000006.12:9.146414070_14671577
8del)

Mosaicismo encontrado na mae
assintomatica de um menino com
SXF: atraso no desenvolvimento
fisico e linguistico e transtorno do
espectro autista.

JIRAANONT
etal., 2016
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(concluséo)

Mosaico Genoétipo Fenotipo Referéncia
Presenca de alelos MC nao metilados e
metilados e uma microdelecdo que

Mo:MCMe envolve uma sequéncia de ~80 pb no SXF e -caracteristicas clinicas HWANG et

Del promotor FMR1, bem como perda compativeis com FXTAS. al., 2016
completa da repeticdo CGG em parte das
células.

presenga de alelos com MC (metilada e
nao-metilada) e com um alelo
abrangendo uma delecédo a repeticéo
CGG presente em 13% das células. A
percentagem total de células
transportando  alelos de  mutagao
completa rmetilada foi de ~60%.
Abreviagdes: Mo:MCDel, mosaicismo para mutagao completa e delegao; Mo:MCMePMDel, mosaicismo
para mutagdo completa, estado de metilagdo, Pré-Mutagéo e delegdo; Mo:MCPMDel, mosaicismo para
mutagado completa, pré-mutagao e delegao; Mo:Ndel, mosaicismo para alelo normal e delegdo; Mo:MCMe,
mosaicismo para mutagdo completa e estado de metilagdo; Mo:MCMeDel, mosaicismo para mutagéo
completa, estado de metilagao e delegédo; MC, Mutacdo completa; PM, Pré-Mutagao; SXF, Sindrome do X
Fragil; FXTAS, Sindrome de tremor/ataxia associada ao X fragil.

TDAH, ansiedade, mordida de

dedos, contato visual deficiente, JIRAANONT
palpitar das méaos, face longa e etal., 2017
orelhas proeminentes

Mo:MCMe
Del

1.3. Diagnéstico da SXF

O diagnodstico clinico da SXF €& baseado nas caracteristicas fisicas e
comportamentais dos individuos (HAGERMAN; AMIRI; CRONISTER, 1991). Embora a
SXF esteja bem caracterizada a nivel clinico, os sintomas apresentados por individuos
acometidos por ela ainda se confundem com o de sindromes correlatas ao dos
transtornos do espectro do autismo (TEA). Além disso, os sintomas sao pouco
especificos e ndo muito aparentes durante os primeiros meses de vida do individuo,
tornando-se evidentes somente a medida que o desenvolvimento intelectual e cognitivo
da crianga comega. Isso pode levar a demora no diagnostico da sindrome, estudos
indicam que aproximadamente 37% das familias em que algum membro tinha suspeita
de SXF, foram necessarias inumeras visitas ao médico antes de o diagndstico ser
concluido (BAILEY et al., 2009). Com o objetivo de tornar o diagndstico da SXF mais
eficiente, existem na literatura checklists, que correspondem a um questionario com
questdes objetivas aplicado diretamente ao paciente para avaliar um conjunto de
caracteristicas fisicas e comportamentais que foram observadas em pessoas com SXF.
O uso destes checklists tém se mostrado uma ferramenta importante de suporte a clinica
(CHRISTOFOLINI et al., 2007, 2009) para auxiliar na identificagdo de individuos com
SXF que devem ser conduzidos para realizagdo de teste genético para andlise da

expansdo CGG no gene FMR1.
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Na literatura cientifica, existem seis checklists que sao utilizados por outros
trabalhos (BUTLER et al., 1991; HAGERMAN; AMIRI; CRONISTER, 1991; LAING et al.,
1991; GIANGRECO et al., 1996; LIMPRASERT et al., 2000; FRITSCH, 2011) para
avaliar diferentes caracteristicas fisicas, comportamentais e de linguagem das pessoas
(Tabela 7). Tais checklists sugerem que algumas caracteristicas sdo mais frequentes em
individuos com SXF e os indicam como melhores preditores da sindrome. Hagerman e
colaboradores (1991), identificaram que fala perseverante (93%), orelhas grandes ou
proeminentes (93%) e testiculos grandes (91%) sao significativamente mais frequentes
(p<0,005) em individuos com SXF. Além disso, também possuem caracteristica
comportamental de serem defensivos tatiimente (79%), apresentarem pobre contato
visual (97%) e também um histérico familiar significativo de deficiéncia intelectual (79%)
(p<0,05). Ja Butler e colaboradores (1991) destacam que vinco simio (36,8%), vinco
plantar (83,3%), hiperextensibilidade das articulagdes (57,9%), orelhas grandes (94,7%),
testiculos grandes (84,2%) e histérico familiar de deficiéncia intelectual (73,7%) s&o bons
preditores de SXF, porém n&o apresentaram dados estatisticos para demonstrar
significancia nos dados. Por outro lado, Giangreco e colaboradores (1996) identificaram
que vincos simios e hiperextensibilidade juntamente com macroorquidia ndo séo bons
parametros para diferenciar individuos com SXF, se geneticamente positivos ou
negativos, ao contrario de orelhas grandes e proeminentes que sido consideradas
melhores para diferenciar os dois grupos. Neste estudo ndo foram descritas as
frequéncias e significancia de cada caracteristica. Boy e colaboradores (2001)
observaram que historico familiar de deficiéncia intelectual e pobre contato visual esta
significativamente associado em individuos com SXF pré-puberais (p<0,05), ja nos
individuos da sindrome em fase pds-puberais destacam-se: orelhas grandes, testa
proeminente e macroorquidismo. Em outro estudo realizado em uma populacéo de 20
homens finlandeses com SXF, as caracteristicas mais frequentes foram macroorquidia
(89%), orelhas grandes (84%), fala perseverante (68%), vinco plantar (68%), timidez
(68%), hiperextensibilidade (57%), pobre contato visual (57%) e hiperatividade/déficit de
atencao (57%) (ARVIO; PEIPPO; SIMOLA, 1997). Neste mesmo trabalho, Arvio, Peippo
e Simola (1997) destacam que agressividade (arrogancia e o uso de palavrées) foi uma

caracteristica comportamental tipica de homens com SXF (42%).
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Apesar de tais estudos terem observado que ha sintomas com maior ou menor

frequéncia significativa em SXF, os checklists avaliados ndo fazem uso das informacoes

de frequéncia relativas as caracteristicas fisicas e comportamentais presentes em

individuos com SXF (Tabela 3). A caracteristica ansiedade, por exemplo, considerada um

fator chave que inibe ou impede a relagdo interpessoal em meninos com SXF

(comparando-se com meninos com TEA nao sindrémico) (THURMAN et al., 2014) e

observada em 70% dos homens e 56% das mulheres com a sindrome (BAILEY et al.,

2008), nao é considerada em nenhum dos checklists analisados. Outras caracteristicas

nao consideradas incluem atraso no desenvolvimento motor e atraso na linguagem.

Tabela 3 — Caracteristicas encontradas em SXF e consideradas em seis checklists descritos na

literatura.

Checklists

Caracteristicas

HAGERMAN;
AMIRI;
CRONISTER, 1991

BUTLER et al.,
1991

LAING et al., 1991

GIANGRECO et
al., 1996

ARVIO; PEIPPO;
SIMOLA, 1997

LIMPRASERT et
al., 2000

Deficiéncia Intelectual

X

Hiperatividade

Déficit de atencao

Defensivo tatiimente

Agitar as méos

Morder as maos

Pobre contato visual

Fala perseverante

Articulacdes hiperextensiveis

Orelhas grandes ou proeminentes

XXX XXX XXX [ X

XXX XXX XXX [ X

XXX |X[X|X|X| X

Face alongada

Testiculos grandes

XXX

Vinco simio (Simian crease) @

Histérico familiar de deficiéncia intelectual

XXX

XXX

XXX

Comportamento autista

Vinco plantar °

Olhos azuis palidos (pale blue eyes)

Personalidade °

Body habitus

Voz alta

Timidez

Uso de palavrbes

Estilo arrogante na fala

XXX X

Total de itens avaliados

13

15

5

6

16

5

2 consiste na presenga de uma unica linha que se estende ao longo da palma da méo; ® Presenga de vincos
anormalmente profundos (sulcos/rugas) na pele da planta do pé; ¢ Timidez inicial e falta de contato visual,
seguida de simpatia e verbosidade com padrdes de fala ecolalica; ¢ Corpo esguio e alta estatura, ombros
arredondados, articulagées dos dedos hiperextensiveis e falta de pelos no corpo. GIANGRECO et al., 1996,
ARVIO; PEIPPO; SIMOLA, 1997 e LIMPRASERT et al., 2000 consideram as caracteristicas hiperatividade e
déficit de atengdo como um unico item a ser avaliado.
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Além disso, tais checklists, apesar de identificarem as caracteristicas mais
preditivos para a sindrome, deixam de avaliar de forma diferenciada tais caracteristicas.
A utilizagdo de um checklist que trate cada caracteristica de forma diferenciada pode
permitir identificar de forma mais eficiente se individuos com suspeitas da sindrome
devem ou ndo ser encaminhados para teste genético.

Neste contexto, o uso de um checklist é utilizado como uma ferramenta
complementar para selecionar os individuos que apresentam caracteristicas da
sindrome para que sejam encaminhados para realizagao de teste genético para analise
da expansao CGG no gene FMR1.

Os testes genéticos de rotina para o diagndstico da SXF sao baseados em Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) e Southern blot
(SB) (Figura 6). Ambas sao utilizadas para verificar a quantidade de repeticbées CGG
existente em uma amostra de DNA para determinar a presenca da mutacdo completa da
SXF (CARVALHO, 2003). Na analise baseada no uso do PCR (Figura 6a), sao utilizados
primers para amplificar a regido das repeticdes CGG (MONAGHAN; LYON; SPECTOR,
2013), porém nao é possivel estimar o nivel de metilagdo do gene FMR1 (SHERMAN;
PLETCHER; DRISCOLL, 2005; MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Na técnica de
Southern blot (Figura 6b) ndo é possivel obter a mesma resolugao da PCR para
identificar com precisdo a quantidade das repetigbes CGG (MONAGHAN; LYON;
SPECTOR, 2013). Entretanto, esta técnica permite detectar eficientemente expansdes
CGG de tamanho igual ou maiores do que mutagdes completas, e também determinar o
estado de metilacdo do gene FMR1 (SHERMAN; PLETCHER; DRISCOLL, 2005;
BIANCALANA et al., 2015) . Desta maneira, o ideal € que laboratdrios de testes genéticos
para a SXF possuam os dois métodos disponiveis para realizar de forma complementar
as analises para aqueles casos em que uma das técnicas apresentar resultado
inconclusivo com relagcéo ao tamanho e/ou metilagcédo das repeticées CGG no gene FMR1
(SHERMAN; PLETCHER; DRISCOLL, 2005; MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).

Ambas as técnicas, por serem limitadas a regidao 5’UTR do gene, n&o permitem

detectar outras variantes genéticas (Ndo-CGG) ja descritas para o gene FMR1.
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Figura 6 — Exemplos de resultados de testes moleculares de rotina para analise de repeticoes CGG.
As bandas sdo desenhadas para simular a maneira como elas realmente aparecem. (a) llustragéo dos
produtos de amplificagdo por PCR. Os exemplos dados sdo: Homem normal: 29 repeticdes; Mulher normal:
3 e 28 repeticdes; Mulher intermediario: 5 repeticdes (alelo intermediario) e 19 repeticdes (alelo normal);
Mulher PM: 84 repeticdes (PM) e 22 repetigdes (alelo normal); Homem PM: 76 repeti¢des; Homem MC:
sem banda normal. A MC deve ser confirmada por SB. (b) llustragao dos resultados por SB, onde N refere-
se a bandas normais. Os exemplos dados sdo: Homem normal: uma unica faixa de tamanho normal, nao
metilada; Mulher normal: duas bandas de tamanho normal, uma ndo-metilada (cromossomo X ativo) e
outra metilada (X inativo); Homem PM: uma banda de tamanho aumentado (ndo metilada) de 75 repeti¢cdes
(dimensionadas por PCR); Mulher PM: padrao de quatro bandas com uma forma ndo-metilada (no X ativo)
e outra metilada (X inativo) de ambas as bandas de PM e normal. Esta PM tem 92 repeticdes
(dimensionadas por PCR); Homem MC: Banda(s) com >2 repetigbes, metilada. Neste caso, existem trés
tamanhos diferentes de MC, 28, 43 e 92 repeticbes; Mulher MC: Banda com> 2 repeticbes, metilada. Esta
MC tem 355 repeticdes (dimensionada por SB); Homem mosaico: MC e PM. Neste caso, a mutagao
completa tem 51 repetigdes (dimensionadas por SB) e a PM tem 84 repeti¢des (dimensionadas por PCR).
PCR, Reagao em cadeia da polimerase; SB, Southern blot; PM, Pré-mutacédo; MC, Mutagao completa.
Fonte: Adaptado de TAYLOR, 2018.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar das repeticoes CGG estarem relacionadas com 99% dos casos de SXF
(BIANCALANA et al., 2015), ha evidéncias de que outros tipos de mutagdes, como SNVs
(MYRICK et al., 2014) e delecdes (WOLFF et al., 1997) envolvendo parcialmente ou
totalmente o locus do gene FMR1, também podem levar aos fenétipos da sindrome.
Apesar de tais tipos de variantes serem raramente reportadas, sua deteccdo é
inviabilizada principalmente devido a metodologia utilizada para diagndstico molecular
da sindrome. Embora muito eficientes, elas limitam-se apenas a identificacdo de
expansao das repeticoes do tipo CGG na regidao S’UTR do gene FMR1 (BIANCALANA
et al., 2015), restringindo assim a detecgéo de outros tipos de variantes genéticas que
também podem ser deletérias para a fungdo do gene. Desta forma, a identificagdo de
novos casos de individuos com caracteristicas tipicas da SXF e com variantes genéticas
raras no gene FMR1, recorrentes ou novas, nao restritas a expansao de CGG na regiao
5'UTR do gene, podem fornecer novos biomarcadores genéticos para diagnéstico da
sindrome. Além disso, a identificagdo de mutagbes raras no gene FMR1 também
permitira expandir os conhecimentos acerca da genética da SXF, que ainda se
concentram nas repeticdes do tipo CGG.

Desta forma, o uso de metodologias, como o sequenciamento genético, para
identificacdo de variantes raras em individuos com caracteristicas tipicas da SXF, é de
extrema importancia para contribuir com uma melhor caracterizagdo genética da

condicao e para o desfecho clinico e aconselhamento genético destes individuos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Detectar mutagbes genéticas raras no gene FMR7T1 em individuos com
caracteristicas da Sindrome do X Fragil e sem a presenga de mutagdo completa de

repeticoes CGG.
3.2. Objetivos Especificos

Os seguintes objetivos especificos sao propostos para esta pesquisa:

a) Selecionar individuos com caracteristicas de SXF para posteriormente sequenciar
0s éxons e regides de jungdes introns/éxons do gene FMRT;

b) Analisar os dados sequenciados por ferramentas de bioinformatica para detectar
variantes genéticas no gene FMRT,

c) Anotar as variantes genéticas encontradas em FMR1, e investigar por métodos in

silico os possiveis impactos na funcao da proteina FMRP.
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4. METODOS

41. Comité de ética em pesquisa e obtengcao dos participantes da

pesquisa

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Associagéo
Paranaense de Cultura — PUCPR (Pontificia Universidade Catdlica do Parana), conforme
parecer n° 2.199.666 (Anexo A).

Todos os participantes e/ou seus respectivos responsaveis legais foram
informados a respeito da pesquisa, verbalmente e por escrito, por meio do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

A populacao de individuos considerados nesta pesquisa foi reunida por meio de
uma colaboragédo com o Instituto Lico Kaesemodel (ILK) (Curitiba, Parana). O ILK é uma
entidade sem fins lucrativos que tem por objetivo promover a¢des beneficentes junto a
sociedade, educando, divulgando e contribuindo ativamente em pesquisas relacionadas
aos transtornos do espectro do autismo e condicdes correlatas, como a SXF. Os
individuos cadastrados no ILK s&o encaminhados para consultas médicas e exames
clinicos e genéticos para auxiliar no desfecho clinico dos mesmos. O ILK, na forma de
uma colaboragéao cientifica, forneceu acesso aos registros de familias cadastradas até
dezembro de 2017 e auxiliou diretamente no contato com os participantes da pesquisa,
exclusivamente para coleta de amostras. Este contato foi realizado primeiramente via
telefone, no qual foi explicado o propdsito do estudo. Havendo interesse da familia em
participar da pesquisa, partimos para a etapa de assinatura do TCLE e obtencao das
amostras biolégica. Para os participantes residentes em Curitiba e regido metropolitana,
a assinatura do TCLE e coleta de amostra foi feita diretamente na residéncia dos
individuos participantes ou nas dependéncias do ILK, em datas pré-agendadas. Ja os
casos residentes em outras cidades/estados, impossibilitando o deslocamento dos
participantes e dos pesquisadores, o material para coleta foi enviado e recebido por
correio. Nestes casos, o TCLE e o material necessario para coleta foram enviados junto
com um manual de instru¢des claras do procedimento a ser seguido para a coleta. Em
ambos os casos, 0s pesquisadores ficaram a disposicdo para esclarecer eventuais

duvidas.
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Para selecéo, todos os cadastros do ILK de individuos que apresentam condicdes

neurologicas variadas, incluindo aqueles que possuem diagndéstico positivo da SXF

foram analisados. Para os casos com resultado para o teste genético (determinado

anteriormente por PCR e/ou Southern blot) da expansdo CGG, os mesmos foram

analisados e divididos em dois grupos: grupo positivo foi considerado aquele com

individuos que apresentaram mutagcao completa para expansao CGG (>200 repeti¢cdes

CGG), e grupo negativo aquele formado por individuos sem mutagdo completa para
expansao CGG (<200 repeticdes CGG).

A ficha de cadastro do instituto, &€ preenchida pelo pai/responsavel do individuo e

€ composta por 19 questdes (Tabela 4), que consideram informagdes clinicas basicas e

caracteristicas do individuo.

Tabela 4 - Descricao das informagb6es obtidas a partir das fichas dos
individuos cadastrados no Instituto Lico Kaesemodel.

Caracteristica

Deficiéncia Intelectual (DI) ou dificuldades de aprendizado

Hiperatividade

Déficit de atengao

Atraso para comegar a falar

Atraso para comegar a caminhar/engatinhar

Defensivo tatiimente

Estereotipias (movimentos intencionais repetitivos)

© NGO~ W N =

Comportamento agressivo em situagdes de estimulagao

©

Pobre contato visual

—
e

Fala perseverante (ao falar repete e confunde as informacgoes)

[N
[N

Hiperextensibilidade (Articulagdes mais flexiveis que o normal)

—
N

Face alongada, mandibula proeminente e/ou orelhas grandes

13.

Macroorquidia (aumento do volume testicular)

14.

Ansiedade

15.

Calosidade nas maos decorrente do habito de mordé-las

16.

Diagnostico de autismo

17.

Histoérico familiar de Deficiéncia Intelectual

18.

Historico familiar de Menopausa precoce

19.

Historico familiar de Ataxia

Devido a metodologia utilizada para calculo de score (pontuagéo 0 para sintomas

ausentes, 1 para sintomas borderline ou presente no passado e 2 para sintomas

definitivamente presentes), os checklists disponiveis na literatura ndo puderam ser
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utilizados para a selec¢ao dos individuos a partir dos dados que constavam na ficha do
ILK. Desta forma, resolvemos adotar uma abordagem semelhante para a deteccéo de

possiveis individuos com SXF por meio da construgao de um checklist proprio.

4.2. Proposta de um checklist com base nas caracteristicas de individuos

com SXF para selegdo dos probandos

Inicialmente, foram analisadas todas as fichas do grupo positivo para a sindrome
(com teste genético indicando mutagao completa (>200 repeticbes CGG) por Southern
blot), correspondendo a 167 fichas, das quais 160 (96%) correspondem a dados de
individuos do sexo masculino e 7 (4%) do sexo feminino (Apéndice E). Para cada item
listado na tabela 4, foi atribuida uma pontuacéao, sendo 0 (sintoma ausente) ou 1 (sintoma
presente). Quando ndo havia resposta para qualquer um dos itens, considerou-se o
sintoma ausente (0). Esta analise, limitou a pesquisa aos dados fornecidos pelos
pais/responsaveis dos individuos.

A partir desta coleta de dados, foi determinado as caracteristicas mais frequentes
nos individuos positivos para a SXF. Tais dados foram entao utilizados para a constru¢ao
de um checklist, no qual cada caracteristica observada na SXF foi associada a um peso
de acordo com sua frequéncia de ocorréncia na sindrome.

A analise dos dados de 167 individuos com SXF e com mutagao completa de CGG
comprovado por teste genético (PCR e/ou Southern blot), mostrou que as caracteristicas
mais frequentes nesta populagdo foram (Figura 7): déficit de atencdo, ansiedade,
estereotipias, deficiéncia intelectual ou dificuldades no aprendizado, fala perseverante,

historico familiar de deficiéncia intelectual e hiperatividade.
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N2 de individuos
0 50 100 150
Déficit de atengdo HIEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE ]38
Ansiedade IEEEEEEEEEEEESEEEESSSSS ]31
Estereotipias NS 120
Deficiéncia intelectual ou dificuldades no aprendizado EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES———— 116
Fala perseverante mEEEEEEEEEESEEEEEEESSSSS———— 110
Histérico familiar de DI IS 107
Hiperatividade maaassssssssssssssssssssmmm 106
Face alongada, mandibula proeminente e/ou orelhas grandes mEEEEEEEEEEEEEEEE——— 36
Pobre contato visual IEEEEEEEESSSSSSSSS———— 79
Macroorquidia IEEEEEEEEEE—— 67
Defensivo tatilemnte mEEEEEEESS—————— 64

Caracteristicas

Hiperextensibilidade mssss———— 50
Calosidade nas mdos mEEEEEES—————— 49
Atraso para comegar a falar TEEEEE—————_ 46
Atraso para comegar a caminhar/engatinhar EE———— 40
Comportamento agressivo em situagGes de estimulagdo m———— 29
Diagnostico de autismo m———— 27
Histoérico familiar de Menopausa precose s 24
Histérico familiar de Ataxia s 15

Figura 7 - Frequéncia das caracteristicas observadas nos 167 individuos geneticamente positivos
para SXF.

Com base na observagao de que individuos com SXF possuem um conjunto de
caracteristicas mais frequentes (Figura 7) - por exemplo, déficit de atengao ocorreu em
138 dos 167 individuos, enquanto hiperextensibilidade das articulagdes ocorreu em 50
dos 167 individuos - realizamos uma classificagdo destas caracteristicas analisadas.
Para tal, a partir dos dados de frequéncia observados na populacédo de probandos com
SXF desta pesquisa, foi atribuido um peso equivalente a cada caracteristica fisica e
comportamental observada. Assim, criamos um método em que o peso (P) de cada
caracteristica (S) foi designado por meio da razao entre a somatéria da ocorréncia de
todas as caracteristicas (Ss,i, onde i=1..p, sendo p igual a quantidade de individuos) pela
somatdria da ocorréncia de todas as caracteristicas observadas (TS) (Equagao 1).

ZE:? Ss,i
Dy O Sy

Equagdo 1 — Férmula para célculo do Peso atribuido para cada
caracteristica analisada pela pesquisa (listados na Figura 7). P,
peso; S, caracteristica; TS, ocorréncia de todas as caracteristicas
observadas.

Pesog = x 100
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Por exemplo, o calculo do peso referente a caracteristica déficit de atencao foi

feito da seguinte maneira:

Pesodéficit de atengio — T 1nq X 100

Equagao 2 — Exemplo de aplicagdo da equagao 1 para o calculo do
peso referente a caracteristica déficit de atengao.

Apoés a determinagao dos pesos percentuais de cada caracteristica da populagao
de probandos analisada, foi criada uma tabela correspondente ao checklist proposto por
esta pesquisa (Tabela 5). Para cada caracteristica analisada, € feito o somatorio dos

pesos que determinara o score de um individuo testado com o checklist.

Tabela 5 — Checklist proposto com Pesos para cada caracteristica da populagao positiva para SXF.
Frequéncia da presenca Peso atribuido

Caracteristica

da caracteristica (%)
Déficit de atengéo 138 9,83
Ansiedade 131 9,33
Estereotipias 120 8,55
Deficiéncia Intelectual ou dificuldades no aprendizado 116 8,26
Fala perseverante 110 7,83
Historico familiar de Deficiéncia Intelectual 107 7,62
Hiperatividade 106 7,55
Face alongada, mandibula proeminente e/ou orelhas
grandes 86 6,13
Pobre contato visual 79 5,63
Macroorquidia (aumento do volume testicular) 67 4,77
Defensivo tatiimente 64 4,56
Hiperextensibilidade das articulagdes 50 3,56
Calosidade nas maos 49 3,49
Atraso para comegar a falar 46 3,28
Atraso para comegar a caminhar/engatinhar 40 2,85
Comportamento agressivo em situagdes de estimulagao 29 2,07
Diagnéstico de autismo 27 1,92
Histérico familiar de Menopausa precoce 24 1,71
Historico familiar de Ataxia 15 1,07
TOTAL 1404 100

A partir da somatéria dos pesos atribuidos a cada caracteristica (conforme Tabela
5) foi calculado o score dos 167 individuos positivos para SXF. Aplicando uma analise de
variancia, determinou-se que o score médio da populacéo positiva para SXF é de 56,32,

com intervalo de confianga de 2,76. Observou-se também que 5% da populacéao positiva
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para SXF apresenta score entre 45,73 e 68,59 (Figura 8). Aplicando-se o intervalo de

confianga, os individuos positivos para SXF apresentaram score minimo de 42,97.

100,00

90,00 91,67=—1—

80,00

70,00

60,00

50,00

Score

40,00

30,00

20,00

13,75=—"—

10,00 2,623

0,00

Figura 8 — Distribuicdo dos valores de score na populagao
positiva (167 individuos). A linha pontilhada representa o score
minimo de 42,97 (ponto de corte) observado na populagao positiva.
Positivos correspondem a individuos com mutagéo completa (>200
repeticbes CGQG).

A selecao dos individuos participantes da pesquisa se deu a partir da aplicacao
do checklist proposto no grupo negativo para SXF (formado por individuos com <200
repeticbes CGG), utilizando o score minimo de 42,97 como critério de selegao. Desta
forma, apenas os individuos negativos com score 242,97 foram selecionados.

Apés a aplicacao do checklist proposto para sele¢cdo dos individuos da pesquisa,
os participantes foram reavaliados com base no Checklist do X Fragil (do inglés Fragile
X Checklist) (HAGERMAN; AMIRI; CRONISTER, 1991). Neste questionario (Anexo C),

sdo obtidas as seguintes informacdes dos individuos: deficiéncia intelectual,
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hiperatividade, periodos curtos de atengao, defensivo tatiimente, agita as maos, morde
as maos, pobre contato visual, fala perseverante, hiperextensibilidade, orelhas grandes
ou proeminentes, testiculos grandes, palma da m&o com linhas do tipo vinco simio ou
linha sydney e histérico familiar de deficiéncia intelectual. Para cada resposta, foi
atribuido um valor, que pode ser 0 (ausente), 1 (borderline ou presente no passado) ou
2 (definitivamente presente). Ao término, os resultados foram somados para gerar um
score para cada participante. Segundo Hagerman e colaboradores (1991), individuos
com score a cima de 6 possuem chances de apresentar SXF, indicando necessidade de

diagnostico genético.

4.3. Coleta de amostras bioldgicas, extragao e quantificacao de DNA

Apéds aprovagéo do projeto pelo CEP (Anexo A) e assinatura do TCLE (ANEXO
B), as amostras bioldgicas dos individuos selecionados foram obtidas a partir de saliva,
usando o kit de auto coleta da Oragene DNA OG-500 (DNA Genotek Inc., Canada). Este
kit fornece um tubo de coleta (para 2 ml de saliva) com 1 ml de reagente que inativa
bactérias e nucleases presentes na amostra, e também estabilizam a amostra antes da
extragdo do DNA (BIRNBOIM, 2011; GARBIERI et al., 2017). A todos os participantes, foi
solicitado jejuar por pelo menos 30 minutos antes da coleta de uma quantidade
equivalente a 2 ml de saliva. Para aqueles individuos que apresentaram alguma
incapacidade em realizar a coleta nos tubos Oragene, as amostras foram coletadas
utilizando raspagem swabs. A raspagem foi realizada em todo o comprimento das
bochechas internas com swab estéril, cerca de 20 vezes em movimento circular. Os
swabs foram colocados no tubo do kit Oragene. Apdés a coleta, cada amostra foi
identificada e armazenada a temperatura ambiente até a extragdo de DNA (IWASIOW;
DESBOIS; BIRNBOIM, 2011).

Os experimentos de extracdo de DNA foram realizados no Laboratério
Experimental Multiusuarios (LEM) da PUCPR. O DNA foi extraido com base no protocolo
para purificagdo manual de DNA recomendado pelo fabricante usando o reagente
PreplT-L2P (DNA Genotek Inc, Canada).

As amostras foram misturadas suavemente por inversdo 5 vezes e incubadas a
50°C em banho-maria overnight. Em seguida, transferiu-se 500 yl da amostra para um

microtubo (1,5 ml), a qual foi submetida a lise através da adigéo de 20 pl (1/25 do volume)
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do reagente PreplT-L2P, seguido de agitagdo em voértex por 5 segundos e incubagéo em
gelo durante 10 minutos. Centrifugou-se em temperatura ambiente durante 10 minutos a
13400 rpm e transferiu-se cuidadosamente, com a ponta de uma pipeta, o sobrenadante
para um novo microtubo. O pellet contendo impurezas foi eliminado. Em seguida,
adicionou-se 600 ul de etanol 100% a temperatura ambiente e misturou-se suavemente
por inversdo 10 vezes, seguido de repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos
para a precipitacdo do DNA. Em seguida, a amostra foi centrifugada a temperatura
ambiente durante 4 minutos a 13400 rpm. Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi
pipetado cuidadosamente para nao perturbar o pellet contendo DNA e eliminado. O pellet
foi submetido a um banho de etanol 70% (250 ul) a temperatura, seguido por repouso
overnight a temperatura ambiente para garantir a completa remogdo do etanol da
amostra. Em seguida o DNA foi reidratado em 100yl de agua ultrapura Milli-Q e vortexado
por 5 segundos. Para garantir uma reidratacao completa do DNA, a amostra foi incubada
a temperatura ambiente de um dia para o outro, seguido de vortex por 5 segundos.

A quantidade e a pureza do DNA gendmico extraido foram determinadas por
absorbancia em espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.,
EUA).

Apods a determinagdo da concentracdo, as amostras foram encaminhadas para

sequenciamento genético e em seguida armazenadas em freezer a -20°C.

4.4. Desenho de primers e sequenciamento do gene FUR1

O DNA foi amplificado por PCR com uso de 15 pares de primers especificos para
amplificar todos os éxons e também os sitios de splicing (sitio doador e receptor de
splicing) dos introns do gene FMR1, considerando todas as 5 isoformas de splicing dos
transcritos codificantes de proteina (Figura 9, Tabela 6) de tal gene. Os primers (Tabela
7) foram desenhados através do programa Primer3 (KORESSAAR; REMM, 2007;
UNTERGASSER et al., 2012), tomando-se como base a sequéncia de nucleotideos
(chrX:147,911,852-147,951,325) extraida do genoma de referéncia humano GRCh38 e
seguindo os seguintes critérios: a) garantir produtos de amplificagdo com tamanho
superior a 400 nucleotideos e inferior a 900 nucleotideos; b) garantir amplificagao de pelo
menos 25 nucleotideos dos introns anteriores e posteriores aos é€xons e c¢) desconsiderar

primers com efeito off-target para garantir especificidade.
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Figura 9 — Locus do gene FMR1 e suas respectivas isoformas de splicing dos transcritos
codificantes de proteina. As 7 isoformas de splicing subdividem-se em: 5 transcritos que codificam para
a proteina FMRP (ISO12, ISO9, 1SO7, ISO6 e I1SO1,) e 2 transcritos ndo codificantes (ISO1 e 1SO4),
conforme detalhado na Tabela 6.

Tabela 6 —

Isoformas de splicing do gene FMR1 descritas na base RefSeq. ID: refere-se a identificagéo

da isoforma; Cod. RefSeq Transcrito: cddigo RefSeq da isoforma de splicing do transcrito do gene FMR1;
Exons: quantidade de éxons do transcrito; CDS: tamanho da regido codificante; Cod. RefSeq Proteina:
coédigo RefSeq da proteina FMRP.

D Caod. Ref_Seq Exons CDS Tamanr!o em Cod. Re'fSeq
Transcrito nucleotideos Proteina
1ISO1 NM 002024 17 1899pb 4411pb NP 002015
1ISO4 NR_ 033699 16 - 4215pb RNA nao codificante
1ISO6 NM 001185075 16 1614pb 4140pb NP_001172004
1ISO7 NM 001185076 16 1836pb 4348pb NP 001172005
1ISO9 NM 001185082 16 1761pb 4273pb NP 001172011
1ISO10 NR 033700 15 - 4152pb RNA nao codificante
1ISO12 NM 001185081 15 1551pb 4077pb NP 001172010

Tabela 7 - Primers desenhados com utilizagao da ferramenta Primer3 para amplificagdao dos éxons
do gene FMR1. Primer ID: nomenclatura padrdo utilizada para cada par de primer; Exons, refere-se aos
éxons do gene FMR1 amplificados pelo primer; Forward Primer: primer para amplificagdo no sentido 5’ —
3’; Reverse Primer: primer para amplificacdo no sentido 3' — 5’; Produto (pb): tamanho do produto
amplificado em pares de bases (pb).

Pr:rI;ler Exons Forward Primer Reverse Primer Pr(c;)dbt;to
P1 1 CGTGACGTGGTTTCAGTGTT AAGGAAGGGCGAAGATGG 699
P2 2 CGAGATGTTGAAATCTGTGGAG GGTTTCTTTCTTCACATTCAAGG 561
P3 3 TGTTGCTGTATTGTGTTTAGAGAAA TAGTGGGCAAAGGAACTTGC 593
P4 4eb5 GTATCTCTGCCTACCTCGGG TTGCCAAAGTCCACCAAATTT 789
P5 6e7 TGTATGTGTAAATCTGCCTGCA GCTCCCCATATTCAAGTTGTGG 459
P6 8e9 GACCCCTCATATACAGGGTCAA AAAAGAACAGATCATATTTCAAAGACT 584
P7 10 AGCGTACCCTTTTGTGCAA GTGACTAATCCAAACTCACTGCA 629
P8 11 e 12 GCTAAATAAAGTCTTAAATTGGTCCTT TGTTAACAAGGGGAATAAACATTAAA 824
P9 13 TCTGATACGTTTAAAAGGTTGCT GGCTATGTACAGGATTGCCTAAA 592
P10 14 TCCTATCATGAAGAAGTCCCCA GGAAACCATGTAGCGGCAAA 651
P11 15e 16 CCTGAAACGTCTCTGGAAGC AAATCTCAAACTACCATATTCAAACAA 892
P12 TCTTGTCAGGCCAATTACAGA TGGAAAAGTGGACCAAAACA 700
P13 TCTCGTATAGAAGTCTTCATGAAATG CCTGCTTCCAATGTTTCTTAGAC 700
P14 17 GGAAGGTCATTTCCATGTATGC AAAATCCAATCTGTTGTCGCTAA 695
P15 GCTCTTGGGCAATATTCTCTG CCCCACATATCATTAGTTTTTGTC 685
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As reacgdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador modelo ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, EUA). O volume final da PCR foi de 10 pl, contendo: 2 yg de
DNA, 0,5uM de cada par de primer, 0,25 mM de desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs),
3 mM de MgClz, 10 ul de tampéo (Tris10 mM, pH 8,5) e 0,25 unidades (U) da enzima Taq
DNA polimerase. As condicbes da PCR foram: desnaturacao inicial a 94°C por 10
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos.
Os produtos de PCR foram purificados usando o Kit Expand™ High Fidelity PCR
System (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Os produtos purificados foram entédo
sequenciados pelo método de Sanger. O preparo da reagdo de sequenciamento foi
realizado usando o kit de sequenciamento BigDye Terminator v3.1 (AppliedBiosystems,
EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. As seguintes quantidades de reagentes
foram utilizadas por reagao: 2 pl de BigDye 3.1, 1 yl de tampéao BigDye 5x Sequencing,
1 ul (5 pmol/ul) de primers, 40 ng de produto de PCR e 10 pl de agua ultrapura. Os
primers do sequenciamento foram os mesmos utilizados para a amplificacdo por PCR.

Ao final da preparacdo das amostras para a reagao de sequenciamento, foram
usadas as seguintes condi¢cbes para amplificagdo do DNA: 96°C por 1 minuto seguido
de 25 ciclos a 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos.
Ao final dos ciclos da reacédo de sequenciamento, foi feita a purificacdo por precipitagéo
com Etanol e EDTA, conforme descrito no protocolo do kit BigDye Terminator v3.1
(AppliedBiosystems, EUA). Para precipitagado, adicionou-se 2,5 ul de EDTA (125 mM) e
25 pyl de etanol 100%, seguido de homogeneizagcdo por inversao (4 vezes) e
centrifugacao a 4000 rpm por 45 minutos. Descartou-se o sobrenadante, seguido da
adicdo de 150 pl de etanol 70% e centrifugagdo a 4000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e para remover o etanol, deixou-se escorrer 0 excesso
sobre papel absorvente. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 30
minutos e embrulhadas em papel aluminio para armazenamento a 4°C até o momento
da utilizagdo. O sequenciamento foi realizado no sequenciador HiSeq 2500 (lllumina,
Inc., EUA).

O processamento das amostras, extragcao e quantificacdo de DNA e desenho de

primers foram realizados no LEM da PUCPR. Os experimentos de PCR e
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sequenciamento Sanger foram realizados em colaboragao com o Laboratério de Células
Tronco do pesquisador Dr. Alysson Muotri — Universidade da Califérnia San Diego
(UCSD, Estados Unidos). Com os dados de sequenciamento, foram realizadas as

analises de bioinformatica utilizando a estrutura computacional do LEM — PUCPR.

4.5. Analise por bioinformatica das variantes no gene FMR1 e seu possivel

papel na proteina FMRP

Os dados obtidos foram analisados utilizando o protocolo SpeedSeq (CHIANG et
al., 2015) para analise de variantes. Neste protocolo foi aplicado inicialmente o processo
de alinhamento. Foi utilizado o alinhador Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (LI; DURBIN,
2009) com parametros padrao e os dados sequenciados foram mapeados contra o
genoma de referéncia humano Hg38. Apds os dados provenientes do alinhamento foram
ordenados, indexados e armazenados em arquivos binarios em formato BAM (Binary
Alignment Map). Com estes arquivos foi realizada a identificagdo de variantes genéticas
de cada individuo em relagdo ao genoma de referéncia. As variantes identificadas foram
armazenadas em arquivos no formato VCF (Variant Call Format).

Posteriormente, as variantes identificadas foram submetidas a um processo de
anotacao, as quais foram geradas as seguintes informagdes: frequéncia populacional
em bancos de dados de exomas de pessoas saudaveis, como do NHLBI Grand
Opportunity (NHLBI GO Exome Sequencing Project, 2018), 1000 Genomas (GIBBS et
al., 2015), do Exome Aggregation Consortium (ExAC) (LEK et al., 2016) e ClinVar
(LANDRUM et al., 2014). Além disso, foi também incluido o cddigo das variantes
geneéticas usando o sistema Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP)
(SHERRY et al., 2001).

Outros softwares foram utilizados para prever a patogenicidade das variantes
encontradas a nivel proteico. PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2) (ADZHUBEI et
al., 2010) prediz o possivel impacto de substituicido de aminoacidos na estabilidade e
funcdo de proteinas utilizando consideragdes destas mudancgas a nivel estrutural e
evolucionario. Estas propriedades sao utilizadas para se estimar a probabilidade de
mutagdes nao sindnimas possuir efeito deletério na proteina. O software SIFT (Sorting
Intolerant From Tolerant) (VASER et al., 2016), através de uma busca da sequéncia de

uma proteina em uma base de dados de proteinas permite a obtencédo de sequéncias de
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proteinas homélogas. As sequéncias apropriadas sao escolhidas, alinhadas e, para uma
posicao especifica, SIFT examina a composicdo de aminoacidos e calcula a pontuagao.
Um score SIFT é uma probabilidade normalizada de observar o efeito de um novo
aminoacido em determinada posi¢ao e varia de 0 (efeito deletério) a 1 (efeito tolerado).
A ferramenta PredictSNP2 (BENDL et al., 2016) utiliza um modelo que combina o
resultado de seis ferramentas de predigao do efeito de mutagdes na fungéo da proteina.
O score PredictSNP2 varia de -1 a +1 (-1 a 0 efeito neutro e 0 a +1 efeito deletério).
MutationTaster (SCHWARZ et al., 2014) € um software que prediz a consequéncia
funcional da substituicdo de aminoacidos, alteracbes intrbnicas e mutacdes que
abrangem jungbes entre introns/éxons. O score da ferramena Mutation Taster é
compreendido no intervalo de 0 a 1 e indica probabilidade de predicdo: quanto mais
proximo de 1 observa-se maior confiabilidade quanto ao resultado da predi¢cédo. Ja os
softwares BDGP Splice Site Prediction by Neural Network (Nnsplice) (REESE et al.,
1997) e Human Splicing Finder (DESMET et al., 2009) sao ferramentas utilizadas para
predizer possiveis efeitos de modificagbes em regides de splicing.

As bases de dados PolymiRTS (Polymorphism in microRNAs and their
TargetSites) (BHATTACHARYA; ZIEBARTH; CUI, 2014) e MirSNP (LIU et al., 2012)
foram utilizadas para analisar variantes genéticas em sitios de ligagao de microRNA
(miRNA) e mRNA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secéo sao apresentados e discutidos os resultados obtidos nesta pesquisa.
Na secdo 5.1 demonstrou-se a forma com que participantes da pesquisa foram
selecionados por meio do checklist proposto. A partir dos participantes selecionados, foi
descrito na segao 5.2 os resultados obtidos a partir do processamento das amostras
biologicas para extragdo do DNA das mesmas. Finalmente, na seg¢do 5.3, séo
apresentados e discutidos os resultados do sequenciamento genético, incluindo
deteccao das variantes genéticas por métodos de bioinformatica, descrigdo das variantes

e analise funcional in silico do impacto das mesmas na fungéo da proteina FMRP.

5.1. Aplicagao de um checklist para sele¢ao de individuos para a pesquisa

A partir do checklist construido foi dado inicio a etapa de sele¢cédo dos probandos
participantes desta pesquisa. Para tal, o checklist foi aplicado em 54 individuos
cadastrados no ILK que apresentam diferentes caracteristicas de SXF, e com resultado
de teste genético (PCR e/ou Southern blot) negativo para a expansao CGG, isto €, ndo
apresentam mutacdo completa. Para cada probando, foi obtida pontuacdo para o
checklist a partir da somatoéria dos pesos atribuidos a cada caracteristica apresentada
pelo individuo. Posteriormente os valores obtidos foram comparados com os dados
utilizados para a construgao do checklist (probandos com teste genético positivo) (Figura
10).

Todos os individuos que apresentaram teste genético negativo para SXF e que
apresentaram score 242,97 foram selecionados (Figura 11), resultando em 33 individuos
selecionados de ambos os sexos e diferentes idades. Com o objetivo de genotipar os
casos mais relevantes, aplicamos de forma complementar o Checklist do X Fragil (do
inglés Fragile X Checklist) proposto por Hagerman e colaboradores (1991) (Tabela 8).
Segundo este Checklist as chances de um individuo ser positivo para a sindrome
aumentam conforme o score calculado é maior: individuos com score entre 2 a 5, as
chances sao praticamente nulas; de 6 a 10 as chances sao de 3%; score 11 a 15, chance
de 4%; score 16 a 18, chance de 45% e de 19 a 21 chance de 50%. Os scores de
Hagerman foram calculados para os individuos, e os resultados mostram que nenhum

deles apresentou score (segundo Hagerman et al., 1991) entre 2 e 5, sugerindo que, de
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forma equivalente ao checklist proposto neste trabalho, todos podem serem positivos
para a sindrome. Desta forma, dentre os 33 individuos previamente selecionados, foi
possivel a coleta de material biolégico de 20 participantes do estudo (indicados por * na
Tabela 8). Os demais participantes nao foram considerados devido a problemas de

aCcessos aos mesmos.
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90,00 91,67y~

80,00

70,00

60,00
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40,00

30,00

20,00

13,75
10,00 263 g 26
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Figura 10 — Distribuicdo dos valores de score na populagao positiva (167
individuos) e negativa (54 individuos) para SXF. A linha pontilhada
representa o score minimo observado na populagéo positiva de 42,97 (ponto
de corte). Positivos correspondem a individuos com mutagédo completa (>200
repeticbes CGG); Negativos correspondem a individuos com <200 repetigoes
CGG.
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Figura 11 — Descricao das etapas realizadas para selegcdo dos individuos participantes desta
pesquisa. Inicialmente 221 fichas de individuos cadastrados no ILK foram divididas em dois grupos: a)
grupo composto por 167 fichas de individuos com diagnéstico genético comprovando MC (>200 repeticdes
CGG) e b) grupo composto por 54 fichas de individuos com diagndstico genético negativo para SXF (<200
repeticdes CGG). No primeiro grupo, foi realizada coleta de dados referentes a caracteristicas fisicas e
comportamentais de cada individuo, permitindo identificar as caracteristicas mais frequentes em 167
individuos com SXF. Estes dados foram utilizados para construir um checklist, no qual, as caracteristicas
mais frequentes possuem um maior peso, resultando em um score para cada um individuo. Os resultados
de score de cada um dos 167 individuos permitiram determinar que o score minimo para este grupo € de
42,97. No segundo grupo, aplicamos o checklist proposto (as informagdes para responder o checklist foram
obtidas das fichas cadastrais) e aqueles individuos com score 242,97 foram previamente selecionados
para participar da pesquisa e os individuos com score <42,97 foram excluidos. Entre os 33 individuos
previamente selecionados, 20 participaram da pesquisa.



Tabela 8 — Individuos selecionados com base no score gerado pelo checklist criado
(242,97). Os cddigos dos individuos (ID) destacados com * representam os 20 individuos que
participaram da pesquisa.

Score Score

ID Segundo checklist proposto  Segundo Hagerman et al., 1991 Sexo ldade
PNO02* 45,44 9 M 26
PNO4* 49,15 10 M 21
PNO6 54,34 : M 9
PNO8* 62,96 16 M 24
PNO9* 70,09 11 M 6
PN11* 70,16 15 M 8
PN13* 58,12 16 M 10
PN15 45,23 : M 8
PN20* 61,97 16 M 15
PN21* 49,57 15 M 23
PN23 65,03 F 12
PN25 58,12 M 9
PN26 54,63 M 9
PN27 58,26 : M 16
PN28* 53,21 11 M 26
PN30 65,17 : M 13
PN31* 66,31 17 M 12
PN34* 57,05 8 F 28
PN36 79,49 : M 10
PN38* 54,63 7 M 17
PN39* 53,28 11 M 13
PN40* 67,74 19 M 8
PN41* 65,88 17 M 8
PN42* 55,27 10 M 9
PN44* 49,64 13 F 5
PN45* 81,26 22 M 17
PN46 48,93 M 11
PN47 75,50 M 15
PN49 51,78 M 19
PN50 46,15 : M 17
PN51* 56,98 13 M 10
PN52 45,23 : M 19
PN53* 63,11 14 M 18
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5.1.1. Caracteristicas fenotipicas de individuos com Sindrome do X Fragil
Apods a selecao dos participantes da pesquisa por meio do checklist, foi observado
que as caracteristicas mais frequentes na populagdo com teste positivo e negativo para
SXF s&o similares com relagao a ordem de frequéncia com que ocorrem, porém em todos
0s casos, a frequéncia é maior na populacédo geneticamente positiva (Tabela 9).

Tabela 9 — Relagao das caracteristicas mais frequentes na populagdo geneticamente positiva e
negativa para SXF.

% X frageis Positivos % X frageis Negativos

Caracteristicas (n° observado/n° total) (n° observado/n® total)

Déficit de atencao

82,6% (138/167)

59,3% (32/54)

Ansiedade

78,4% (131/167)

57,4% (31/54

Pobre contato visual

71,8% (12/167)

50,0% (27/54

Fala perseverante

69,4% (116/167)

48,1% (26/54

Deficiéncia Intelectual ou dificuldades no
aprendizado

65,9% (11/167

Hiperatividade

64,1% (17/167

42,6% (23/54

Estereotipias

63,5% (16/167

~ [~ | —~ |~ |~ |~

38,9% (21/54

Face alongada, mandibula proeminente e/ou
orelhas grandes

35,2% (19/54)

Defensivo tatiimente

47,3% (79/167

(
(
(
42,6% (23/54
(
(
(
(

24,1% (13/54)

Diagnéstico de autismo

40,1% (67/167

18,5% (1/54)

Macroorquidia

)
)
)
51,5% (86/167)
)
)
)

38,3% (64/167

18,5% (1/54)

Hiperextensibilidade das articulagcdes

29,9% (5/167)

Historico familiar de Deficiéncia Intelectual

29,3% (49/167)

18,5% (1/54)

Calosidade nas méos

27,5% (46/167)

(

(
18,5% (1/54)

(

(

14,8% (8/54)

Atraso para comegar a falar

23,9% (4/167)

13,0% (7/54)

Comportamento agressivo em situagoes de
estimulacao

17,4% (29/167)

7,4% (4/54

Atraso para comegar a caminhar/engatinhar

16,2% (27/167)

5,6% (3/54

Historico familiar de Ataxia

14,4% (24/167)

3,7% (2/54

Historico familiar de Menopausa precoce

9,0% (15/167)

— [ — |~ | ~—

3,7% (2/54

As caracteristicas mais frequentemente observadas nos 167 probandos positivos
envolvem aspectos cognitivos e comportamentais ao invés de caracteristicas fisicas:
déficit de atengdo (82,6%), ansiedade (78,4%), pobre contato visual (71,8%), fala
perseverante (69,4%), deficiéncia intelectual ou dificuldades de aprendizado (65,9%),
hiperatividade (64,1%) e estereotipias (63,5%).

Déficit de atencdo e ansiedade, apesar de serem caracteristicas que podem
apresentar comorbidade com outras sindromes do espectro do autismo, foram os mais

frequentes (82,6% e 78,4% respectivamente). Pobre contato visual, considerado um bom
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indicativo para SXF (HAGERMAN; AMIRI; CRONISTER, 1991; BOY et al., 2001) foi a

terceira caracteristica mais frequente, observada em 71,8% dos individuos.

5.2. Analise do material genético dos participantes da pesquisa

Apos a selecdo dos probandos da pesquisa com base no critério de corte do
checklist, foram selecionados 20 individuos com maior score e com disponibilidade para
realizar a etapa de coleta de material biologico para estudo genético. Na primeira etapa,
realizamos coleta de material de todos os probandos selecionados.

O grupo amostral desta pesquisa é composto por 18 individuos do sexo masculino
e 2 do sexo feminino (Tabela 10) com faixa etaria variando entre 5 a 28 anos (média =
15,2 anos).

Tabela 10 — Distribui¢cao percentual da frequéncia de amostras quanto ao sexo.
Populagao negativa

Frequéncia
Sexo Absoluta Relativa
Masculino 18 90%
Feminino 2 10%
Total 20 100%

Apos recebimento das amostras bioldgicas, foi realizada a extracdo de DNA dos
20 individuos participantes. Em seguida foi determinada a concentragao e pureza do
material extraido das amostras de DNA pelo método de absorbancia em
espectrofotdmetro (Tabela 11). O DNA extraido foi amplificado por meio da técnica de
PCR e sequenciado pelo método de Sanger.

Tabela 11 — Resultados de concentragao e pureza de DNA extraido dos 20 individuos
participantes.

(continua)
ID Concentragdao DNA Volume Total Concentragao total Az60/A2s0
PNO2 276,6 ng/ul 50ul 13830 ng 1,86
PNO4 71,4 ng/pl 50ul 3570 ng 1,72
PNO8 51,1 ng/pl 100ul 5110 ng 1,76
PNO9 72,7 ng/pl 100ul 727 ng 1,83
PN11 21,5 ng/pl 100ul 215 ng 1,70
PN13 101,9 ng/pl 50ul 5095 ng 1,85
PN20 95,9 ng/pl 50ul 4795 ng 1,85
PN21 99,9 ng/pl 50ul 4995 ng 1,80

PN28 99,3 ng/ul 50l 4965 ng 1,75
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(concluséo)

ID Concentragdao DNA Volume Total Concentragao total Az60/A2s0
PN31 107,7 ng/pl 50ul 5385 ng 1,94
PN34 78,6 ng/ul 100ul 786 ng 1,58
PN38 53,5 ng/pl 100ul 5,35 ng 1,40
PN39 92,2 ng/pl 50ul 4,610 ng 1,95
PN40 30,6 ng/pl 100ul 3,06 ng 1,68
PN41 108,2 ng/pl 50ul 5,410 ng 1,91
PN42 231,6 ng/pl 50ul 11,58 ng 1,90
PN44 108,8 ng/pl 50ul 5,44 ng 1,78
PN45 199,1 ng/pl 50ul 9955 ng 1,80
PN51 61,9 ng/pl 100ul 6,19 ng 1,70
PN53 476,2 ng/pl 50ul 23,81 ng 1,94

ID é a identificagdo do individuo participante, onde PN refere-se ao cédigo utilizado para
identificar os individuos considerados negativos (PN=paciente negativo);
5.3. Identificagdo de variantes genéticas no gene FMR1
Os resultados obtidos a partir das analises das amostras de saliva dos 20
individuos participantes foram classificados em dois grupos: conclusivos e
indeterminados. Os resultados foram definidos como conclusivos quando os éxons foram
amplificados corretamente pelos primers, gerando produtos para sequenciamento
genético. Por outro lado, quando os éxons do gene FMR1 apresentaram falhas na
amplificacdo, impossibilitando o sequenciamento, foram classificados como
indeterminados. A analise dos 17 éxons das 22 amostras resultou em 300 amplificagdes,
das quais 222 (74%) foram conclusivas e 93 (26%) indeterminadas (Figura 12). No
apéndice F, é possivel verificar os detalhes dos primers amplificados para cada amostra.
Por meio da analise de dados, os primers P1 e P8 apresentaram eficiéncia abaixo de
10% para amplificacdo das amostras. Os primers P6 e P8 amplificaram
aproximadamente 50% das amostras e os primers restantes apresentaram eficiéncia de

amplificagcao superior a 65%.
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Figura 12 — Relagao do numero de amostras que amplificaram para cada primer utilizado
na amplificagao dos éxons do gene FMR1.

5.3.1. Caracteristicas das variantes genéticas encontradas

A analise por sequenciamento do gene FMR1 permitiu identificar que das 20
amostras analisadas, 9 (45%) (Tabela 12) apresentaram variantes genéticas no gene
FMR1. Todos os individuos sdo do sexo masculino e as caracteristicas mais observadas
incluem: déficit de atencao, deficiéncia intelectual ou dificuldades de aprendizado,
hiperatividade e estereotipias e pobre contato visual.

Tabela 12 — Caracteristicas dos 9 individuos que apresentaram algum tipo de variante genética no
locus do gene FMR1. ID: identificagdo do individuo participante, onde PN refere-se ao cédigo utilizado
para identificar os individuos considerados negativos (PN=paciente negativo); Fendtipo: caracteristicas

apresentadas pelo individuo (tais informagdes foram obtidas a partir das fichas dos individuos cadastrados
no Instituto Lico Kaesemodel); Sexo: M — masculino; Idade: idade do participante no momento da coleta

das amostras.

(continua)
. Repeti¢oes
ID Fenétipo Sexo Idade CGG
Dl ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao,
defensivo tatilmente, estereotipias, fala perseverante,
PNO8 hiperextensibilidade das articulagdes, ansiedade, calosidade nas M 24 ND
maos.
DI ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao,
PNO9 defensivo tatiimente, estereotipias (movimentos repetitivos), pobre M 6 8

contato visual, hiperextensibilidade, testiculos grandes, ansiedade,

diagnosticado com autismo

DI ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao,

PN13 pobre contato visual, fala perseverante, hiperxtensibilidade, face M 10 23
alongada, mandibula proeminente, orelhas grandes, ansiedade.
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(concluséo)

oy Repeticoes
ID Fenotipo Sexo Idade CGG

DI ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao,

PN21 estereotipias, pobre contato visual, fala perseverante, diagnésticode M 23 28
autismo.
DI ou dificuldades de aprendizado, déficit de atengéo, defensivo

PN40 tatiimente, estereotipias, pobre contato visual, fala perseverante, M 8 99
face alongada, mandibula proeminente, histérico familiar de DI,
ansiedade.
Hiperatividade, déficit de atengdo, defensivo tatiimente,

PN41 estereotipias, pobre contato visual, face alongada, testiculos M 8 47

grandes, histérico familiar de DI, ansiedade, diagnéstico de autismo.
DI ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao,
PN42 estereotipias, pobre contato visual, face alongada e/ou orelhas M 9 ND
grandes, ansiedade
DI ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao,
atraso para comecar a falar e caminhar/engatinhar, estereotipias,
PN45 fala perseverante, hiperextensibilidade, orelhas grandes, testiculos M 17 ND*
grandes, histérico familiar de DI, histérico familiar de menopausa
precoce e ansiedade.
DI ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao,
PN53 atraso para comegar a falar e caminhar/engatinhar, estereotipias, M 18 26
pobre contato visual, fala perseverante, ansiedade.
DI, deficiéncia intelectual; ND, nao disponivel, os responsaveis nao relataram os resultados. ND*, apesar
de ndo haver dados referentes a repeticdes CGG no individuo PN45, resultados determinados pela técnica
PCR indicam que a mae do individuo possui alelos normais (alelo 1: 28 repetigbes CGG; alelo 2: 26
repeticdes CGG).

No total foram encontradas 10 variantes do tipo SNVs detectadas nos individuos
participantes (Tabela 13), das quais NM_002024:¢c.1276-93A>T e
NM_002024:c.*1174C>T estavam presentes em 3 individuos cada e
NM_002024:c.414G>A e NM_002024:¢c.52-112A>G em 2 individuos cada. As demais
variantes ocorreram de forma individual nos individuos PN0O9, PN40, PN41, PN42 e PN53
(Figura 13).
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Tabela 13 — Analise do locus do gene FMR1 de 20 probandos. ID: identificagdo do individuo participante, onde PN refere-se ao codigo utilizado
para identificar os individuos considerados negativos (PN=paciente negativo); Posicao genémica: locus da variante (GRCh38); Ref.: nucleotideo
de referéncia; Alt.: nucleotideo alterado; Regido do gene: corresponde a regido do gene FMR1 que a variante atinge; Zigosidade: descreve a
similaridade ou dissimilaridade do DNA entre cromossomos homdélogos em uma posicao alélica especifica; Céd. RefSeq Transcrito: cédigo RefSeq
do transcrito de FMR1; Impacto da variante: tipo de variante e seu efeito na constituicdo quimica do gene; Variante: corresponde a variante genética
encontrada; Zigosidade: descrigdo do gendtipo do individuo no /ocus génico em questéo; ID SNP: identificador SNP na versdo dbSNP 147; NHLBI-
ESP: Frequéncia alélica alternativa em todos os sujeitos do projeto NHLBI-ESP com 6500 exomas; 1000G: Conjunto de dados de variantes do
Projeto 1000 Genomas lancado em agosto de 2015; ExAC: Todos os individuos no conjunto de dados ExAC.

s : i Impacto Frequéncia alélica
ID mw”w__wﬂm Ref. Alt. a__wmm._w:w Zigosidade o%M.:mewn da Variante IDSNP NHLBI-
variante ESP

PNO2

PNO4 . . .. . . . . . . . .

PNO8 147,928,802 G A éxonb IoBONGoﬁo NM_002024  Sinbnima  c.414G>A rs25707 0.1116  0.0996026 0.0868
147,950,018 C T 3'UTR Homozigoto NM_002024 c.*1174C>T rs25704 0.495629 0.2834

PNO9 147,932,423 A C intron7 Heterozigoto NM_002024 c.631-2A>C

PN11 . . . . . . . .

PN13 147,943,038 A T intron 13 Homozigoto NM_002024 c.1276-93A>T  rs25719 0.077351

PN20 . . . . . . . .

PN21 147,943,038 A T intron 13 Heterozigoto NM_002024 c.1276-93A>T  rs25719 0.077351

PN28

PN31

PN34

PN38

PN39 . . .. . . . . . .

PN40 147,950,018 C T 3'UTR  Homozigoto NM_002024 . c.*1174C>T rs25704 . 0.495629  0.2834
147,928,802 G A éxon5  Heterozigoto NM 002024  Sinénima  c.414G>A rs25707 0.1116  0.0996026 0.0868

PN41 147,936,410 C T intron9 Homozigoto NM_ 002024 c.881-94C>T rs29284 0.0495364 .
147,950,018 C T 3UTR  Heterozigoto NM_002024 c.*1174C>T rs25704 0.495629  0.2834
147,921,821 A G Intron1 Heterozigoto NM_ 002024 c.52-112A>G rs25726 . 0.10596 .

PN42 147,932,626 cC T @::o:m Homozigoto NM_002024 c.801+31C>T rs150724379 0.0239 0.0249007 0.0301
147,943,038 A T Intron 13 Homozigoto NM_002024 c.1276-93A>T  rs25719 0.077351 .
147949906 A T 3UTR  Heterozigoto NM_002024 c.*1062A>T rs11798323 0.0217219  0.0568

PN44 . . .. . . . . .

PN45 147,921,821 A G ?z,oi Homozigoto NM_002024 c.52-112A>G rs25726 . 0.10596 .
147925532 A C Intron2 Homozigoto NM_002024 c.105-8A>C rs183745963 0.0042 0.00397351 0.0013

PN51 . . . . . . . .

PN53 147,940,765 A G intron 13 Homozigoto NM 002024 c.1275+103A>G rs25701 0.0603974
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NM_002024:c.631-2A>C
NM_002024:c.881-94C>T
NM_002024:¢c.1275+103A>G
NM_002024:c.105-8A>C
NM_002024:c.*1062A>T
NM_002024:¢c.801+31C>T
NM_002024:¢.52-112A>G
NM_002024:c.414G>A
NM_002024:c.1276-93A>T
NM_002024:c.*1174C>T

Variante genética

o
=
w

2
N2 de individuos portadores

Figura 13 — Frequéncia das variantes genéticas encontradas no gene FMR1
de 9 individuos nao portadores de mutagao completa e com caracteristicas
relacionadas a SXF.

No individuo PNO8 de 24 anos, com deficiéncia intelectual ou dificuldades de
aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao, defensivo tatiimente, estereotipias, fala
perseverante, hiperextensibilidade das articulagbes, ansiedade e calosidade nas maos,
encontramos duas variantes genéticas. A primeira € uma variante sindnima c.414G>A
(rs25707) ocorrendo no éxon 5 do gene FMR1 (chrX: 147,928,802). Tal variante, néo
altera a sequéncia de aminoacidos da proteina FMRP (p.Arg138=) e portanto, ndo deve
ter relacédo com as caracteristicas observadas. A segunda variante genética ocorre na
regido regulatéria 3’'UTR (chrX: 147,950,018) e foi responsavel pela substituigdo de uma
citosina pela base timina (c.*1174C>T, rs25704).

Estas mesmas variantes (c.414G>A e ¢.*1174C>T), também foram observadas
no individuo PN41, o qual apresentou uma terceira variante genética (c.881-94C>T,
rs29284). Esta ultima, responsavel pela substituicido de uma citosina pelo nucleotideo
timina, ocorre no intron 9 do gene FMR1. Com 8 anos de idade, PN41 possui diagnéstico
de autismo e apresenta 47 repeticoes CGG (alelo intermediario ou zona cinza)
determinado por PCR (exame repetido e confirmado). Além do autismo, as seguintes
caracteristicas sdo observadas: hiperatividade, déficit de atencéo, defensivo tatiimente,
estereotipias, pobre contato visual, face alongada, testiculos grandes, histérico familiar

de deficiéncia intelectual e ansiedade.
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Um terceiro individuo (PN40) também possui a variante ¢.*1174C>T na regiao
3'UTR. PN40 possui as seguintes caracteristicas: deficiéncia intelectual ou dificuldades
de aprendizado, déficit de atencao, defensivo tatiimente, estereotipias, pobre contato
visual, fala perseverante, face alongada, mandibula proeminente, historico familiar de
deficiéncia intelectual e ansiedade. Analises mostram que este individuo possui 99
repeticoes CGG (pré-mutacéo, determinado por PCR) e cariétipo masculino normal
(46,XY).

Um ponto interessante a respeito dos individuos PN41 e PN40, € que dados da
literatura indicam que individuos que carregam os alelos intermediarios apresentam
desenvolvimento tipico, sem caracteristicas da sindrome o mesmo ocorre nos individuos
pré-mutados, com a diferencas de que estes podem desenvolver na vida adulta
FXTAS/FOP. Entretanto, reportamos aqui, dois individuos jovens (8 anos de idade) nao
relacionados e que carregam repeticdes CGG fora do limite considerado normal (5 a 44)
apresentando caracteristicas da sindrome.

No individuo PNQ9, encontramos a substituicdo do nucleotideo adenina por
citosina (c.631-2A>C) no intron 7 do gene FMR1 (chrX:147,932,423). Esse individuo do
sexo masculino e com 6 anos, possui 28 repeticdes CGG (determinado por PCR) e foi
diagnosticado anteriormente com autismo. Outras caracteristicas observadas incluem:
deficiéncia intelectual ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atencéo,
defensivo tatilmente, estereotipias, pobre contato visual, hiperextensibilidade, testiculos
grandes e ansiedade.

Outra variante intrénica foi encontrada em um individuo (PN13) com deficiéncia
intelectual ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atencdo, pobre
contato visual, fala perseverante, hiperextensibilidade, face alongada, mandibula
proeminente, orelhas grandes e ansiedade. A analise molecular por PCR do gene FMR1
identificou 23 repeticdes CGG, além disso, o cariotipo com bandeamento mostra que o
cariotipo masculino € normal (46,XY). A variante encontrada neste individuo ocorre no
intron 13 do gene FMR1 (chrX: 147,943,038) e substituiu uma adenina por uma timina
(c.1276-93A>T, rs25719). Esta mesma variante foi encontrada em outros dois individuos
nao relacionados: PN21 e PN42. O individuo PN21 possui 28 repeticdes CGG

(determinado por PCR) e além do diagnéstico de autismo, apresenta as seguintes
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caracteristicas: deficiéncia intelectual ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade,
déficit de atencao, estereotipias, pobre contato visual e fala perseverante.

No individuo PN42 com deficiéncia intelectual ou dificuldades de aprendizado,
hiperatividade, déficit de atencéo, estereotipias, pobre contato visual, face alongada e/ou
orelhas grandes e ansiedade, encontramos quatro variantes. Além da variante ¢.1276-
93A>T no intron 13, encontramos outras duas variantes intrénicas: c.52-112A>G
(rs25726) e ¢.801+31C>T (rs150724379) nos introns 1 e 8 respectivamente. A quarta
variante (c.*1062A>T, rs11798323) foi encontrada na regiao 3'UTR do gene FMR1.

No individuo PN45, duas variantes foram encontradas. A primeira ocorreu no
intron 1 (chrX: 147,921,821) e alterou o nucleotideo adenina por guanina (c.52-112A>G,
rs25726) e a segunda variante ocorreu no intron 2 (chrX: 147,925,532) alterando uma
adenina por citosina (c.105-8A>C, rs183745963). As caracteristicas observadas no
PN45 sao: deficiéncia intelectual ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit
de atencdo, atraso para comecar a falar e caminhar/engatinhar, estereotipias, fala
perseverante, hiperextensibilidade, orelhas grandes, testiculos grandes, histérico familiar
de deficiéncia, historico familiar de menopausa precoce e ansiedade. Apesar de nao
haver dados referentes a repeticdes CGG no PN45, resultados determinados pela
técnica PCR indicam que a mae do individuo possui alelos normais (alelo 1: 28 repeti¢cdes
CGG; alelo 2: 26 repetigdes CGG), o que permite concluir que PN45 também carrega o
alelo normal.

Por ultimo, no individuo PN53 encontramos a variante ¢.1275+103A>G (rs25701).
PN53 possui 26 repeticoes CGG (determinado por PCR) e apresenta as seguintes
caracteristicas: deficiéncia intelectual ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade,
déficit de atengao, atraso para comecgar a falar e caminhar/engatinhar, estereotipias,
pobre contato visual, fala perseverante e ansiedade.

Em relacéo a regido do gene onde a variante ocorre, um caso (10%) ocorreu em
regiao codificante do gene e nove (90%) em regides nao codificantes.

Dentre os casos avaliados, nove variantes (90,9%) ja foram reportadas na base
de dados dbSNP (SHERRY et al., 2001). Dados obtidos das bases NHLBI-ESP (NHLBI
GO Exome Sequencing Project, 2018), 1000 Genomas (GIBBS et al., 2015) e EXAC (LEK

et al., 2016) mostram que cinco (50%) destas variantes s&o consideradas comuns (alta
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frequéncia populacional) em bancos de dados populacionais de individuos neurotipicos:
c.414G>A, c.*1174C>T, ¢.1276-93A>T, ¢.52-112A>G e ¢.1275+103A>G. Nota-se que 4
variantes (40%), ¢.881-94C>T, c.801+31C>T, c.*1062A>T e ¢.105-8A>C possuem baixa
frequéncia populacional (presentes em pelo menos 5% da populacao) (Tabela 13). Ja a
variante c.631-2A>C ndo é reportada nos dados populacionais analisados, sendo,

portanto, descrita pela primeira vez por este trabalho.

5.3.2. Predicao in silico do efeito das variantes na proteina FMRP

Para verificar se as variantes genéticas identificadas apresentam efeito deletério
na fungdo da proteina FMRP, foram conduzidas analises in silico das 10 variantes
encontradas no gene FMR1 dos participantes da pesquisa. Para isso, foram utilizadas
ferramentas de predicdo que permitiram identificar se as variantes genéticas possuem
efeitos deletérios ou neutros na funcao da proteina FMRP (Tabela 14).

Entre as bases consultadas, PolyPhenZ2 foi a unica que nao relatou nenhuma das
10 variantes e por isso ndo esta listado na Tabela 14. Ja a base ClinVar anota as
variantes ¢.801+31C>T (rs150724379) e c.414G>A (rs25707) como benignas (sem
doenga associada), sendo a segunda (c.414G>A) sem efeito na proteina FMRP
conforme predicéo in silico da ferramenta SIFT. Além disso, ambas as variantes possuem
possivel efeito neutro na proteina FMRP segundo a ferramenta PredictSNP2. Dada estas
evidéncias, estas variantes ndo serdo objeto de maior aprofundamento.

Quando analisamos as variantes por meio da ferramenta PredictSNP2,
identificamos que outras 4 variantes também apresentaram-se como neutras, sem alterar
a funcao da proteina: ¢.*1174C>T, ¢.881-94C>T, ¢.52-112A>G, e ¢c.1275+103A>G. As 4
variantes restantes foram anotadas como deletérias: ¢.631-2A>C, ¢.1276-93A>T
c.*1062A>T e ¢.105-8A>C.

Ja a ferramenta Mutation Taster indica que apenas a substituicdo ¢.631-2A>C,
encontrada no individuo PNQ9, possui efeito deletério na proteina FMRP.

Entre as variantes reportadas, algumas nao possuem informacgdes reportadas em
algumas das bases de dados utilizadas, como o ClinVar. Também nao ha dados na
literatura a respeito das mesmas, o que acaba limitando um aprofundamento sobre estas
apenas por ferramentas in silico. Além disso, elas foram reportadas com possivel efeito

neutro na proteina FMRP. Por este motivo, ndo realizamos uma exploragdo mais
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profunda nas variantes: ¢.*1174C>T (rs25704), c. 881-94C>T (rs29284), c.52-112A>G
(rs25726) e c. 1275+103A>G (rs25701).

Com base nas informagdes expostas e por meio da aplicacdo de diferentes
técnicas de bioinformatica, porém todas validadas por experimentos de laboratério,
identificamos quatro variantes genéticas com possivel efeito deletério na proteina FMRP:
c.631-2A>C, ¢c.1276-93A>T, c.*1062A>T e c.105-8A>C. A partir disso, foi realizada uma

investigacado mais aprofundada destas variantes.
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Tabela 14 — Anotagao das variantes genéticas em ferramentas de previsdo do possivel impacto de substituicao de aminoacidos na
proteina. ID: identificagcdo do individuo participante; Variante: corresponde a variante genética encontrada; ID SNP: identificador SNP na versao
dbSNP 147; Regiéo do gene: corresponde a regido do gene FMR1 que a variante atinge; ClinVar: significado clinico da variante de acordo com o
banco de dados ClinVar; SIFT score: prevé se uma substituicio de aminoacidos afeta ou ndo a fungao da proteina, o score SIFT varia de 0
(deletério) a 1 (tolerado); SIFT predigédo: associado ao SIFT score, prevé se os efeitos da variante sao deletérios ou tolerados pela proteina;
PredictSNP2 score: o valor de score reportado pertence ao intervalo -1 a +1, variantes dentro do intervalo -1 a 0 sdo consideradas neutras e
variantes no intervalo 0 a +1 sado consideradas deletérias; PredictSNP2 predigao: associado ao score, prevé se os efeitos da variante sao deletérios
ou tolerados pela proteina; Mutation Taster score: probabilidade da predigdo, onde 1 = alta probabilidade; Mutation Taster predi¢ao: associado ao
score, prevé se os efeitos da variante sao deletérios ou tolerados pela proteina.

ID Variante ID SNP Regido do gene ClinVar SIFT PredictSNP2 MutationTaster
score predicao score predicdo score predigao
PNOS c.414G>A rs25707 Exon 5 Benigna 1 Tolerado -1 Neutra
c.*1174C>T rs25704 3UTR . .. -1 Neutra ..
PNO9 ¢.631-2A>C . intron 7 . .. 1 Deletéria 1 Deletéria
PN13 ¢.1276-93A>T rs25719 intron 13 . . 1 Deletéria
PN21 ¢.1276-93A>T rs25719 intron 13 . .. 1 Deletéria
PN40 c¢.*1174C>T rs25704 JUTR . . -1 Neutra
c.414G>A rs25707 Exon 5 Benigna 1 Tolerado -1 Neutra
PN41 ¢.881-94C>T rs29284 intron 9 . .. -1 Neutra
c.*1174C>T rs25704 3UTR . .. -1 Neutra
c.52-112A>G rs25726 intron 1 . o -1 Neutra
PN42 c.801+31C>T rs150724379 m::o: 8 Benigna .. -1 Neutra
c.1276-93A>T rs25719 Intron 13 . .. 1 Deletéria
c.*1062A>T rs11798323 3'UTR . .. 1 Deletéria
PN45 c.52-112A>G rs25726 m::oi . .. -1 Neutra
c.105-8A>C rs183745963 Intron 2 . .. 0,33 Deletéria

PN53 ¢.1275+103A>G rs25701 intron 13 . .. -1 Neutra
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Variante genética c.631-2A>C:

Identificamos a variante intrébnica NM_224:c.631-2A>C (chrX:147,932,423)
(Figura 14) em um individuo (PNO9) do sexo masculino que apresentou as seguintes
caracteristicas fenotipicas: dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de
atencao, defensivo tatiimente, estereotipias (movimentos repetitivos), pobre contato
ansiedade e

visual, hiperextensibilidade das articulagbes, testiculos grandes,

diagnosticado com autismo.
Esta variante ndo esta anotada em bancos de dados de frequéncia populacional

(n&o ocorre na populagao neurotipica) e € prevista com efeito deletério na proteina FMRP

pelas ferramentas PredictSNP2 e Mutation Taster.
A substituigdo intrbnica ocorre no sitio receptor de splicing, alterando sua

integridade. O nucleotideo alterado esta localizado na posigédo -2 do intron 7 do gene
FMR1 (Figura 15).
c.631-2A>C

ATTTCA TG AACAGT T AA A GG A

Cc CC GAGTTCAAGG CAGCTTGCC TCGAGATT

TN i } \ ‘
| \/\ f v | / \ ‘ |
| W) ‘ N LUW___JnJ f RRVLALL,

Figura 14 — Eletroferograma correspondente ao sequenciamento do éxon 8 do gene FMR1. A
sequéncia de DNA da jung¢do do intron 7 com o éxon 8 do individuo PNQO9, com uma substituicdo de
adenina por citosina (¢.631-2A>C). Os nucleotideos destacados com retangulo verde representam a regiao
do éxon 8 e os sem destaque, o intron 7. O score de qualidade (Phred score) para o nucleotideo alterado

(C) possui o valor 10, indicando uma probabilidade de 90% deste nucleotideo ter sido corretamente

atribuido.
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mv chrX (q27.3)
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b) chrX: 147,915,000 | 147,920,000 | 147,925,000 | 147,930,000 | 147,935,000 | 147,940,000 | 147,945,000 | 147,950,000 |
NCBI RefSea aenes. curated subset (NM *, NR *.and YP *) - Annotation Release GCF 000001405.37 GRCh38.p11 (2017-12-22)
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s ST el = Sitio receptor ~~~==--- —_——
T de splicing (3') /;“
J |' B....... o e SESTITYY o SRS & AG Il
Sitio doador Intron 7 _ :
de splicing (5') N e =
v
d) Referéncia [GXc/Nelcr ooy NmuIgIoanl® cAGTTCAAGGCAGCTTGCCTCGAGATTTCATGAACAGTTTATCGTAA
Alterado [T NslcT i/ N MR I ISARE® cAGTTCAAGGCAGCTTGCCTCGAGATTTCATGAACAGTTTATCGTAA
intron 7 H Exon 8

c.631-2A>C

Figura 15 — Localizagao da variante c.631-2A>C responsavel por uma substituicao intrénica que afeta o sitio receptor de splicing. (a)
Cromossomo X humano com o locus do gene FMR1 (Xq27.3) (linha vermelha) (b) Gene FMR1 com todos os éxons; (¢) Regido em evidéncia
ilustrando o éxon 7 (retangulo azul), intron 7 (com os sitios doador (GU) e receptor de splicing (AG)) e éxon 8 (retangulo azul); (d) Sequéncia de
referéncia e sequéncia alterada. No intron 7 (chrX:147,932,423) ocorreu a substituicdo de uma adenina por uma citosina (c.632-2A>C) no sitio
receptor de splicing (destacado em cinza).
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Esta alteracao interfere diretamente no processamento do gene FMR1, uma vez
que ja € bem estabelecido que os mMRNAs passam por um processo de maturagéo no
qual, uma maquinaria conhecida como spliceossomo, faz a remocédo dos introns
(BERGET, MOORE e SHARP, 1977; MATERA e WANG, 2014) em um evento conhecido
como splicing (ROCA; SACHIDANANDAM; KRAINER, 2005). Para que o processo de
splicing ocorra, € necessaria a identificacao de regides fundamentais presentes nos
limites das jungdes intron/éxon (BLACK, 2003; CALAIS, 2014). Estas regi6es sdo: o sitio
doador de splicing (5’), 0 branch site seguido de uma regiao rica em pirimidinas e o sitio
receptor de splicing (3’). Tais sitios sao denominados sitios de splicing candnicos.

Outros trabalhos ja identificaram variantes de splicing ocorrendo no gene FMR1.
Quartier e colaboradores (2017) reportaram duas outras variantes que alteraram o sitio
de splicing e que levaram a producao de proteinas FMRP truncadas em dois meninos
com deficiéncia intelectual e algumas caracteristicas tipicas da SXF (Apéndice D). A
primeira é a variante c¢.420-8A>G, de heranga materna, a qual foi predita para diminuir o
funcionamento normal do sitio receptor de splicing (3’). Apos analise do mRNA no
sangue do paciente, foi demonstrado que esta variante causou um evento de splicing
aberrante, causando retengao de 7 nucleotideos do intron 5 do gene FMR1. Tal retencéo
ocasionou um frameshift que levou ao surgimento de um stop coédon prematuro 3
nucleotideos apds o aminoacido 140 da proteina (p.Met140llefs*3) . A segunda variante
identificada, ¢.990+1G>A (de novo), afetou o sitio doador de splicing (5’) do éxon 10 e
ocasionou a remogao completa deste éxon no transcrito do gene FMR1. A perda deste
éxon, assim como na primeira mutacado, também causou um frameshift na traducao do
gene com a formagao de um stop codon prematuro (p.Lys295Asnfs*11) na posigao 295
da proteina. Em ambas as variantes, a proteina descrita ndo apresentou dominios
essenciais da proteina FMRP, como o sinal de exportagdo nuclear e o dominio RGG
responsavel pela interacdo de FMRP com seus mRNA alvos.

Dentro deste contexto, relatamos aqui uma nova variante (c.631-2A>C) ocorrendo
no sitio receptor de splicing (3’) do intron 7 do gene FRM1, que pode estar afetando o
mecanismo de splicing. Estudos mostram que esta mesma regido onde a variante
ocorreu faz parte do sitio receptor de splicing (3’) de gene FMR1, o qual inclui uma regiao

rica em pirimidinas e o dinucleotideo AG. Esta regido € necessaria para que ocorra uma
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eficiente clivagem no local de jung¢ao da regido 5’ para posterior formagao da estrutura
em forma de alga (conhecido também como lariat, contendo a sequéncia intrénica que
sera removida no final da etapa do processamento do RNA primario pelo complexo
spliceosomo) (RUSKIN; GREEN, 1985; SORIA et al., 1993).

Devido as caracteristicas desta nova variante identificada no paciente PNQ9,
pode-se hipotetizar que a substituicdo no nucleotideo adenina por uma citosina esteja
afetando negativamente a atividade de splicing do sitio receptor de splicing (3’). Para
testar esta possibilidade, foram realizados testes in silico com ferramentas que avaliam
a probabilidade desta substituicdo alterar o splicing.

A analise in silico da variante na ferramenta Nnsplice (REESE et al., 1997)
demonstra que na sequéncia de referéncia, a probabilidade de o sitio em questao ser
reconhecido é de 96%. Para o alelo alterado (c.631-2A>C), ndo ha possibilidade do
splicing ocorrer, sugerindo que o sitio receptor de splicing nao esta sendo reconhecido,
ou seja, o conjunto de nucleotideos 1-41 mostrados (Figura 16c) correspondente a
sequéncia de referéncia, passa a ser considerado um intron, sendo portanto removido
por completo apds o evento de splicing.

Complementarmente, para avaliar a ocorréncia de falhas no splicing causado pela
mutacdo ¢.631-2A>C, também utilizamos a ferramenta de predi¢cao in silico Human
Splicing Finder (DESMET et al., 2009). Segundo esta ferramenta, o valor de consenso
91,84 para a sequéncia de referéncia, indica que trata-se de um sitio receptor de splicing
(todo valor consenso a cima de 65 € considerado um sitio de splicing - doador ou
receptor). Ja na sequéncia alterada, o valor consenso € de 62,9 (menor que o limite 65)
indicando que o sitio de splicing ndo € mais reconhecido (Figura 16d). Além disso, os
resultados do limiar de variagdo foram menores que -10%, sugerindo que a variante

resulta em um sitio receptor de splicing truncado.
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(@) Sequéncia Referéncia

(X erNelcreloypnIeaiaapge (¢ AGTTCAAGGCAGCTTGCCTCGAGATTTCATGAACAGTTTATCGTAA

intron 7 Exon 8

(b) Sequéncia Alterada

(oNerNolcrfoloTypRIeaiaapNe - € AGTTCAAGGCAGCTTGCCTCGAGATTTCATGAACAGTTTATCGTAA

intron 7 Exon 8
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E’ 1 41 0,96 cagacgtccatttctcttcag agttcaaggcagcttgcctc
8 Predicoes para sitio receptor de splicing para FMR1_Ref.:
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(d)
PredicGes para sitios de splicing para FMR1:

Valor consenso Valor consenso

Seq. Referéncia Seq. Alterada Limiar-de-yariagao

Tipo sitio splicing

Sitio truncado

Receptor 91,84 62,9 31,51

Figura 16 - Analise in silico da alteragado na fungao de splicing provocada pela substitui¢ao c.631-
2A>C por meio das ferramentas de predicao Nnsplice e Human Splicing Finder. (a) Sequéncia de
referéncia utilizada para analise com o nucleotideo adenina destacado em verde; (b) Sequéncia com a
alteracao ¢.631-2A>C, com o nucleotideo alterado destacado em vermelho. A regides destacada em cinza
corresponde ao sitio receptor de splicing (3’) e a destacada em azul é o éxon 8; (c) A ferramenta Nnsplice
mostra que na sequéncia de referéncia do sitio em questado (1 — 41, destacado com retangulo vermelho)
tem grande probabilidade (96%) de ser reconhecido. Ja na sequéncia alterada, a substituicao de A por C
(c.631-2A>C) no sitio 1 — 41 nao é reconhecido. (d) Resultados obtidos pela ferramenta Human Splicing
Finder, mostrando a redugédo na probabilidade do sitio ser reconhecido (destacado com retangulo
vermelho) na sequencia alterada. Quando uma alteragao ocorre, se o limiar de variagao for menor que -
10% a ferramenta considera que a variante quebra o sitio de splicing.

Embora sejam raros os casos de variantes genéticas que causam splicing
aberrante no gene FMR1, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a presencga
da substituicdo ¢.631-2A>C possivelmente afeta o correto mecanismo de splicing no
gene FMR1 do individuo PNO9. Por se tratar de uma substituicdo que ocorre em um sitio

de splicing conservado, a alteragao deste unico nucleotideo pode interromper o quadro
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de leitura do transcrito fazendo com que o spliceossomo passe a nao reconhecer o sitio
receptor de splicing (AG) do intron 7 em sua posigao correta. Com isso, o efeito do evento

splicing aberrante pode ser a remogao completa do éxon 8 no transcrito (Figura 17).

Referéncia
c.631-2A

Il o 20N

o FMRL ggq

Ref.

Exon 9 m Exon10 [X1J

mRNA

b) Rt [ YY] Exon6 Exon7 Exon 8 Exon 9 Exon10 [ XX
Alterado
c.631-2A>C
FMR1 T
c) Alt. LA dd Exon 9 m Exon10 [XX1J

d) m:li\lA [YY] Exon6 Exon 7 Exon 9 Exon10 X QO

Figura 17 — Esquema demonstrando o gene FMR1 com o evento de splicing ocorrendo normalmente
e alterado. (a) Parte dos éxons e introns do gene FMR1 de referéncia mostrando como ocorre o splicing
normal nesta regido do gene; (b) Transcrito resultante do evento de splicing correto; (c) Parte dos éxons
e introns do gene FMR1 carregando a variante ¢.631-2A>C, mostrando possivel defeito no splicing; (d) O
resultado pode ser a expressdo de um mRNA nao natural, no qual uma das hipéteses é a remogao do
éxon 8, devido ao ndo reconhecimento do sitio receptor de splicing (3’).

O éxon 8 codifica para o dominio de homologia a heteronucleoproteina K do tipo
1 (KH1) (FERNANDEZ; RAJAN; BAGNI, 2013; GOLDEN et al., 2019), que confere
interacdes especificas a RNA.

Em nossa RSL, foi identificado trés variantes nao sinénimas no éxon 8 do gene
FMR1: NM_002024:c.797G>A (MYRICK et al., 2014), NM_001185082:c.677G>A e
NM_001182082:c.767A>G (GROZEVA et al., 2015). Apesar de tais variantes nao
levarem a remogado completa do éxon 8, elas foram encontradas em individuos com
caracteristicas semelhantes as observados no individuo PNO9 que carrega a variante
genética ¢.631-2A>C. A primeira variante genética (c.797G>A) foi identificada em um

individuo com atraso no desenvolvimento juntamente com outras caracteristicas
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associadas a SXF e as outras duas (c.677G>A e ¢.767A>G) foram identificadas em
individuos com deficiéncia intelectual moderada a grave.

Estudos recente mostram que delegcdo do éxon 8 em ratos leva a déficits de
atencdo e a alteragdes nos perfis transcricionais no cortex pré-frontal , indicando que
uma delecao especifica do éxon 8 em Fmr1 é suficiente para causar fenétipos da SXF
em ratos (GOLDEN et al., 2019). Desta forma a delegao do éxon 8 no gene FMR1 do

individuo PNQO9 pode ter realagdo com os fendtipos apresentados por este.

Variante genética ¢.1276-93A>T:

A variante intrénica NM_002024:¢.1276-93A>T (chrX:147,943,038) (Figura 18) foi
identificada em trés individuos do sexo masculino ndo relacionados: PN13, PN21 e
PN42. Todos apresentaram em comum as seguintes caracteristicas: deficiéncia
intelectual ou dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atencdo e pobre
contato.

A substituicao esta localizada na posigao -93 do intron 13 do gene FMR1 (Figura
19). Esta variante estd anotada na base dbSNP (rs25719) e na base de dados de
frequéncia populacional 1000 Genomas como uma variante comum (presente em 7% da
populagao neurotipica). Além disso ela é prevista para efeito deletério na proteina FMRP
pela ferramenta PredictSNP2. Entretanto, ndo ha dados na literatura sobre esta variante
e ela também néao é reportada em bases como ClinVar e EXAC, o que acaba limitando
uma exploracdo mais profunda sobre a mesma. Além disso, analises in silico nas
ferramentas Nnsplice e Human splicing finder nao apontam alteracdes no mecanismo de
splicing, sugerindo que a variante intrénicas ¢.1276-93A>T provavelmente nao tem

impacto no splicing.
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a) PN13 ¢.1276-93A>T
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Figura 18 — Eletroferograma de trés participantes correspondente ao sequenciamento do intron 13
do gene FMR1. A sequéncia de DNA do intron 13 dos individuos (a) PN13, (b) PN21 e (c) PN42, com
uma substituicdo de adenina por timina (c.1276-93A>T). O score de qualidade (Phred score) para o
nucleotideo alterado (T) possui o valor 62 para PN13 e 61 para PN21 e PN42, indicando uma probabilidade
de >99,9999% deste nucleotideo ter sido corretamente atribuido nas trés sequencias.
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Figura 19 — Localizagdo da variante ¢.1276-93A>T responsavel por uma substituicdo no intron 13 do gene FMR1. (a) Cromossomo X humano
com o locus do gene FMR1 (Xq27.3) (linha vermelha) (b) Gene FMR1 com todos os éxons; (¢) Regido em evidéncia ilustrando o éxon 13 (retangulo
azul), intron 13 (com os sitios doador (GU) e receptor de splicing (AG)) e éxon 14 (retangulo azul); (d) Sequéncia de referéncia e sequéncia alterada.
No intron 13 (chrX:147,943,38) ocorreu a substituicdo de uma adenina por uma timina (c.1276-93A>T).
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Variante genética c.*1062A>T
A variante NM_002024:c.*1062A>T (chrX:147,949,906) (Figura 20) foi identificada
no individuo PN42, no qual também foram identificadas as variantes c¢.52-112A>G,

c.801+31C>T e ¢.1276-93A>T, discutidas anteriormente.

c.*1062A>T

g, 1
N

VP

Figura 20 - Eletroferograma correspondente ao sequenciamento do éxon 17 (3’UTR) do gene FMR1.
A sequéncia de DNA da regido 3’'UTR do individuo PN42, com uma substituicdo de adenina por timina
(c.*1062A>T). O score de qualidade (Phred score) para o nucleotideo alterado (T) possui o valor 11,
indicando uma probabilidade de 90% deste nucleotideo ter sido corretamente atribuido.

A substituigdo esta localizada na regiao regulatéria 3’'UTR do gene FMR1 (Figura
21), estad anotada na base dbSNP (rs11798323) e no banco de dados de frequéncia
populacional 1000 Genomas e ExAc como uma variante rara (presente em 2% e 5% da
populacéo neurotipica respectivamente). Além disso ela € prevista para efeito deletério
na proteina FMRP pela ferramenta PredictSNP2. Ainda ndo ha dados na literatura
suficientes para uma exploragao mais profunda sobre a mesma a partir de analises in

silico.
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Figura 21 - Localizagdo da variante c¢.*1062A>T responsavel por uma substituicdo na regiao regulatéria 3’UTR do gene FMR1. (a)
Cromossomo X humano com o locus do gene FMR1 (Xq27.3) (linha vermelha) (b) Gene FMR1 com todos os éxons; (¢) Regidao em evidéncia
ilustrando o éxon 17; (d) Sequéncia de referéncia e sequéncia alterada. No éxon 17 (chrX:147,949,906) ocorreu a substituicdo de uma adenina por
uma timina (c.*1062A>T).
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Na RSL realizada, encontramos seis variantes que ocorrem na regidao 3’'UTR do
gene: ¢.*23T>C, ¢.*60G>C, ¢.*746T>C, c.*68T>C, c.*1867G>A e c.*2035C>T (COLLINS
et al.,, 2010; SUHL et al.,, 2015; HANDT et al., 2014). Todas as variantes foram
encontradas em individuos com atraso no desenvolvimento e/ou deficiéncia intelectual,
entre as quais, a variante c.*746T>C (SUHL et al.,, 2015) mostrou resultados
interessantes. A partir de analises em uma linhagem celular derivada do paciente que
carrega a alteragdo, Suhl e colaboradores (2015) observaram niveis reduzidos de
proteina FMRP. O individuo do sexo masculino apresentava as seguintes caracteristicas:
deficiéncia intelectual leve (QI=67), atraso no desenvolvimento e previamente
diagnosticado com TEA e transtorno do déficit de atencao e hiperatividade (TDAH).

Variantes na regiao regulatéria 3’UTR podem alterar a estabilizagao, localizagéo
e traducao de mRNAs (PAL; CHATTERJEE; RAO, 2016). Para determinar o papel da
variante c¢.*1062A>T, foram realizadas analises em banco de dados de variantes
genéticas que ocorrem em sitios alvos de miRNA.

A base de dados PolymiRTS (BHATTACHARYA; ZIEBARTH; CUI, 2014) indica
que a presenga do alelo timina na posi¢cao 1062 da regiao 3’'UTR do gene FMR1, pode
levar a criagdo de novos sitios de ligacado para os miRNA hsa-miR-4712-5p, hsa-miR-
624-5p e hsa-miR-770-5p (Tabela 15).

Tabela 15 — Impacto da variante genética c.*1062A>T (rs11798323) na interagdo miRNA-mRNA
segundo a base de dados PolymiRTS. ID SNP: identificador SNP na versdo dbSNP 147; Alelo referéncia:
nucleotideo de referéncia; Alelo alterado: nucleotideo alterado; ID miRNA: nome do miRNA,; Sitio miRNA:
sequéncia do sitio do miRNA, as bases complementares a regido do sitio estdo em letras mailsculas e a

posicao da variante genética em vermelho; Efeito: impacto do alelo alterado (T) no sitio de miRNA; Suporte
experimental: determina se a interagcdo miRNA-mRNA ¢é suportada por experimentos.

slrep Reforencia Altorado 1D MIRNA Sitio miRNA Efeito Ex§:rri’:1:?1tal
hsa-miR-4712-5p aaGTACTGGtact 20OV N
rs11798323 A T  hsa-miR-624-5p  aagtacTGGTACT C”:I,t?g"o N
hsa-miR-770-5p  aaGTACTGGtact Cri:ﬂ?g"o N

Resultado semelhante foi apresentado pela base de dados MirSNP (LIU et al.,
2012), que também mostra a criagdo de novos sitios para os miRNAS hsa-miR-4712-5p,
hsa-miR-624-5p e hsa-miR-770-5p (Tabela 16). Outros resultados (Tabela 16) incluem a
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quebra do sitio do miRNA hsa-miR-486-5p (fazendo com que a ligagdo miRNA-mRNA
nao ocorra como esperado), a diminuicao da ligacdo dos miRNAs hsa-miR-548av-5p e
hsa-miR-548k com o mRNA e uma melhora ligagao entre o miRNA hsa-miR-3973 com o
mRNA.

Tabela 16 - Impacto da variante genética c.*1062A>T (rs11798323) na interagao miRNA-mRNA
segundo a base de dados MirSNP. ID SNP: identificador SNP na versdo dbSNP 147; ID miRNA: nome
do miRNA; Efeito: impacto do alelo de referéncia (A) e alterado (T) no sitio de miRNA; Alelo: nucleotideo
de referéncia (A) e nucleotideo alterado (T); Score: Quanto maior a pontuagdo, mais estavel é a ligagéo
de miRNA-mRNA,; Sitio miRNA: sequéncia do sitio do miRNA, a posi¢cao da variante genética esta em
vermelho.

ID SNP ID miRNA Efeito Alelo Score Sitio miRNA

, Melhora a A 148.00 alcctGCAAAGTACAGGTACTTTGL
11798323 hsa-miR-397 vielhc
11798323 hsa-miR-3973 ligagao T  156.00 atcctGCAAAGTACTGGTACTTTGH
. Cria novo A . .
11798323 hsa-miR-4712-5 ri
s sa-m! P sitio T 140.00 aataatcctgcaaaGTACTGGt
A 151.00 aataatcCTGCAAAGTACAGGH
rs11798323 hsa-miR-486-5p  Quebra sitio . aataalc
. Diminui a A 151.00 caaagtaCAGGTACTTTg
s11798323 hsa-miR-548av-5p 55050 T  143.00 caaagtaCTGGTACTTTg
. Diminui a A 161.00 tgCAAAGT--ACAGGTACTTTg
11798323 hsa-miR-548k Jimin
[ST1798323 hsamiR-548 ligagdo T 153.00 tgCAAAGT--ACTGGTACTTTg
. Cria novo A . .
11798323 hsa-miR-624-5 i
s sa-mi P sitio T 174.00 atccTGCAAAGTACTGGTACTt
. Cria novo A . .
rs11798323 hsa-miR-770-5p g, T  143.00 taaTCCTG-CA-AAGTACTGGt

Os dados mostrados indicam que a variante ¢.*1062A>T pode estar afetando a
interacdo MiIRNA-mRNA e, portando, alterando o controle do processo de tradugao
mediada por tais miRNAs. Desta forma, € importante que a variante c.*1062A>T seja
analisada em trabalhos futuros por meio de estudos in vitro para investigar uma possivel

desregulacao de FMRP na sua presenca.

Variante genética c.105-8A>C:

A variante NM_002024:¢c.105-8A>C (chrX:147,925,532) (Figura 22) foi observada
no individuo PN45, que apresenta as seguintes caracteristicas: deficiéncia intelectual ou
dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atengao, atraso para comecgar a
falar e caminhar/engatinhar, estereotipias, fala perseverante, hiperextensibilidade,
orelhas grandes, testiculos grandes, historico familiar de deficiéncia intelectual, historico

familiar de menopausa precoce e ansiedade.
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Esta variante esta anotada na base dbSNP (rs183745963) e nos bancos de dados
de frequéncia populacional NHLBI-ESP (0,4%) 1000 Genomas (0,03%) e ExXAC (0,01%)
como uma variante rara na populacao neurotipica. Ela apresenta possivel efeito deletério
na proteina FMRP segundo ferramenta PredictSNP2. Apesar de nao ser reportada pela
base ClinVar, esta variante ja foi reportada por Collins e colaboradores (2010) em um
individuo com atraso no desenvolvimento. Anotagdes da base ExXAC, indicam que esta
variante ocorre em uma regiao de splicing, ja que esta ocorre dentro da regido do local

da emenda entre intron/éxon (dentro de 1 a 3 bases do exon ou 3 a 8 bases do intron).

c.105-8A>C
|

T F 176G T GTTTGC TTETT T c GCTGGCAGCCTGATAGGCAGATTCCA
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Figura 22 — Eletroferograma correspondente ao sequenciamento do éxon 3 do gene FMR1. A
sequéncia de DNA da juncdo do intron 2 com o éxon 3 do individuo PN45, com uma substituicdo de
adenina por citosina (c.105-8A>C). Os nucleotideos destacados com retangulo verde, representam a
regido do éxon 3 e os sem destaque, o intron 2. O score de qualidade (Phred score) para o nucleotideo
alterado (C) possui o valor 61, indicando uma probabilidade de >99,9999% deste nucleotideo ter sido
corretamente atribuido.

A substituicdo esta localizada na posigao -8 do intron 2 do gene FMR1 e é
responsavel pela substituicdo de uma adenina por uma citosina (Figura 23). Como esta
variante esta localizada dentro da regido de emenda entre intron 2 e éxon 3, realizamos
analises in silico nas ferramentas Splice Site Prediction by Neural Network (Nnsplice) e

Human Splicing Finder, para determinar seu papel no mecanismo de splicing (Figura 24).
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Figura 23 - Localizagado da variante c.15-8A>C responsavel por uma substituigao no intron 2 do gene FMR1. (a) Cromossomo X humano
com o Jocus do gene FMR1 (Xg27.3) (linha vermelha) (b) Gene FMR1 com todos os éxons; (c) Regido em evidéncia ilustrando o éxon 1 (retangulo
azul), intron 2 (com os sitios doador (GU) e receptor de splicing (AG)) e éxon 3 (retangulo azul); (d) Sequéncia de referéncia e sequéncia alterada.
No intron 2 (chrX:147,925,532) ocorreu a substituicdo de uma adenina por uma citosina (c.15-8A>C).
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Os resultados mostram que, para ambas as ferramentas consultadas, ndo ha
alteragbes no sitio receptor de splicing (3’). Os resultados da ferramenta Nnsplice,
mostram que em ambas as sequéncias (referéncia e alterada) o sitio receptor de splicing
estdo sendo reconhecidos (Figura 24c). Resultado semelhante, para o sitio receptor de
splicing, foi observado pela ferramenta Human Splicing Finder. Os dados mostram que
a sequéncia de referéncia e a sequéncia alterada apresentaram valores consenso
superiores a 65 (56,6 e 89,21 respectivamente) indicando a presencga do sitio receptor
de splicing em ambas as sequéncias. Entretanto, a ferramenta Human Splicing Finder,
mostra que a variante ¢.105-8A>C (chrX:147,925,532) pode ser responsavel por uma
quebra do Branch Site. O valor consenso da sequéncia de referéncia foi de 78,18
mostrando que o branch site esta sendo reconhecido (valores de consenso acima de 67
€ considerado um potencial branch site). Na presenca da variante ¢.105-8A>C, o valor
consenso cai para 48,55 (abaixo de 67), indicando potencial perda deste sitio. Além disso
o limiar de variagao ficou a baixo de -10%, indicando que a variante leva a um branch
site truncado.

A regido do branch site é importante na formagcédo de uma estrutura em lago
chamada de /ariat (HESSELBERTH, 2013). Apds a transcrigdo do pré-mRNA, espera-se
que os introns sejam removidos através da formagao do /ariat, o qual, apés a ligagao dos
éxons para tradugao é liberado, desmembrado e catalisado pela enzima Dbr1 (do inglés
Lariat debranching enzyme), para produzir moléculas de intron lineares, que geralmente
sao degradadas no nucleo (MOORE, 2002; CHEN; CHENG, 2012) (Figura 25).

Sao raros o0s casos de variantes genéticas que afetam o branch site
(aproximadamente 20 casos conhecidos) (ANNA; MONIKA, 2018; LEWANDOWSKA,
2013), entretanto, estudos com outros genes mostram que a eliminagdo de uma
sequéncia do branch site pode levar a remogéo do éxon a jusante (HAMLINGTON et al.,
2000; JANSSEN et al.,, 2000), ou ainda, alteragdes de um unico nucleotideo,
principalmente em torno do residuo de adenina do branch site, diminuem
significativamente a eficiéncia do splicing (BURROWS et al., 1998; LI; PRITCHARD,
2000).
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(a) Sequéncia Referéncia

GAAAAGCATGTTAAATAATTGTATGTTTGCTTATTTACAGELcIcioXcle@Ecy- A CICIoANCTAY N (@ Y N B L&Y KCT- KR AT NCTAN M
intron 2 Exon 3

(b) Sequéncia Alterada

GAAAAGCATGTTAAATAATTGTATGTTTGCTTCTTTACAGE[clcioXclee (e pXclc{eNCry R (SN R RIS TN [CLL@NCT NI

intron 2 Exon 3
(c) _g PredicGes para sitio receptor de splicing para FMR1_Ref.:
S| Inicio  Fim Score intron Exon
S
(2]
'&6 20 60 0,93 cagacgtccatttctcttcag ctggcagcctgataggeaga
8 | Predigées para sitio receptor de splicing para FMR1_Ref.:
© % z
§ Inicio Fim Score Intron Exon
< 20 60 0,98 tgtatgtttgctictttacag ctggcagcctgataggcaga

(d) | Predigoes para sitios de splicing para FMR1:

Tipo sitio splicin Valor sonsenso Valor pansensq Limiar de variagao
P P 9 Seq. Referéncia Seq. Alterada ¢
Receptor 86,6 89,21 +3.01
Branch site 78,18 48,55 Sl ';'roti?cado
- 0

Figura 24 - Analise in silico da alteragado na fungao de splicing provocada pela substitui¢ao c.105-
8A>C através da ferramenta de predicdo Nnsplice e Human Splicing Finder. (a) Sequéncia de
referéncia utilizada para analise com o nucleotideo adenina destacado em verde; (b) Sequéncia com a
alteragado ¢.105-8A>C, com o nucleotideo alterado destacado em vermelho. A regides destacada em cinza
corresponde ao sitio receptor de splicing (3’) e a destacada em azul é o éxon 3; (c) A ferramenta Nnsplice
mostra que a alterada nao afeta o reconhecimento do sitio receptor de splicing (3’); (d) Resultados obtidos
pela ferramenta Human Splicing Finder, mostrando que embora a sequéncia alterada n&o afete o
reconhecimento do sitio receptor de splicing (3’), ela pode gerar um branch site truncado.
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Sitio doador Branch Sitio receptor
de splicing (5') site de splicing (3’)

w

!

= -
lariat

o

no—>x»

/Ix AG
lariat
° [ + g
Formagao de outros
RNAs nao codificantes.
Degradacao

Figura 25 - Splicing do pré-mRNA com a formagao de /ariat. a) Os introns de pré-mRNA s&do removidos
do RNA precursor na forma de estrutura de um /ariat. Nesta estrutura, a extremidade 5’ do intron é unida
(via uma ligagao fosfodiéster) a uma adenosina (A) presente no branch site; b) Os introns sdo removidos
através de clivagem na extremidade 3’ do intron; ¢) o /ariat é liberado podendo seguir para duas vias:
degradacéo ou intermediar a formagéo de outros RNAs nao codificantes.

Fonte: Adaptado de CHEN e CHENG (2012).

Com base nestes dados, supomos que a variante c.105-8A>C seja responsavel
por nao formar a estrutura de /ariat no intron 2, levando a uma redugao na eficiéncia do
splicing ou a remog¢ao do éxon 3 do gene FMR1.

FMRP tem dois dominios do tipo Agenet (Agenet1 e Agenet2) na extremidade N-
terminal codificados pelos éxons 1 a 4 (FERNANDEZ; RAJAN; BAGNI, 2013). Os

dominios Agenet sédo responsaveis pela ligacdo de FMRP a cromatina, atuando na
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resposta ao dano do DNA (ALPATOV et al., 2014). Desta forma, a auséncia do éxon 3

no transcrito de FMR1 pode prejudicar a ligagdo da proteina FMRP a cromatina.

5.3.3. Impacto das variantes genéticas raras nao-CGG no gene FMR1

Os resultados do sequenciamento genético mostram que os primers responsaveis
pelas amplificagdes dos éxons 1, 11 e 12 (primers 1 e 8 respectivamente) ndo foram
eficientes como o esperado. O par de primers 1 amplificou apenas em uma amostra e 0
par 8, amplificou apenas em 2 amostras entre as 20 analisadas. Isso sugere que nas
reacbes pode ter ocorrido anelamento inespecifico/incorreto, embora tenha sido
realizada a padronizacdo do PCR com amostras controles e independentes deste
estudo. Tais primers deverdo ser substituidos para que futuramente tenhamos a
cobertura completa do gene FMR1 e assim nao haja comprometimento na interpretagéo
dos dados.

Entretanto, obtivemos resultados positivos em 74% de todas as possiveis
amplificagdes, o que permitiu a identificagdo de variantes genéticas ndo associadas as
expansdes CGG no gene FMR1.

Comparando os dados obtidos com dados disponiveis na literatura cientifica,
apenas a variante c¢.105-8A>C, observada no individuo PN45, foi reportada
anteriormente em um individuo com atraso no desenvolvimento (COLLINS et al., 2010).
Apesar de nao se aprofundar em detalhes sobre esta variante ndo codificante, Collins e
colaboradores (2010), destacam que ela possivelmente ocorre em uma regido altamente
conservada, destacando um possivel papel relevante para esta variante, como o
sugerido neste trabalho. Em nosso trabalho a variante foi encontrada em um individuo
que além do atraso no desenvolvimento também apresenta: deficiéncia intelectual ou
dificuldades de aprendizado, hiperatividade, déficit de atencéo, estereotipias, fala
perseverante, hiperextensibilidade, orelhas grandes, testiculos grandes, histérico familiar
de DI, histérico familiar de menopausa precoce e ansiedade.

Entre as variantes encontradas, duas sao reportadas como benignas na base de
dados ClinVar (c.414G>A e ¢.801+31G>T), sendo assim, é possivel que nao possuam

relagcdo com os fenétipos dos individuos que as carregam. Outras quatro variantes nao
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sugerem efeito deletério na proteina FMRP: ¢.*1174C>T, ¢.881-94C>T, ¢.52-112>G e
c.1275+103A>G.

Entre as variantes com possivel efeito deletério na proteina FMRP (c.631-2A>C,
c.1276-93A>T, c.*1062A>T e c.105-8A>C), apenas uma (c.105-8A>C) possui baixa
frequéncia populacional, sendo observada em menos de 5% da populagdo saudavel.
Predi¢des in silico indicam que esta variante parece alterar a regido do branch site o que
pode levar a ndo formagao da estrutura de /ariat, levando a uma reducgéo na eficiéncia
do splicing ou a remogéao do éxon 3 do gene FMR1.

A variante ¢.631-2A>C nunca foi reportada anteriormente em bases de dados
populacionais, sendo, portanto, rara na populacdo. Além disso, predigdes in silico
utilizando diferentes técnicas de bioinformatica, que foram validadas por experimentos
laboratoriais, sugerem que esta variante tem efeito deletério na proteina FMRP por
alterar o mecanismo de splicing. Apesar de sabermos que variantes de splicing podem
causar doengas genéticas humanas (KRAWCZAK; REISS; COOPER, 1992), ainda nao
podemos confirmar o papel desta variante nas caracteristicas observadas no individuo
PNQ09. Para confirmar tal hipotese, € necessario verificar a presengca da mutagao nos
genitores do individuo. Complementarmente, sera também necessario realizar uma
analise funcional desta alteragao intrénica, determinando se de fato a variante ocasionou
um splicing aberrante com uma proteina alterada.

As analises in silico da variante ¢.1276-93A>T indicam que ela provavelmente ndo
tem impacto no mecanismo splicing. Por ultimo, os dados referentes a variante
c.*1062A>T, indicam que ela pode ser responsavel por alteracées na interacdo de
diferentes miRNA com mRNA.

O relato destas variantes em regides n&o codificantes do gene FMR1 destacam a
importancia de estudos que visem identificar o papel desta a nivel proteico. Além disso,
uma nova alteragédo intronica identificada neste trabalho (c.631-2A>C) destaca a

relevancia de estudos envolvendo alteragdes em sitios de splicing presentes em introns.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Conforme detalhado neste trabalho, a Sindrome do X Fragil € uma condig¢ao
genética que pode apresentar diferentes causas, embora a principal delas seja uma
expansao do trinucleotideos CGG na regido regulatéria 5UTR do gene FMR1. Para
verificar a variabilidade de variantes genéticas do tipo n&do-CGG no gene FMR1 e
associados com a sindrome, realizamos uma revisdo sistematica da literatura cientifica.
Identificamos diversas variantes pontuais e delegbes envolvendo o gene FMR1 que
estdo sendo ignoradas pelos testes clinicos de rotina, os quais se limitam a identificar as
expansdes CGG regido 5'UTR. Com isso, individuos com indicios clinicos que sugerem
a ocorréncia da SXF podem estar recebendo resultado falso negativo para a condigao,
desta forma, tais individuos ndo sao submetidos a aconselhamento genético e ao
tratamento adequado da sindrome.

Esta revisdo permitiu a construgdo de um catalogo de mutagdes associando a
SXF com variantes genéticas reportadas na literatura. Além de apresentar dados
atualizados, estas informacdes podem ser utilizadas como ferramenta complementar no
diagndstico e aconselhamento genético da SXF. Além disso, as variantes podem também
ser utilizadas para estudos de ganho e perda de fungéo, para correlagao entre genétipo
e fendtipo de forma a determinar o mecanismo celular associado com a variante
genética.

Também foi realizado um estudo investigativo em uma populagédo composta por
individuos apresentando caracteristicas tipicas desta sindrome. Na primeira parte, foram
identificadas e anotadas as caracteristicas mais frequentes em uma populacao de 167
probandos com diagndstico molecular positivo para SXF. Tais caracteristicas, que
envolveram aspectos cognitivos e comportamentais, foram classificadas e analisadas
para constru¢cdo de um checklist para a SXF, o qual futuramente podera ser utilizado
como ferramenta de suporte no diagnostico de SXF.

Na segunda parte, o checklist proposto foi utilizado para analisar os individuos
que nao apresentaram mutacdo completa para a SXF. Apesar das limitagdes
apresentadas, destaca-se a importancia da existéncia de um checklist completo e de uso

facil para auxiliar no diagndstico da SXF. Estudos mostram que ao expressar sua primeira
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preocupacado com um individuo com a SXF (aproximadamente aos 12 meses de idade),
22% dos pais eram informados por um profissional de saude de que seu filho estava se
desenvolvendo normalmente e 47% foram orientados a “esperar e ver’ de que forma
ocorrera o desenvolvimento da criangca (BAILEY et al., 2009). Apenas 14% dos pais
foram encaminhados para um especialista (BAILEY et al., 2009). Desta forma o uso de
checklists eficientes podem auxiliar no diagnostico precoce da sindrome.

A partir do score minimo do checklist, foram selecionados 20 participantes
considerados sintomaticamente positivos para a SXF para posterior sequenciamento e
analise do gene FMR1. Ao todo, foram detectadas 10 variantes genéticas em 9 dos
probandos selecionados.

Dentre as variantes identificadas, 4 possuem possivel efeito deletério na proteina
FMRP: ¢.631-2A>C, c.1276-93A>T, c.*1062A>T e c.105-8A>C, e nenhuma deles ocorre
na regidao codificante do gene. Destas a substituicdo ¢.631-2A>C € reportada pela
primeira vez neste trabalho. A variante esta localizada no intron 7 do gene FMR1 em uma
posicdo que, a partir de diferentes métodos de anadlise in silico, causa falha no
reconhecimento do sitio receptor de splicing (AG) pela maquinaria de splicing, gerando
um evento de splicing aberrante. Além disso, as predi¢des in silico também apontam para
efeito deletério na proteina FMRP.

Os resultados obtidos contribuem significativamente com o estudo da SXF, pois
sugerem que novos tipos de variantes genéticas no gene FMR1 podem ser encontradas
caso as analises de sequencias se estendam para o locus completo do gene. Além disso,
as novas variantes encontradas, uma vez reportadas na literatura e depositadas em
bancos de dados especializados, poderao ser utilizadas por estudos complementares na
busca por novas ocorréncias das variantes e determinagédo do nivel de penetrancia da
mesma em individuos distintos. Complementarmente, o estudo também apresenta a
importancia da investigacdo de regides intrénicas, uma vez que tais regidées, embora
muitas vezes ignoradas por estudos de genotipagem, apresentam conteudo
determinante para a formagao de uma proteina funcional.

Neste trabalho apresentamos um conjunto de estudos complementares que
contribuem significativamente para uma melhor compreensdo da genética e do

desenvolvimento de ferramentas de suporte ao diagndstico da SXF. Tais resultados
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poderao ser utilizados como importante ferramenta de estudos para avancar cada vez
mais o0 conhecimento acerca da sindrome, e principalmente para que sejam

imediatamente utilizados por laboratérios e clinicos da area de transtornos neuroldgicos.
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7. CONCLUSAO

Existem diversas variantes pontuais e delegdes envolvendo o gene FMR1 que
estdo sendo ignoradas pelos testes clinicos de rotina. Com isso, individuos com indicios
clinicos que sugerem a ocorréncia da SXF podem estar recebendo resultado falso
negativo para a condigao.

As caracteristicas mais frequentes em uma populagdo de 167 individuos com
diagnéstico molecular positivo para SXF envolveram aspectos cognitivos e
comportamentais. Estes dados permitiram desenvolver um checklist para SXF que neste
trabalho foi utilizado para selecionar 20 participantes para sequenciamento e analise do
gene FMR1.

Ao todo, foram detectadas 10 variantes genéticas em 9 dos probandos
selecionados. Dentre as variantes identificadas, foi reportada a substituicdo ¢.631-2A>C,
nunca relatada em trabalhos cientificos e em bancos de dados especializados em
variantes genéticas. A variante esta localizada no intron 7 do gene FMR1 em uma
posicdo que, a partir de diferentes métodos de analise in silico, causa falha no
reconhecimento do sitio receptor de splicing (AG) pela maquinaria de splicing, gerando
um evento de splicing aberrante. Além disso, as analises in silico também apontam para

efeito deletério na proteina FMRP.
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8. ATIVIDADES COMPLEMENTARES

Como parte complementar desta pesquisa, foram propostas atividades que
envolveram a participacdo em eventos, publicagdo de artigos e a realizagdo de
colaboragdes de pesquisa cientifica com pesquisadores de outras instituicdes nacionais

e internacionais.
8.1. Prémio

O Checklist construido para a selecao dos participantes desta pesquisa foi
apresentado na forma de poster sob o titulo: Construcdo de um Checklist como
ferramenta de suporte para o diagnostico da Sindrome do X Fragil, na Il Mostra de
Pesquisa do PPGCS e Escola de Medicina, realizada no dia 5 de novembro de 2018 na
Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Este péster foi premiado em 1° lugar dos

resumos neste evento.
8.2. Artigos publicados

1. EERNANDES, I. R.; CRUZ, A. C. P.; FERRASA A.; PHAN, D.; HERAI, R. H;
MUOTRI, A. R. Genetic variations on SETD5 underlying autistic conditions.

Developmental Neurobiology, v. 78, n. 5, p. 500-518, maio 2018, DOI:
10.1002/dneu.22584.

2. CRUZ, A. C. P.; FERRASA A.; MUOTRI, A. R. HERAI, R. H. Frequency and
association of mitochondrial genetic variants with neurological disorders.
Mitochondrion, 13 set. 2018, DOI: 10.1016/j.mit0.2018.09.005.
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APENDICE A - Revisio Sistematica de Literatura para identificagio de variantes
genéticas raras no gene FMR1 associadas com SXF

O método empregado para a realizagdo desta RSL baseou-se no protocolo
desenvolvido por Kitchenham e Charters (2007). O objetivo principal da revisdo foi
identificar o conhecimento atual a respeito das variantes que ja foram reportadas no gene
FMR1.

Para identificar os artigos que detectaram e/ou estudaram variantes genéticas no
gene FMR1, esta RSL foi realizada nas bases de dados PubMed, Scopus e Biblioteca
Virtual em Saude (BVS) até 23 de outubro de 2018.

A fim de incluir todos os estudos existentes a respeito do tema considerado, foram
relacionados os seguintes termos e seus respectivos sinGnimos: gene/proteina, variantes
genéticas e molécula, resultando em uma combinacédo de 40 palavras-chaves para a
construgdo da busca (Tabela 17). Os resultados obtidos na busca eletrénica foram
extraidos diretamente para uma planilha do Excel e tabuladas com as seguintes
informacdes: Autor, titulo, ano, revista, volume, edigdo, DOI, Link e base de dados. Em
seguida foi realizada uma triagem para remover artigos duplicados para entao realizar a
selegao dos artigos relevantes para a RSL.

Apds a remocgao dos trabalhos duplicados, cada titulo e resumo foram revisados
por trés autores. Estes trabalhos pré-selecionados foram entdo analisados pelo seu
conteudo completo a fim de identificar somente os estudos que preencheram os critérios
de incluso.

Foram definidos os seguintes critérios de inclusdo: i) estudos publicados até 23
de outubro de 2018; ii) trabalhos nos idiomas inglés e portugués; iii) que apresentam
variantes genéticas diferentes das repeticbes CGG que abrangem o locus do gene FMR1
humano; iv) qualquer doencga reportada foi considerada. Além disso, foram definidos os
seguintes critérios de exclusao: i) estudos sobre aspectos funcionais da proteina FMRP;
ii) alvos terapéuticos; iii) técnicas de diagndstico;

Os artigos selecionados foram analisados para coletar as seguintes informacgoes:
variante, tipo de variante, alelo alterado, alelo de referéncia, posicdo do aminoacido
substituido, heranga, posi¢do no genoma, isoforma, regido do gene, efeito da variante,

fendtipo/condicao.
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Tabela 17 - Estratégia de busca utilizada para realizar RSL para identificacdo de variantes genéticas raras no gene FMR1 associadas com
SXF.

Base de

dados Parametros de busca
(Xq27 [Title/Abstract] OR Fragile X Mental Retardation 1[Title/Abstract] OR Fragile X Mental Retardation Protein 1[Title/Abstract] OR
FMRP[Title/Abstract] OR Synaptic Functional Regulator FMR1[Title/Abstract] OR Premature Ovarian Failure 1[Title/Abstract] OR
Protein FMR-1[Title/Abstract] OR FRAXA[Title/Abstract] OR POF1[Title/Abstract] OR POF[Title/Abstract] OR FXTAS[Title/Abstract])
AND (variant[Title/Abstract] OR Polimorphism[Title/Abstract] OR alteration[Title/Abstract] OR mutation[Title/Abstract] OR

PubMed change[Title/Abstract] OR SNPJ[Title/Abstract] OR deletion[Title/Abstract] OR insertion[Title/Abstract] OR nonsense[Title/Abstract] OR

missense[Title/Abstract] OR SNV[Title/Abstract] OR duplication[Title/Abstract] OR Frameshift[Title/Abstract] OR silent[Title/Abstract]
OR expression[Title/Abstract] OR modulation[Title/Abstract]) AND (gene[Title/Abstract] OR Transcript[Title/Abstract] OR
Transcriptomic[Title/Abstractf OR mRNA[Title/Abstractf OR RNA[Title/Abstract] OR Messenger RNA[Title/Abstract] OR
DNA[Title/Abstract] OR Genome|[Title/Abstract] OR Genetic[Title/Abstract] OR Genomic[Title/Abstract] OR Protein[Title/Abstract] OR
proteomic[Title/Abstract] OR aminoacid[Title/Abstract])

(TITLE-ABS-KEY (Xg27) OR TITLE-ABS-KEY (fragile AND x AND mental AND retardation 1) OR TITLE-ABS-KEY (fragile AND
x AND mental AND retardation AND protein 1) OR TITLE-ABS-KEY (FMRP) OR TITLE-ABS-KEY (synaptic AND functional AND
regulator AND fmr1) OR TITLE-ABS-KEY (premature AND ovarian AND failure 1) OR TITLE-ABS-KEY (fxtas) OR TITLE-ABS-
KEY ( protein AND fmr-1) OR TITLE-ABS-KEY (POF1) OR TITLE-ABS-KEY (POF) AND TITLE-ABS-KEY (variant) OR TITLE-
ABS-KEY (polimorphism) OR TITLE-ABS-KEY (alteration) OR TITLE-ABS-KEY (mutation) OR TITLE-ABS-KEY (change) OR
Scopus | TITLE-ABS-KEY (SNP) OR TITLE-ABS-KEY (SNV) OR TITLE-ABS-KEY (deletion) OR TITLE-ABS-KEY (insertion) OR TITLE-
ABS-KEY (nonsense) OR TITLE-ABS-KEY (missense) OR TITLE-ABS-KEY (duplication) OR TITLE-ABS-KEY (frameshift) OR
TITLE-ABS-KEY (silent) OR TITLE-ABS-KEY (expression) OR TITLE-ABS-KEY (modulation) AND TITLE-ABS-KEY (gene) OR
TITLE-ABS-KEY ( transcript) OR TITLE-ABS-KEY (transcriptomic) OR TITLE-ABS-KEY (mMRNA) OR TITLE-ABS-KEY (RNA) OR
TITLE-ABS-KEY (Messenger RNA) OR TITLE-ABS-KEY (DNA) OR TITLE-ABS-KEY (genome) OR TITLE-ABS-KEY (genetic) OR
TITLE-ABS-KEY (genomic) OR TITLE-ABS-KEY (protein) OR TITLE-ABS-KEY (proteomic) OR TITLE-ABS-KEY (aminoacid))

("Xg27" OR "Fragile X Mental Retardation 1" OR "Fragile X Mental Retardation Protein 1" OR "FMRP" OR "Synaptic Functional
Regulator FMR1" OR "Premature Ovarian Failure 1" OR "Protein FMR-1" OR "FRAXA" OR "POF1" OR "POF" OR "FXTAS") AND
("variant" OR "Polimorphism" OR "alteration" OR "mutation" OR "change" OR "SNP" OR "deletion" OR "insertion" OR "nonsense" OR
"missense" OR "SNV" OR "duplication" OR "Frameshift" OR "silent" OR "expression" OR "modulation") AND ("gene" OR "Transcript"
OR "Transcriptomic" OR "mRNA" OR "RNA" OR "Messenger RNA" OR "DNA" OR "Genome" OR "Genetic" OR "Genomic" OR "Protein"
OR "proteomic" OR "aminoacid")

BVS
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APENDICE B - Variantes genéticas descritas no banco de dados ClinVar para o gene FMR1.

(continua)
. . Significado Posicao Gendémica Posicdo Genémica
Variante Condigdo Clinico (GRCh37) (GRCh38)
FMR1, SER27TER SXF Patogénica
FMR1, (CGG)n EXPANSION SXF/FXTAS/FOP Patogénica
FMR1, 1-BP DEL, 373A SXF Patogénica
_zobooomw.@”@.Kﬂowﬁmlzmmmoﬁm% SxF Patogénica
NM_002024.5(FMR1):c.-128_-126(200) | SXF Patogénica | 146993570 - 146993572 | 147912052 - 147912054
Nao especificado/Historico
NM_002024.5(FMR1):c.18G>T (p.Val6=) | dedisturbio do Benigna | 146993715 147912197
neurodesenvolvimento
NM_002024.5(FMR1):c.52-1_52delinsTA | SXF Patogénica | 147003450 - 147003451 | 147921932 - 147921933
NM_002024.5(FMR1):c.104+42A>G Nao especificado Benigna | 147003545 147922027
NM_002024.5(FMR1):c.199-2A>G Comportamento Provavel | 147000838 147928320
autista/Deficiéncia Intelectual patogénica
NM_002024.5(FMR1):c.225G>A N30 especificado Provavel | 142000866 147928348
(p.Glu75=) benigna
NM_002024.5(FMR1):c.271-19A>G Nao especificado Benigna | 147010158 147928640
ﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬂ.m?iﬁ ).c.348T>C Nao especificado Benigna 147010254 147928736
NM_002024.5(FMR1).c.374C>T N30 especificado Significado | 447610280 147928762
(p-Thr125lle) incerto
NM_002024.5(FMR1).c.375T>C No especificado Provavel | 147010281 147928763
(p.Thr125=) benigna
. N&o especificado/Historico
NM_002024.5(FMR1):c.414G>A dedisturbio do Benigna | 147010320 147928802
(p.Arg138=) .
neurodesenvolvimento
NM_002024.5(FMR1):c.419+43T>C Nao especificado Benigna | 147010368 147928850
NM_002024.5(FMR1):c.420-11dupT Nao especificado Benigna 147011456 147929937
NM_002024.5(FMR1):c.420-10A>T N&o especificado m_m::o_mmwao 147011457 147929938
NM_002024.5(FMR1):c.420-8A>G Deficiéncia intelectual Patogénica | 147011459 147929940
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(continuagao)

Variante Condicio Significado Posicao Gendémica Posicao Gendémica
¢ Clinico (GRCh37) (GRCh38)
. N&o especificado/Historico
NM_002024.5(FMR1):c.433G>T dedisturbio do Benigna | 147011480 147929961
(p.-Ala145Ser) .
neurodesenvolvimento
NM_002024.5(FMR1).c.440A>G N30 comprovado Significado | 147011487 147929968
(p.His147Arg) incerto
NM_002024.5(FMR1):c.522T>A N&o especificado Provavel | 147011655 147930136
(p-Asn174Lys) benigna
NM_002024.5(FMR1):c.554T>C N30 especificado Significado | 447611687 147930168
(p.11le185Thr) incerto
NM_002024.5(FMR1):c.602G>C - Significado
(p.Arg201Thr) Inborn genetic diseases ncerto 147011735 147930216
z_,\_loomomh.mcu_,\__ﬁv”o.mm49v> Historico ama_mEE_o do _u8<m<m_ 147013964 147932445
(p-Ser217=) neurodesenvolvimento benigna
NM_002024.5(FMR1):c.797G>A Historico Qma_mE%_o do _u8<w<m_ 147014110 147932591
(p.Gly266Glu) neurodesenvolvimento patogénica
NM_002024.5(FMR1):c.801+31C>T Nao especificado Benigna 147014145 147932626
NM_002024.5(FMR1):c.818A>G N3o comprovado m_.@:;_omao 147014220 147932701
(p-Lys273Arg) incerto
NM_002024.5(FMR1):c.911T>A . -
(p.lie304Asn) Fragile X syndrome Patogénica |147018053 147936534
NM_002024.5(FMR1):c.990+1G>A Deficiéncia intelectual Patogénica |147018133 147936614
NM_002024.5(FMR1):c.990+14C>T N&o especificado Benigna 147018146 147936627
NM_002024.5(FMR1).c.1256A>G N&o comprovado Provavel 1 4,7620162 147940643
(p-Tyr419Cys) patogénica
NM_002024.5(FMR1).c.1332T>A N30 especificado Significado | 447654707 147943187
(p.lle444=) incerto
. Nao especificado/Historico .
NM_002024.5(FMR1):c.1572C>T dedistarbio do Benigna/Prov | 447626489 147944969
(p.Serb524=) . avel benigna
neurodesenvolvimento
NM_002024.5(FMR1):c.1580G>A Inborn genetic diseases Significado | 447026497 147944977
(p.Arg527His) incerto
NM_002024.5(FMR1):c.1654+10T>A N&o comprovado stonifieado | 147026581 147945061
NM_002024.5(FMR1):c.1663G>A Historico de Q_mE&_o do m_mssﬂ_omao 147027062 147945542
(p.Asp555Asn) neurodesenvolvimento incerto
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(continuagao)

Variante Condicio Significado Posicao Gendmica Posicdao Genémica
¢ Clinico (GRCh37) (GRCh38)
NM_002024.5(FMR1):c.1726G>A . - Significado
(p.Gly576Arg) Nao especificado incerto 147027125 147945605
NM_002024.5(FMR1):c.1737+8C>A Nao especificado w%\_mum_ 147027144 147945624
NM_002024.5(FMR1):c.1751G>A N30 comprovado w_m:_:omao 147030216 147948696
(p-Cys584Tyr) incerto
. Nao especificado/Histérico de Benigna/
NM_002024.5(FMR1):c.1857C>T distarbio do Provavel | 147030322 147948802
(p.Asp619=) . .
neurodesenvolvimento benigna
GRCh37/hg19 Xq27.1-28 Nao comprovado Patogénica | 139504958 - 155254881
GRCh37/hg19 Xq27.1-28 N&o comprovado Patogénica | 138750575 - 155246749
GRCh37/hg19 Xq13.2-28 Nao comprovado Patogénica |73472626 - 155254881
GRCh37/hg19 Xq11.1-28 Nao comprovado Patogénica |61694576 - 155254881
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 N&o comprovado Patogénica |181779 - 155171702
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 Nao comprovado Patogénica |60814 - 155254881
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 Nao comprovado Patogénica |60814 - 155236712
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 N&o comprovado Patogénica |60262 - 155245765
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 N&o comprovado Patogénica |60262 - 155245765
GRCh37/hg19 Xq27.3 N&o comprovado Sionificado | 146726429 - 147028536
GRCh37/hg19 Xq27.2-28 Nao comprovado Patogénica | 140388077 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq27.1-28 N&o comprovado Patogénica | 139504488 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq27.1-28 N&o comprovado Patogénica | 138331745 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq25-28 Nao comprovado Patogénica |125733292 - 155233846
GRCh37/hg19 Xq22.3-28 N&o comprovado Patogénica | 107823442 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq22.1-28 N&o comprovado Patogénica |99324651 - 155233731
GRCh37/hg19 Xqg21.31-28 Nao comprovado Patogénica |91140025 - 155233731
q.(? ?
NC_000023.11:9.(?_1)_(156040895_?)du Transtorno autista de inicio na| Patogénica 1-156040895
P infancia/Esquizofrenia
GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica | 168547 - 155233731
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(continuagao)

Variante Condigio mmms._m.omao Posicao Gendémica Posicdao Genémica
Clinico (GRCh37) (GRCh38)

GRCh37/hg19 Xq27.3 m_msso_mmwao 146683917 - 147028535
GRCh37/hg19 Xq27.3-28 Patogénica | 146232592 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq23-28 Patogénica | 112474054 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp21.2-q28 Patogénica | 31088082 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp11.21-28 Patogénica | 56457791 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq26.3-28 Patogénica | 133944147 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq21.1-28 Patogénica | 78230501 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq21.33-28 stonfieado | 96499476 - 151870013
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168547 - 151304063
GRCh37/hg19 Xq22.1-28 Patogénica | 98495811 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp11.21-28 Patogénica | 57415659 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp11.21-28 Patogénica | 55000501 - 155230750
GRCh37/hg19 Xq21.31-28 Patogénica | 86900388 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp11.21-28 Patogénica | 57511767 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq24-28 Patogénica | 116621104 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq21.1-28 Patogénica | 79862302 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168546 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168546 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168546 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168546 - 155196888
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 553069 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168546 - 155081533
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168546 - 154930047
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 168566 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq25-28 Patogénica | 126773628 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq13.3-28 Patogénica | 74787886 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp11.1-q28 Patogénica | 58140271 - 155046703
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(continuagao)

Variante Condigio mmms._m.omao Posicao Gendémica Posicdao Genémica
Clinico (GRCh37) (GRCh38)

GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica | 2703632 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq13.1-28 Patogénica | 68701338 - 155233731
GRCh37/hg19 Xq26.3-28 Patogénica | 134114063 - 155233731
GRCh37/hg19 Xp11.21-28 Patogénica | 55532799 - 150239235
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 70297 - 155246585
GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica | 70297 - 155255792
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 Patogénica |70297 - 155255792
GRCh37/hg19 Xq21.33-28 Patogénica | 94043221 - 155246585
GRCh37/hg19 Xq22.3-28 Patogénica | 105694656 - 155224707
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 60701 - 155246225
GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica | 318707 - 155224707
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 71267 - 155255792
umowo%mm_mw;o”@.suﬁowe8?:203 Deficiéncia intelectual Patogénica | 147030199 - 147046357
GRCh37/hg19 Xq27.3-28 m_mssmmwwao 146977059 - 147106579
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 71267 - 155246643
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 60701 - 155246271
GRCh37/hg19 Xq11.1-28 Patogénica | 62063537 - 155246643
GRCh37/hg19 Xp22.2-q28 Patogénica | 13147668 - 155250222
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 176426 - 155236656
GRCh37/hg19 Xq27.3-28 Patogénica | 142174780 - 155250222
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 225816 - 155234036
GRCh37/hg19 Xq25-28 Patogénica | 121022022 - 155211482
GRCh37/hg19 Xq11.1-28 Patogénica | 62063537 - 155250222
GRCh37/hg19 Xp22.33-28 Patogénica | 71267 - 155224766
GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica | 71267 - 155255839
GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica | 2707626 - 155250222
GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica | 150002 - 155234036
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(continuagao)

Variante Condigio mmms._m.omao Posicao Gendémica Posicdao Genémica
Clinico (GRCh37) (GRCh38)

GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 Patogénica |176426 - 155250222
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 Patogénica | 150002 - 155234036
GRCh37/hg19 Xp22.33-928 Patogénica |71267 - 155234036
GRCh37/hg19 Xp22.33-g28 Patogénica |70297 - 155255839
GRCh37/hg19 Xq27.1-28 Patogénica |138125974 - 147236414 |.
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 76102 - 155226096 26102 - 155996431
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |64245 - 155228958 14245 - 155999293
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |76102 - 155226096 26102 - 155996431
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |60679 - 155242832 10679 - 156013167
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |60679 - 155251871 10679 - 156022206
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |60679 - 155251871 10679 - 156022206
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 168546 - 155233731 251879 - 156004066
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 168546 - 155233731 251879 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq13.2-28 Patogénica |73904450 - 155233731 74684615 - 156004066
GRCh38/hg38 Xp11.22-928 Patogénica |53321095 - 155232907 |53144751 - 156003242
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 168547 - 155233731 251880 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq13.3-28 Patogénica | 75777833 - 155233731 76557425 - 156004066
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |60701 - 155232894 10701 - 156003229
GRCh38/hg38 Xq23-28 Patogénica |110293613 - 155251871 | 111050385 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica |77442685 - 155233731 78187188 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq22.3-28 Patogénica | 105965526 - 155233731 | 106722296 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq24-28 Patogénica | 117990537 - 155233731 | 118856574 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq21.2-28 Patogénica |85881434 - 155233731 86626431 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq21.31-28 Patogénica |88812621 - 155233731 89557622 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica |81352168 - 155233731 82096719 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq24-28 Patogénica |118431633 - 155233731 | 119297670 - 156004066
GRCh38/hg38 Xq27.2-28 Patogénica | 141689794 - 147944759 | 142602008 - 149482800
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(continuagao)

Variante Condigdo mmms._m.omao Posicao Gendmica Posicdao Genémica
Clinico (GRCh37) (GRCh38)

GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |70297 - 155246585 20297 - 156016920
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |2217264 - 155221853 2299223 - 155992188
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 oowﬂmmﬂwmw 168547 - 155233731 251880 - 156004066
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 168547 - 155233731 251880 - 156004066
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 168547 - 155233846 251880 - 156004181
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 138613087 - 155232894 | 139530928 - 156003229
GRCh38/hg38 Xq11.1-28 Patogénica |61931689 - 155232907 |62712219 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica |81466759 - 155232894 | 82211310 - 156003229
GRCh38/hg38 Xq21.31-28 Patogénica |87594927 - 155232907 | 88339926 - 156003242
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 1118268 - 154929305 1085618 - 155699644
GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica |79166568 - 155232894 | 79911061 - 156003229
GRCh38/hg38 Xq27.3-28 Patogénica |142641674 - 155232894 | 143553831 - 156003229
GRCh38/hg38 Xq22.3-28 Patogénica | 105708840 - 155232907 | 106465610 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq21.33-28 Patogénica |95101284 - 155232907 | 95846285 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq22.3-28 Patogénica |105371166 - 155232907 | 106127173 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq11.1-28 Patogénica |61781074 - 155232907 | 62561604 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq22.1-28 Patogénica |101452257 - 155232907 |102197284 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq26.3-28 Patogénica |136201142 - 155232907 |137118983 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq25-28 Patogénica |122927376 - 155251871 | 123793526 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq13.3-28 Patogénica |75824420 - 155251871 76604011 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq13.3-28 Patogénica |74306252 - 155251871 75086417 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq27.2-28 Patogénica |140738414 - 155251871 | 141650284 - 156022206
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |2700316 - 154785891 2782275 - 155611794
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica | 2683677 - 154751965 2765636 - 155522304
GRCh38/hg38 Xq21.33-28 Patogénica |93717928 - 155231300 |94462929 - 156001635
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |90904 - 155227831 40904 - 155998166
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |60701 - 155232894 10701 - 156003229

GRCh38/hg38 Xq25-28

Patogénica

127607213 - 155232894

128473235 - 156003229




110

(continuagao)

Variante Condigdo mmms._m.omao Posicao Gendmica Posicdao Genémica
Clinico (GRCh37) (GRCh38)

GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica 78348649 - 155232894 | 79093152 - 156003229
GRCh38/hg38 Xq23-28 Patogénica | 110988950 - 153783638 | 111745722 - 154555423
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 60001 - 155260560 10001 - 156030895
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 139865555 - 154785891 | 140783390 - 155611114
GRCh38/hg38 Xp21.1-928 Patogénica 36255823 - 155251871 | 36237706 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica 76634813 - 155242832 | 77369933 - 156013167
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 70297 - 155255792 20297 - 156026127
GRCh38/hg38 Xq21.31-28 Patogénica 91477679 - 155246585 | 92222680 - 156016920
GRCh38/hg38 Xp21.1-g28 Patogénica 37094357 - 155246585 | 37076284 - 156016920
GRCh38/hg38 Xq13.2-28 Patogénica 73729951 - 155251871 | 74510116 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq23-28 Patogénica | 113767592 - 155251871 | 114533139 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica 77860506 - 155246225 | 78605009 - 156016560
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 70297 - 155228918 20297 - 155999253
GRCh38/hg38 Xq11.1-28 Patogénica 61931700 - 155208553 | 62712230 - 155978888
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 60701 - 155232907 10701 - 156003242
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 60701 - 155232907 10701 - 156003242
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 138415183 - 155208354 | 139333024 - 155978689
GRCh38/hg38 Xp22.33-g28 Patogénica 60701 - 155208354 10701 - 155978689
GRCh38/hg38 Xq21.1-28 Patogénica 84378746 - 155251871 | 85123740 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq27.3-28 Patogénica | 146715565 - 154664396 | 144627217 - 155434735
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 60679 - 155252491 10679 - 156022826
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 140254480 - 154929279 | 141160282 - 155699618
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 139527393 - 153832724 | 140445228 - 154604471
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 139308651 - 154917042 | 140226495 - 155687381
GRCh38/hg38 Xq25-28 Patogénica | 122865222 - 154917042 | 123731372 - 155687381
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 2708886 - 154929279 2790845 - 155699618
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 90704 - 155252027 40704 - 156022362
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica 77245 - 155226096 27245 - 155996431
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(concluséo)

Variante Condigio mmms._m.omao Posicao Gendémica Posicdao Genémica
Clinico (GRCh37) (GRCh38)

GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |76101 - 155228958 26101 - 155999293
GRCh38/hg38 Xq27.3-28 Patogénica |2676387 - 5744560 147151996 - 150364798
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 139504994 - 147005548 | 140422829 - 148166315
GRCh38/hg38 Xq27.1-28 Patogénica | 138312495 - 149782550 | 139230333 - 150628474
GRCh38/hg38 Xq26.3-28 Patogénica | 136038659 - 155250658 | 136956500 - 156020993
GRCh38/hg38 Xq25-28 Patogénica | 125671844 - 155226096 | 126537861 - 155996431
GRCh38/hg38 Xq23-28 Patogénica | 115396069 - 155210240 | 116264813 - 155980575
GRCh38/hg38 Xq22.1-28 Patogénica |99779559 - 154785891 100524562 - 155669954
GRCh38/hg38 Xq11.1-28 Patogénica |62499671 - 155169188 | 63279794 - 155939524
GRCh38/hg38 Xp11.21-g28 Patogénica |57399017 - 155226096 |57372584 - 155996431
GRCh38/hg38 Xq27.3 Patogénica |3458159 - 3475397 147933767 - 147951004
GRCh38/hg38 Xq23-28 Patogénica | 114652461 - 155251871 | 115417992 - 156022206
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |3010527 - 154929279 3092486 - 155699618
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |70140 - 154929279 20140 - 155699618
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |70140 - 154929279 20140 - 155699618
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |60679 - 155251871 10679 - 156022206
GRCh38/hg38 Xp22.33-928 Patogénica |60679 - 155251871 10679 - 156022206
GRCh38/hg38 Xq27.3-28 Patogénica |2420679 - 5145543 146896288 - 149621145
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APENDICE C - Variantes pontuais previamente identificadas no gene FMR1 de individuos com atraso no desenvolvimento

e/ou deficiéncia intelectual
Variante: corresponde a variante genética encontrada; Impacto da variante: tipo de variante e seu efeito na constituicdo quimica do gene; Efeito na
proteina: alteracdo nos aminoacidos da proteina FMRP; Regido do gene: corresponde a regido do gene FMR1 que a variante atinge (por exemplo,
Promotor, introns, éxons, 3’'UTR); Posicao genémica: locus da variante; Cod. RefSeq Transcrito: cédigo RefSeq do transcrito de FMR1; Fendtipo:
condigao/caracteristicas observadas no individuo que carrega a variante genética reportada; Significado clinico: significado clinico geral de uma
variantes com base em dados obtidos nos artigos e no ClinVar; Referéncia: refere-se a lista individual de todos os trabalhos consultados.

(continua)
- .-~ v H a2 I 4 . e
Variante _B_um.ﬂo da mam:o~ na Regido ow_m.mo . Cad. _No*.m.wn Fenétipo m_m_,_\_:.omno Referéncia
variante proteina | do gene gendmica Transcrito clinico
c-413C>G | N&o codificante . Promotor | chrX:147,911,767 | NM_002024 wﬂmﬂﬁw Vsl om_,“_y_mmwm\m\m%oom 0;
.-332G>C Nao codificante - Promotor | chrX:147,911,848 | NM_002024 %mwp@w_w_umao VSl COLLINS et al., 2010
c.-293T>C Nao codificante - Promotor | chrX:147,911,887 | NM_002024 %mwﬁw_m:ﬂwao VSl COLLINS et al., 2010
c.-254A>G Nao codificante - Promotor | chrX:147,911,926 | NM_002024 %mwﬁw_m:ﬂwao VSl COLLINS et al., 2010
c.18G>T Sinénima p.Vale= | éxon1 | chrX:147,912,197 | NM_002024 %mwn,ww_m_wwao Benigna | COLLINS et al., 2010
¢.105-8A>C Nao codificante - intron 2 | chrX:147,925,532 | NM_002024 %mw_m_@w_w_ww:a V& COLLINS et al., 2010
¢.377T>C 2 N&o sindnima | p.Phe126Ser| éxon5 | chrX:147,928,765 | NM_002024 wamhsdw_ﬂ,ﬂﬂ%wo cwmm%mm WRIGHT et al., 2015
Deficiéncia
intelectual, . .
c.413G>A N&o sindnima | p.Arg138Gin | éxon5 |chrX:147,928,801 | NM_002024 atraso no w@mw_\w_m o_,\_oj_\.m__mm M M“ wm“m.
desenvolvimento patog ._
e convulsdes
~ o . . Atraso no
c.630+438A>C | Nao codificante - intron 7 | chrX:147,930,682 | NM_002024 . Vsl COLLINS et al., 2010
desenvolvimento
c.631-840G>A | Nao codificante - intron 7 | chrX:147,931,585 | NM_002024 | , Atraso no VSl COLLINS et al., 2010
esenvolvimento

VS|, variante de significado incerto

' Baseado no genoma de referéncia GRCh38
2 Achados genéticos reportados por QUARTIER et al., 2017.
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(continuagao)

Variante

Impacto da
variante

Efeito na
proteina

Regido
do gene

Posigao
gendmica *

Isoforma

Fenotipo

Significado
clinico

Referéncia

c.677G>A

N&o sinénima

p.Arg226Lys

éxon 8

chrX:147,932,471

NM_001185082;
NM_001185076

Deficiéncia
intelectual
moderada a
grave

Provavel
patogénica

GROZEVA et al.,
2015

Cc.767A>G

Nao sinénima

p.Asp256Gili

éxon 8

chrX:147,932,561

NM_001185082;
NM_001185076

Deficiéncia
intelectual
moderada a
grave

Benigna

GROZEVA et al.,
2015

c.880+885A>G

N&o codificante

intron 9

chrX:147,933,648

NM_002024

Atraso no
desenvolvimento

VSI

COLLINS et al., 2010

€.990+4T>C

N&o codificante

intron

chrX:147,936,617

NM_002024

Atraso no
desenvolvimento

VSI

COLLINS et al., 2010

c.1189-39A>G

N&o codificante

chrX:147,940,537

NM_002024

Deficiéncia
intelectual e
atraso no
desenvolvimento

Nao
patogénica

HANDT et al., 2014

c.1168G>A

Nao sinénima

p.Ala390Tre

éxon 12

chrX:147,940,618

NM_001185082;
NM_001185076

Deficiéncia
intelectual
moderada a
grave

Benigna

GROZEVA et al.,
2015

c.1325G>A ?

Nao sinénima

p.Arg442GIin

éxon 14

chrX:147,943,180

NM_002024

Transtornos de
desenvolvimento

VSI

WRIGHT et al., 2015

€.1444G>A

N&o sinénima

p.Gly482Ser

éxon 14

chrX:147,943,299

NM_002024

Deficiéncia
intelectual e
atraso no
desenvolvimento

VSI

HANDT et al., 2014

c.1472-521C>G

N&o codificante

intron
14

chrX:147,944,348

NM_002024

Atraso no
desenvolvimento

VSI

COLLINS et al., 2010

c.1601G>A

Nao sinénima

p.Arg534His

éxon 15

chrX:147,944,998

NM_002024

Deficiéncia
intelectual e
atraso no
desenvolvimento

VSl

HANDT et al., 2014

c.1618G>A

Nao sinénima

p.Gly540Glu

éxon 15

chrX:147,945,015

NM_002024

Deficiéncia
intelectual ligada
ao X

VSI

HU et al., 2016

VS|, variante de significado incerto

" Baseado no genoma de referéncia (GRCh38)
2 Achados genéticos reportados por QUARTIER et al., 2017.
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(conclusdo)

i ia Posicao ignifi
Variante _3_um.n to da mﬁo:o,:m Regido N m. 1 Isoforma Fenétipo m_mz._:.omao Referéncia
variante proteina do gene gendmica clinico
. Deficiéncia
¢.1301C>T Nao sinonima | p.Alad34Val | éxon 14 | chiX:147,045,032 | \M-00 00 intelectual Benigna omoNNm&w etal,
- moderada a grave
. Deficiéncia .
c.1586C>T Nao sinonima | p.Tre520lle | éxon 16 | chrx:147,948,802 | NN-001185075: intelectual _uﬁa<m<.m_ omoNNm&w etal,
- moderada a grave patogenica
. Deficiéncia ,
c.1610C>T Nao sinonima | p.Ser537Leu | éxon 16 | chrx:147,948,826 | \M-001 185075 intelectual _uﬁ8<m<m_ omonm&w etal,
- moderada a grave patogenica
N ~ o . ) Atraso no COLLINS et al.,
c.*23T>C Nao codificante - 3'UTR | chrX:147,948,867 NM_002024 desenvolvimento VSI 2010
Deficiéncia
c.*60G > C No codificante - 3UTR | chrX:147,948,904 | NM_002024 Intelectual e Ndo | HANDT etal, 2014
- atraso no patogénica
desenvolvimento
Atraso no COLLINS et al.,
c.*746T>C Nao codificante - 3'UTR | chrX:147,948,912 NM_002024 desenvolvimento VSI 2010; mmw_“._m_. etal.,
Deficiéncia
c.*68T > C N&o codificante ] 3UTR | chrx:147,948.912 | NM_002024 Intelectual & N8o | | ANDT et al., 2014
atraso no patogénica
desenvolvimento
. ~ o . ) Atraso no COLLINS et al.,
c.*1867G>A Nao codificante - 3'UTR | chrX:147,950,711 NM_002024 desenvolvimento VSI 2010
N . - , . Atraso no COLLINS et al.,
c.*2035C>T Nao codificante - 3'UTR | chrX:147,950,879 NM_002024 desenvolvimento VSI 2010

VS|, variante de significado incerto

" Baseado no genoma de referéncia (GRCh38).
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APENDICE D — Variantes pontuais previamente identificadas no gene FMR1 de individuos com fenétipo tipico de SXF

Variante: corresponde a variante genética encontrada; Impacto da variante: tipo de variante e seu efeito na constituicdo quimica do gene; Efeito na
proteina: alteragdo nos aminoacidos da proteina FMRP; Regido do gene: corresponde a regido do gene FMR1 que a variante atinge (por exemplo,
Promotor, introns, éxons, 3’'UTR); Posigao genémica: locus da variante; Cod. RefSeq Transcrito: codigo RefSeq do transcrito de FMR1; Fendtipo:
condigao/ caracteristicas observadas no individuo que carrega a variante genética reportada; Significado clinico: significado clinico geral de uma
variantes com base em dados obtidos nos artigos e no ClinVar; Referéncia: refere-se a lista individual de todos os trabalhos consultados.

(continua)
i i3 Posigao ignifi
Variante _Bum.ng da m*m_no.:m Regido A m. 1 Isoforma Fenétipo m_m:ﬁ_.omao Referéncia
variante proteina | do gene gendémica clinico
Caracteristicas dismorficas, face
alongada, testa e orelhas
€.52-1_52del . . chrx:147,921,932 proeminentes, macroorquidia - LUGENBEEL
\V b b} 1 b
insTA 2 Stopgain P-(?) exon 2 -147,921,933 NM_002024 hiperextensibilidade das articulagées, Patogénica etal., 1995
caracteristicas autistas e atraso no
desenvolvimento.
Deficiéncia intelectual, dismorfismo
c.80C>A Stopgain p.Ser27* | éxon?2 |chrX:147,921,961 | NM_002024 | facial, macroorquidismo, epilepsia, | p o anic, | GRONSKOV
caracteristicas autistas e pouco uso de etal., 2011
linguagem
Caracteristicas dismoérficas, face
alongada, testa e orelhas
c.373delaz | Frameshift, p.Thr25L 1o 5 | ohix:147,028,761 | NM_002024 | Proeminentes, hiperextensibilidade | o 4 i, | LUGENBEEL
stop cédon eufs*35 das jungdes, caracteristicas autistas, etal., 1995
TDAH, atraso no desenvolvimento e
comprometimento da linguagem.
Atraso no desenvolvimento,
comportamento autista, transtorno de
déficit de atencgdo e hiperatividade, .
c413G>A | Naosinonima | PA9138 | «ion5 | chrx:147,928,801 | NM_002024 | convulsdes, habito de agitar as méos, | - rovavel | SITZMANN et
GIn patogénica al., 2018
rosto alongado, orelhas grandes,
ma&aos macias, dedos hiperextensiveis
€ pés planos.
Frameshift, Atraso na linguagem, rosto alongado,
c.420-8A>G mﬁo_‘,.u cédon _o._,\_mﬁu 40l éxon 6 | chrX:147,929,940 | NM_002024 estereotipias e om_,moﬁm.:.m:omw de Patogénica QUARTIER et
(variante de efs*3 comportamento repetitivo, com al., 2017
splicing) agitacdo das méos e ansiedade.

" Baseado no genoma de referéncia (GRCh38)
2 Achados genéticos reportados por QUARTIER et al., 2017.
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(concluséao)

. Impacto da | Efeito na | Regido Posicao i~ Significado N
Variante : . A1 Isoforma Fenétipo o Referéncia
variante proteina | do gene gendmica clinico

Atraso no desenvolvimento,
c.797G>A | Naosinénima | PCY266 | «on8 |chrx:147,932,591 | NM_002024 | Juntamente com mdiltiplos outros Provavel | MYRICK et
Glu comportamentos e caracteristicas patogénica al., 2014
fisicas comumente associadas a SXF.
atraso no desenvolvimento, face ,
cO1T>A? | Naosinonima |P18304AS | o o0 10 | chrx:147,936,534 | NM_002024 | alongada, orelhas grandes, mandibula | " rovavel | DEBOULLE
n ; -~ patogénica etal., 1993
proeminente e macroorquidismo.
Habilidades motoras e de
comunicagao atrasadas.
Frameshift, Caracteristicas de comportamento
c.990+1G>A mﬁom coédon v._.<mwom> éxon 10 | chrX:147,936,614 | NM_002024 abmﬁzo_ assim como agitar as maos Patogénica QUARTIER et
(variante de snfs*11 e evitar contato fisico. Testa alta, rosto al., 2017
splicing) grosseiro, boca larga, orelhas de
tamanho normal mas formato anormal.
Tracos autistas.
Ara546 Deficiéncia intelectual, face alongada, O_MW_M_.%MW ot
c.1637G>A Nao sinénima | P9 éxon 15 | chrX:147,945,034 | NM_002024 mandibula proeminente e testa Patogénica N '
His WANG et al.,
grande.
1997
Caracteristicas fisicas e
. Frameshift, p.Gly538f | . . NM_001185 comportamentais tipicas de SXF e . OKRAY et al.,
¢.1457insG stop cédon s*23 exon 15 | chrX:147,945,607 075 deficiéncia intelectual moderada a Patogénica 2015

grave.

" Baseado no genoma de referéncia (GRCh38).
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APENDICE F — Relagao de primers utilizados para amplificagdo dos éxons do gene FMR1
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ID: identificagcdo do individuo participante; Primer ID: nomenclatura padréo utilizada para cada par de primer, entre parénteses esta descrito os
éxons do gene FMRX amplificados por cada par de primer. Os quadros marcados com X representam os éxons amplificados (conclusivos) e os
quadros em branco representam os éxons ndo amplificados (inconclusivos).

ID

Primer
ID

P1
(1)

P2
(2)

P3
(3)

P4
(4e5)

P5
(6e7)

P6
(8e9)

P7
(10)

P8
(11e12)

P9
(13)

P10
(14)

P11
(15 e 16)

P12
(17)

P13
(17)

P14
(17)

P15
(17)

PNO2

X

X

>

X

X

>

X

X

x

PNO4

X

X

X

PNO8

PNO9

x

PN11

x

PN13

PN20

XX [ X | X | X [X

XX [ X | X | X | X

PN21

PN28

PN31

PN34

XX [X | X [X[X | X [X|X X

PN38

X | X [ X | X

>

>

PN39

X [ X | X | X | X

>

X [ X | X | X | X

x

PN40

x

PN41

XXX [X XXX |X|X|[X[X[X[X[X[X

XX [ XX | X [X|X|[X|X[X|X|X|X

X X | X|X|X[X|X[X|X|X|X|X[X|X

PN42

PN44

PN45

>

PN51

X | X [ X | X

PN53

XX [X|X|X[X|X[X|X|X|X|X

X [ X [ X [ X

X | X [ X | X

X | X [ X | X

X X [X|X|X[X|X|X|X|X|X|X[X|X

X X [X XX [X[|X[X|X|X[X|X[X|X|X|[X|X|[X]|X

XX [ X | X | X [ X

XX [ X | X | X [ X

XX [ X | X | X [ X

XX [X | X |X|X|X|X|X|X|X|X

XX [ X | X | X [X
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APENDICE G - Financiamentos e colaboragdes desta pesquisa

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.

Além deste apoio financeiro, a pesquisa também contou com colaboragdo das
seguintes institui¢des:

Laboratério Experimental Multiusuarios (LEM) da Pontificia Universidade Catdlica
do Parana (PUCPR), que forneceu infraestrutura para a realizagdo de experimentos de
extracdo de DNA e analise de dados.

Instituto Lico Kaesemodel (Curitiba, Parana), que auxiliou diretamente na
obtencéao de informacdes e no contato com participantes da pesquisa.

Laboratério de Células Tronco da Universidade da Califérnia San Diego (UCSD,
USA), que realizou os experimentos de PCR e sequenciamento genético e contribui em
duas publicacbes cientificas.

Laboratério de Neurociéncias da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), que
contribui na elaboragdo do artigo “Non-CGG repeat expansion as disease-causing

mutations in Fragile X syndrome”.
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ANEXO A — Parecer do CEP: Aprovagao conforme parecer n° 2.199.666



£ Comité de Etica

4y [om Pesauisada ASSOCIAGAO PARANAENSE _CaﬂocoFom\o
-

PUCPR
k= DE CULTURA - PUCPR asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificacéo de variantes genéticas raras em sindrome do X fragil para melhoria dos
diagnésticos tradicionais da sindrome.

Pesquisador: Roberto Hirochi Herai

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 69389617.3.0000.0020

Instituicao Proponente: Associacdo Paranaense de Cultura - PUCPR
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 2.199.666

Apresentacéao do Projeto:

Trata-se de uma pesquisa em parceria com o ILK, na forma de uma colaboracéo cientifica, fornecera acesso
ao prontuario de cadastro de familias, e posteriormente auxiliara diretamente no contato direto aos
participantes da pesquisa selecionados, exclusivamente para coleta de amostras de saliva. A determinacéo
dos participantes da pesquisa se dara somente ap6s analise dos registros das familias que estédo no ILK,
que se daré inicio somente apds aprovacao no Comité de Etica em Pesquisa (CEP/PUCPR). Todos os
participantes e/ou seus respectivos responsaveis legais serdo informados a respeito da pesquisa,
verbalmente e por escrito, através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para
participantes com pelo menos 18 anos de idade completados e incapazes de responder por seus atos. Para
os participantes menores de 18 anos, também sera elaborado um TCLE de acordo com sua faixa etaria.
Com relagédo ao material biolégico coletado (saliva) dos participantes da pesquisa, 0 mesmo sera coletado
em tubos de facil manuseio (ver detalhes abaixo), mantido e processado no Laboratério Experimental
Multiusuéarios (LEM) da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR) (autorizagdo em documento
separado). Os os participantes selecionados serao reavaliados com base em um questionario consolidado
para avaliacdo de pacientes com SXF, conhecido como Checklist do X Fragil (do inglés Fragile X
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Bairro: Prado Velho CEP: 80.215-901
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br
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Continuacgéo do Parecer: 2.199.666

Checklist).

Objetivo da Pesquisa:

Detectar e estudar mutagdes raras no gene FMR1 que possam também causar a Sindrome do X Fragil,
possibilitando identificar novas variantes genéticas causais para que sejam utilizados como biomarcadores
de diagnostico para a sindrome.

Realizar uma revisao sistematica da literatura, incluindo bancos de dados genéticos, para identificar todos
os tipos de variantes genéticas que ja foram reportadas para a sindrome do X fragil;

Investigar o locus do gene FMR1 em amostras de saliva de pacientes sem mutacdes tipicas de expanséo de
CGG no gene FMR1, e que tenham sido clinicamente diagnosticados (apresentam sintomas pecualiares
para a sindrome) com SXF;

Analisar por métodos de bioinformatica o impacto das variantes encontradas na fungéo da proteina FMRP;
d) Incorporar os dados obtidos no estudo em uma base de dados com acesso publico para que laboratorios
possam fazer uso das informacgbes para testes genéticos futuros, e também para aqueles casos
previamente diagnosticados com SXF mas que ndo apresentaram expansao tipica do tipo CGG no gene
FMR1.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos previstos e preservados. Beneficios previstos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante com objetivos claros e metodologia adequada.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Termos de apresentacéo obrigatéria adequados.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto atende os requisitos éticos necessarios para a sua realizagéo.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugdo 466/12, o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) devera receber relatorios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos,
para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do
estudo.
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Eventuais modificagbes ou ementas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicoes, cabe ao pesquisador nao inicia-la antes de

receber a autorizagdo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser

carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador

responsavel, podendo ser requerido por este CEP em qualquer tempo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 924958.pdf 20:08:56
Projeto Detalhado / |Projeto_Mestrado_Carol.docx 20/06/2017 [ANA CAROLINA Aceito
Brochura 19:26:26 |[PINTO DA CRUZ
Investigador
TCLE / Termos de | Termo_assentimento_menores_16anos.| 20/06/2017 [ANA CAROLINA Aceito
Assentimento / docx 19:26:09 |PINTO DA CRUZ
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_Participantes_menores_07_naoal| 20/06/2017 |ANA CAROLINA Aceito
Assentimento / fabetizados.docx 19:25:55 |PINTO DA CRUZ
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_maiores18anos_semCondicoesL | 20/06/2017 [ANA CAROLINA Aceito
Assentimento / egais.docx 19:25:41 | PINTO DA CRUZ
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_maiores18anos.docx 20/06/2017 [ANA CAROLINA Aceito
Assentimento / 19:25:25 |PINTO DA CRUZ
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_16_18_incompleto.docx 20/06/2017 | ANA CAROLINA Aceito
Assentimento / 19:25:06 |PINTO DA CRUZ
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_07_16_incompleto.docx 20/06/2017 | ANA CAROLINA Aceito
Assentimento / 19:24:51 PINTO DA CRUZ
Justificativa de
Auséncia
Outros CartaResposta_CEP.pdf 20/06/2017 [ANA CAROLINA Aceito

19:23:08 | PINTO DA CRUZ
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 01/06/2017 [ANA CAROLINA Aceito
13:30:24 | PINTO DA CRUZ
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Declaragao de TCUD.pdf 31/05/2017 | ANA CAROLINA Aceito
Pesquisadores 22:13:57 [PINTO DA CRUZ

Declaracdo de ILK_Autorizacao.pdf 30/05/2017 | Roberto Hirochi Herail Aceito
Instituicdo e 20:09:44

Infraestrutura

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

CURITIBA, 03 de Agosto de 2017

Assinado por:

NAIM AKEL FILHO
(Coordenador)
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido
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TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé estda sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa
“Identificagao de variantes genéticas raras em sindrome do X Fragil para melhoria
dos diagnésticos tradicionais da sindrome” e que tem como objetivo estudar
caracteristicas fisicas, comportamentais e hovas mutagdes raras que possam causar
Sindrome do X Fragil. Acreditamos que ela seja importante porque ha casos em que,
embora o diagndstico clinico aponte para Sindrome do X Fragil, o teste genético indica
negativo pelo fato de ser baseado em uma Unica regido do gene FMR1. Sendo assim, é
importante compreender se ha outras mutagcdes que podem causar a condigdo e como
diagnostica-las.

Caso vocé aceite participar deste estudo, vocé sera convidado a responder um
questionario e também fornecer amostras de saliva, que sera obtida por meio de um kit de
coleta entregue a vocé e seu responsavel, com um manual de instrugbes claras do
procedimento a ser seguido para a coleta do material. O kit € de uso rotineiro em
laboratérios do mundo todo, portanto ndo oferece riscos a sua saude. Vocé foi escolhido
em participar porque vocé apresenta diagnostico clinico para Sindrome do X Fragil,
entretanto o teste genético feito para confirmar este diagnéstico apresentou resultado
negativo.

Seus direitos serao respeitados e vocé sera esclarecido(a) em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se. Para participar deste estudo, o seu
responsavel devera autorizar e assinar um termo de consentimento. Vocé ou o seu
responsavel podera retirar o consentimento ou interromper a sua participagado a qualquer
momento. A sua participacao € voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido, o pesquisador garante que ira
tratar a sua identidade e seus dados com padrdes de sigilo.

O material usado para o procedimento de coleta da saliva ndo é invasivo, portanto,
ele ndo causara nenhum tipo de ferimento, picada, choque ou qualquer sensacgao de dor,
mas é possivel que ocorre um certo desconforto e/ou constrangimento no momento da
coleta. Caso eu sinta qualquer tipo de desconforto, poderei solicitar o interronpimento da
minha participacdo na presente pesquisa, sem geracao de qualquer tipo de prejuizo, e
sendo garantindo sigilo absoluto e resguardo de minha integridade e bem estar.

O beneficio deste estudo sera de auxiliar no entendimento da condicdo que vocé
possui, além disso, vocé recebera esclarecimentos sobre a SXF e sera encaminhado para
realizagao de tratamento que permitira minimizar os sintomas que sente.

Os resultados estarao a sua disposicao quando a pesquisa for finalizada. Seu nome
ou o material que indique sua participagdo ndo sera liberado sem a permissdo do
responsavel por vocé. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficarao arquivados
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com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apos esse tempo seréo
destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a voceé.

Eu, , fui informado(a) dos
objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei
que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes, e 0 meu responsavel podera
modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu
responsavel ja assinado, declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma
copia deste termo assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
duvidas.

Curitiba, de de 20 .

Assinatura do(a) menor Assinatura do(a) pesquisador(a)
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ANEXO C - Checklist do X Fragil (do inglés Fragile X Checklist) proposto por Hagerman e
colaboradores (1991)

Responder o questionario da Tabela 1, indicando os seguintes valores para
suas respostas:

e 0 = caracteristica ausente;
e 1 = caracteristica em nivel intermediario (borderline) ou presente no passado;
e 2 = caracteristica definitivamente presente.

Tabela 1: Checklist do X Fragil de acordo com Hagerman et al., 1991.

Possui as caracteristicas abaixo? Pontuacao

Deficiéncia Intelectual

Hiperatividade

Periodos curtos de atengao

Defensivo tatiimente

Habito de agitar as maos

Habito de morder as maos

Pobre contato visual

Fala perseverante

Hiperextensibilidade das juncbes

Orelhas grandes ou proeminentes

Testiculos grandes

Palma da m&o com linhas tipo vinco simio ou linha Sydney

Histérico familiar de deficiéncia intelectual

Pontuacao Total




