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Resumo

O gene fragile X mental retardation 1 (FMR1) localizado no brago longo do cromossoma X
apresenta, em condi¢Ges normais, uma regido 5’ ndo traduzida com menos de 45 sequéncias
citosina-guanina-guanina (CGG). A forma alélica de pré-mutac¢do pode conter 55 a 200 repeti¢des
de CGG e carateriza-se por niveis normais ou baixos da proteina Fragile X mental retardation
(FMRP). Uma ampla variedade de disturbios tem sido associada ao estado de pré-mutacdo, entre
os quais, a Sindrome de tremor-ataxia associada ao X fragil (FXTAS) e a Insuficiéncia ovarica primaria

associada a Sindrome X fragil (FXPOI).

A Insuficiéncia ovérica primaria (I0OP), carateriza-se pela existéncia de uma alteragdo primaria
do ovério que desencadeia uma disfun¢do reprodutiva e enddcrina em mulheres com idade inferior

a 40 anos. A pré-mutacdo no gene FMR1 é uma das suas principais causas hereditdrias.

Do ponto de vista reprodutivo, a identificagdo da pré-mutacdo FMR1 antes da manifestacado
de sinais ou sintomas de insuficiéncia ovarica primaria permite que as mulheres tenham maior

poder de escolha relativamente a sua reproducéo.

Os alelos pré-mutados sao instaveis e, por isso, suscetiveis de expansao quando transmitidos
a geragdo seguinte, apresentando um risco de evolugdo para mutacdo completa. A expansdo para
um numero superior a 200 repeti¢des resulta no silenciamento do gene FMR1, culminando na
auséncia da producdo da proteina FMRP, o que define a Sindrome do X fragil (SXF). Esta representa
a causa mais comum de deficiéncia intelectual hereditaria em homens e constitui o principal defeito

monogénico associado ao autismo.

O aconselhamento genético deve ser sugerido a todos os individuos com valores de
repeticdes dentro da faixa intermédia, e a portadores de pré-mutacdo e mutagdo completa. Este
deve incluir a explicacdo da fisiopatologia e as consequéncias diretas para o paciente, bem como

as implica¢Oes para a descendéncia futura.

Com o objetivo de reunir o conhecimento cientifico atual sobre o espetro de doencas
associadas a Sindrome do X fragil, em particular, a insuficiéncia ovarica primaria e suas potenciais
consequéncias, foi realizada a pesquisa sistematica na plataforma PubMed, utilizando os termos

MeSH “Fragile X Syndrome”, “Primary Ovarian Insufficiency”, “Fragile X Mental Retardation

i



Protein”, “Fragile X Tremor Ataxia Syndrome”, “Prenatal diagnosis”, “Preimplantation diagnosis” e

“Gene editing” isolados ou combinados entre si.

Palavras-chave: Fragile X Syndrome | Primary Ovarian Insufficiency | Fragile X Mental Retardation
Protein | Fragile X Tremor Ataxia Syndrome | Prenatal diagnosis | Preimplantation diagnosis | Gene

editing
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Abstract

The fragile X mental retardation 1 (FMR1) gene, located on the long arm of the X
chromosome has, under normal conditions, a 5' untranslated region with less than 45 cytosine-
guanine-guanine (CGG) sequences. Premutation alleles can contain 55 to 200 repetitions of CGG
and are characterized by normal or low levels of the fragile X mental retardation protein (FMRP). A
wide variety of disorders have been associated with the premutation state, including Fragile X-
associated tremor-ataxia syndrome (FXTAS) and Fragile X-associated primary ovarian insufficiency

(FXPOI).

Primary ovarian insufficiency is characterized by the existence of a primary change in the
ovary that triggers reproductive and endocrine dysfunction in women under the age of 40. The

premutation in the FMR1 gene is one of the main inherited causes.

From the reproductive point of view, the identification of the FMR1 premutation prior to the
manifestation of signs or symptoms of primary ovarian insufficiency allows women to have greater

power of choice regarding their reproduction options.

Premutation alleles are unstable and, therefore, susceptible to expansion when transmitted
to the next generation, presenting a risk of evolving to complete mutation. Expansion to more than
200 repetitions results in the silencing of the FMR1 gene, ending up in the absence of FMRP protein,
which defines the Fragile X syndrome. This represents the most common cause of hereditary

intellectual disability in men and it is the main monogenic defect associated with autism.

Genetic counseling should be offered to all individuals with intermediate results and to
carriers of premutation or full mutation. It shall include the explanation of the pathophysiology,

and the direct consequences for the patient, and also for the future offspring.

In order to gather current scientific knowledge on the spectrum of diseases associated with
Fragile X Syndrome, in particular, primary ovarian insufficiency and its possible consequences, a
systematic search was carried out on the PubMed platform, using the MeSH terms “Fragile X
Syndrome”, “Primary Ovarian Insufficiency”,” Fragile Mental Retardation Protein”, “Fragile X
Tremor Ataxia Syndrome”, “Prenatal Diagnosis”,” Preimplantation diagnosis” and “Gene editing”

isolated or combined between itself.
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I. INTRODUGCAO

O gene fragile X mental retardation 1 (FMR1) possui a particularidade de estar envolvido
em trés sindromes com caracteristicas clinicas distintas (Figura 1), nomeadamente a Sindrome do
X fragil (SXF), a Sindrome tremor-ataxia associada ao X fragil (FXTAS) e a Insuficiéncia ovarica
primaria associada a sindrome X fragil (FXPOI).! O American College of Obstetrics and Gynecology
(ACOG) e o American College of Medical Genetics and Genomic (ACMGG) definem quatro formas
alélicas distintas consoante o nimero de repeti¢cdes do trinucleotideo citosina-guanina-guanina
(CGG) ao nivel da regido 5’ ndo traduzida do gene FMR1. Assim, estabeleceram-se as seguintes
designac¢des: normal (5-44 repeticdes), intermédia (45-54 repeticdes), pré-mutacdo (55-200

repeticdes) e mutacdo completa (> 200 repeticdes) (Tabela ). 23

A presenca de um numero superior a 200 repeticGes resulta na hipermetilacdo dos residuos
de citosina da prdpria repeticdo e da ilha CpG da regido promotora a montante, com consequente
silenciamento génico e auséncia da proteina Fragile X mental retardation (FMRP).* Estas alteracbes
relativas a mutacdo completa afetam a plasticidade sinaptica cerebral e estdo na origem da

deficiéncia intelectual associada a Sindrome do X fragil.>>®

Por outro lado, nos portadores da pré-mutacdo (55-200 repeti¢cdes) ndo ha silenciamento
do gene FMR1. Nestes casos, ocorre um aumento da transcricdo do gene FMR1 com reducao da

translacdo resultando em niveis normais ou baixos da proteina FMRP.2

Os disturbios associados aos portadores de pré-mutacdo incluem Sindrome de tremor-
ataxia associada ao X fragil (FXTAS), predominantemente em homens, e Insuficiéncia ovarica
primdria associada a sindrome X fragil (FXPOI), em mulheres.” As semelhancas moleculares dos dois
disturbios, nomeadamente o excesso de FMR1 e inclusGes intranucleares, sugerem a presenca de

mecanismos moleculares comuns subjacentes a FXTAS e FXPOI.>8

A Insuficiéncia ovérica primadria (IOP), também designada por Insuficiéncia Ovarica
Prematura, é definida como uma disfuncdo ovarica em mulheres com idade inferior a 40 anos. Deve
ser considerada como um dos diagndsticos diferenciais em qualquer mulher em idade reprodutiva
que se apresente com ciclos menstruais irregulares ou infertilidade.® Carateriza-se por
hipogonadismo hipergonadotrdfico e, como tal, associa-se a hipoestrogenismo e perda de foliculos,

resultando em irregularidades menstruais, infertilidade e diminuic3o da qualidade de vida.l® A pré-



mutagdo no gene FMR1 é responsdvel por 2-11% dos casos de insuficiéncia ovarica primaria, sendo,
por isso, uma das suas principais causas hereditarias.”**2 O termo FXPOI foi introduzido para

descrever qualquer grau de |OP atribuivel ao gene FMR1.23



Il. OBJETIVOS

Revisdo bibliografica da literatura, elaborada com o objetivo de reunir o conhecimento
cientifico atual sobre o espetro de doencas associadas a SXF com particular relevancia na
Insuficiéncia Ovarica Primaria associada a Sindrome do X fragil. Serdo realgadas as suas potenciais
consequéncias para a mulher em idade reprodutiva e para a descendéncia futura e, como tal, a

relevancia do aconselhamento genético nestas situacdes.

lIl. MATERIAL E METODOS

A presente revisdo foi realizada com recurso as plataformas de pesquisa PubMed, utilizando
as seguintes combinacbes de termos MeSH: “Fragile X Syndrome” e “Primary Ovarian
Insufficiency”; “Fragile X Mental Retardation Protein” e “Primary Ovarian Insufficiency”; “Fragile X
Syndrome” e “Prenatal diagnosis”; “Fragile X Syndrome” e “Preimplantation diagnosis”; “Fragile X
Syndrome” e “Gene editing”; e “Fragile X Tremor Ataxia Syndrome”. Adicionalmente foram
pesquisados titulos que incluissem “Fragile X-associated Primary Ovarian Insufficiency” ou “Fragile
X-Associated Diminished Ovarian Reserve”. Foram incluidos artigos cientificos no ambito do tema
da dissertagao, restringindo a janela temporal entre 1995 e 2021 e as linguas inglesa e espanhola.
Consideraram-se os seguintes critérios de inclusdo: artigos de revisao bibliografica, meta-andlises,

estudos observacionais e case reports. Foram priorizados os artigos originais e excluidos, apods

analise, os artigos duplicados.

Da pesquisa inicial resultaram 371 artigos. Com base nos resultados obtidos foram
analisados os titulos e respetivos resumos, de modo a rastrear a sua relevancia para o tépico em

questao.

Com os critérios acima referidos foram selecionados 104 artigos para a realizacdo da
referida revisdo bibliografica. Adicionalmente foram consultadas as guidelines da European Society
of Human Reproduction and Embryology e do American College of Obstetricians and Gynecologists,

bem como o consenso do Fragile X Clinical & Research Consortium.



IV. EPIDEMIOLOGIA

A pré-mutacdo FMR1 é uma causa comprovada de insuficiéncia ovarica primaria. A
prevaléncia da pré-mutacdo na populacdo é de 1:150 - 300 mulheres. Existe variabilidade
geografica, com variagGes étnicas e raciais, com o maximo de prevaléncia na Col6mbia, onde a pré-
mutacdo atinge 1 em cada 100 mulheres e, o minimo, no Jap3o afetando 1 em cada 1674 mulheres.?
Um estudo nos Estados Unidos, que incluia individuos de diferentes racas e etnias, revelou uma
maior frequéncia de alelos pré-mutados na populacdo afroamericana e branca comparativamente
aos asiadticos. Embora seja consistente com estudos prévios, os resultados ndo foram

estatisticamente significativos pelo pequeno tamanho da amostra.*

Tendo em conta que a insuficiéncia ovarica primdria apresenta uma incidéncia de 1%*° na

1516 conclui-se que o risco nestas mulheres é

populagdo e de 20% nas mulheres com pré-mutagdo
20 vezes superior.® Adicionalmente, as mulheres com pré-mutacdo atingem a menopausa, em
média, 5 anos mais cedo que as mulheres sauddveis e cerca de 3% tém a ultima menstruagdo antes
dos 29 anos.'”* Importa diferenciar as duas entidades, ja que, enquanto a menopausa assinala o
fim da fase reprodutiva da mulher, na insuficiéncia ovarica primaria pode haver funcdo ovarica
residual apds o diagndstico, manifestando-se de forma imprevisivel e/ou intermitente. Esta
carateristica levou a altera¢do da designacgdo de faléncia ovérica primaria para I0P, dado que a
terminologia anterior sugeria uma cessacdo definitiva da funcdo ovérica.?%?! Apesar da
consequéncia mais significativa e imediata da insuficiéncia ovarica primaria ser a reducdo da
fertilidade, 5-10% das mulheres com IOP° e 12,6% das mulheres com FXPOI conceberam
espontaneamente sem qualquer intervencdo médica, o que apoia a hipdtese de haver funcdo

ovérica residual ou erro no diagndstico inicial.*

O surgimento da Insuficiéncia ovarica primaria associada a Sindrome X fragil é influenciado
por trés fatores: tamanho da repeticdo, antecedentes genéticos e tabagismo. Relativamente ao
primeiro fator, existe uma relacdo n3o linear entre o nimero de repeti¢cdes CGG e o risco de IOP72%
%5 irregularidade menstrual e infertilidade.?? Dentro da faixa da pré-mutaco, as portadoras com
80-99 repeticdes tém maior risco de FXPOI e infertilidade quando comparadas com portadoras com
55-79 repeticdes e com mais de 100 repetices.?? A associacio entre as expansdes na faixa
intermédia e o risco de IOP ndo estd esclarecido, dada a existéncia de estudos com resultados
discrepantes.?®7° Os antecedentes genéticos também apresentam um papel importante, dado que

o risco de FXPOI estd aumentado em mulheres com histéria familiar de menopausa precoce®! ou

IOP.32 Um estudo reporta o caso de uma familia, na qual seis irmas portadoras de pré-mutacdo,



foram diagnosticadas com I0P.33 O tabagismo, que constitui um fator de risco modificavel, favorece
o surgimento de menopausa em idade mais precoce em mulheres com e sem pré-mutacao, pelo

que deve ser identificado durante a entrevista clinica.>??



V. INSUFICIENCIA OVARICA PRIMARIA

Apresentagdo clinica

A insuficiéncia ovarica primaria apresenta-se frequentemente com sintomas tipicos da
menopausa, por vezes precedidos por alteragdes no ciclo menstrual. Ainda que o surgimento de
IOP seja raro na adolescéncia, para o seu correto diagndstico é necessario um elevado indice de
suspeicdo, ja que por vezes as irregularidades menstruais sdo entendidas como normais nesta faixa
etdria.?’ Estima-se que 3% das adolescentes com pré-mutacido experienciem alteracdes do ciclo

menstrual, nomeadamente ciclos curtos ou irregulares.’>3*

A deficiéncia de estrogénio associa-se a afrontamentos, suores noturnos e sintomas
vaginais como secura e dispareunia, que podem interferir significativamente na qualidade de vida
das mulheres. Outros sintomas como perturba¢do do humor, défice de concentragao, alteragdo da
frequéncia urinaria, diminuicdo da libido e falta de energia também podem estar presentes. A
severidade e periodicidade dos sintomas referidos pode variar, refletindo as flutua¢des na atividade

ovdrica associadas ao inicio espontdneo da IOP.

Além do impacto a curto prazo, as mulheres diagnosticadas com IOP tém maior morbilidade
e mortalidade a longo prazo, dado o maior risco cardiovascular e reducao da densidade mineral

6ssea que pode levar a osteoporose.103®

Diagndstico e investigacao

Os critérios para diagndstico de insuficiéncia ovarica primaria incluem irregularidades
menstruais (oligomenorreia ou amenorreia), durante pelo menos quatro meses, e dois registos de
niveis elevados de hormona foliculo-estimulante (FSH), na faixa de menopausa, com pelo menos

um més de intervalo, em mulheres com idade inferior a 40 anos.>*°

ApOs a exclusdo de gravidez, através do doseamento de gonadotrofina coridnica humana
(beta-HCG), devem ser avaliadas a funcdo tiroideia e os niveis de prolactina, j4 que doencas

enddcrinas podem cursar com anomalias menstruais.’

Os niveis de FSH sdo o gold standard para o estabelecimento do diagndstico de IOP. O

doseamento de hormona anti-miilleriana (HAM), um marcador direto da reserva ovarica?’, pode



ser realizado, devendo ser interpretado apenas em conjunto com os niveis de FSH e estrogénios.
Estudos revelam que sdo encontrados niveis mais baixos de HAM em mulheres com IOP ou baixa
reserva ovarica. No entanto, as mulheres com valores baixos de HAM mas com ciclos menstruais

regulares n3o devem ser diagnosticadas com 10P.%°

Apds o diagndstico de I0P, importa determinar a sua etiologia, pesquisando anomalias
cromossémicas e/ou genéticas, doencas autoimunes, doencas infeciosas e fatores iatrogénicos
como cirurgias, radioterapia e quimioterapia. Na maioria dos casos o fator causal permanece

desconhecido, classificando-se a IOP como idiopatica.1%2%3¢

Dada a alta prevaléncia de anomalias cromossémicas nestes casos, todas as mulheres
diagnosticadas com IOP devem efetuar um cariétipo em sangue periférico. A analise do gene FMR1,
estd indicada em todas as mulheres com IOP apds explicacdo das implicagGes associadas ao
diagndstico de pré-mutacdo. Sugere-se igualmente a pesquisa de anticorpos anti 21-hidroxilase ou
adrenocorticais e antitiroideus em mulheres com IOP de causa desconhecida ou quando ha suspeita

de doenca autoimune.®

A ecografia e a bidpsia ovérica ndo sdo recomendadas por rotina para a determinacdo da
etiologia. Como a funcdo ovarica pode ser flutuante em mulheres com 0P, pode ser visualizada

atividade folicular, ndo distinguindo IOP de outros diagnésticos.°



VI. INSUFICIENCIA OVARICA PRIMARIA ASSOCIADA A SINDROME X FRAGIL

Fisiopatologia

O mecanismo fisiopatoldgico mais consensual relativamente a FXPOI é uma func¢do anormal
dos foliculos e ndo uma diminui¢do dos foliculos primordiais.3”*® Assim, o facto da idade média da
menopausa ser inferior nas mulheres com pré-mutacdo sugere um aumento da ativagdo dos

foliculos primordiais durante o periodo de pré-menopausa.*®

Em condi¢Bes normais, a atrésia folicular inicia-se apds a sele¢do do foliculo dominante, o
qual expande a massa de células da granulosa mais rapidamente do que os restantes foliculos. O
FSH constitui o principal fator contribuinte para a aceleracdo da mitose, evitando a apoptose. O
estradiol também é essencial para este processo, mas é sintetizado secundariamente a producdo
de aromatase dependente de FSH. A medida que a velocidade da mitose diminui, as células da
granulosa tornam-se menos eficazes a converter o substrato de androgénios em estrogénio, sendo
as células direcionadas para a apoptose e os foliculos eventualmente para a atrésia. As mulheres
portadoras de pré-mutacdo apresentam maior incidéncia de atrésia folicular, que se traduz numa
menor percentagem de foliculos antrais que se originam a partir dos foliculos primordiais. Acredita-
se que as células da granulosa nas portadoras de pré-mutacdo tenham menor capacidade de se
multiplicar num ritmo acelerado, o que leva a um menor numero de células a expressar recetores
FSH e consequentemente a uma menor producdao de estradiol. Dado que a producdao de

androgénios pelas células teca ndo é contrabalancada, a apoptose é predominante.®

A hipdtese de que o mecanismo fisiopatoldgico subjacente a FXPOI seja uma incapacidade
de acelerar a taxa de mitose das células da granulosa é consistente com os mecanismos ja aceites
para a FXTAS. No cérebro de pacientes com FXTAS foram observadas inclusdes intranucleares

13940 e pela proteina Fragile X polyglycine

ubiquitina-positivas compostas por mRNA FMR
(FMRpolyG).*° A acumulacdo de mRNA ocorre quando é excedida a capacidade de eliminag3o pela
via ubiquitina-proteassoma, levando a formacdo de inclusdes intranucleares. Ha ainda
recrutamento de proteinas de ligacdo ao RNA (hnRNP A2, Pur a, SAM-68, entre outras) que sdo
essenciais para o normal funcionamento celular. Ao serem sequestradas nas inclusdes, perdem a
sua funcdo, havendo uma producdo adicional compensatdria de RNA e proteinas. Demonstrou-se

ainda que a expansao das repeticdes CGG desencadeia uma translacao anormal, nao iniciada pelo

codao AUG, originando a proteina FMRpolyG (Figura 2). Esta proteina liga-se a moléculas essenciais



para a estabilizacdo da membrana nuclear e para a correta segregacdo cromossomica,

comprometendo a sua fung3o e contribuindo para a toxicidade associada a expansdo CGG.34

As mulheres portadoras de pré-mutacgdo apresentam niveis aumentados de mRNA FMR1 e
FMR®6 nas células da granulosa, sugerindo que outros RNA possam estar envolvidos na patogénese
da FXPOI.3942 Demonstrou-se ainda a presenca de FMRpolyG no estroma ovarico® e nas células da
granulosa.”! Transpondo os mecanismos da FXTAS para a FXPOI, acredita-se que o sequestro de
proteinas nas inclusdes intranucleares, leve a um trabalho celular adicional que prioriza a reposicdo
das proteinas em falta, refletindo-se numa divisdo mais lenta das células granulosa.>® Desta forma,
considera-se que os efeitos tdxicos do mRNA e da FMRpolyG possam causar aumento da atrésia

folicular ao longo da vida das mulheres portadoras de pré-mutacio.

O aumento da atrésia dos foliculos antrais resulta na diminui¢cdo da produg¢do de hormona
anti-mdlleriana. A HAM constitui um potente supressor da ativagdo dos foliculos primordiais. Esta
ausente nos foliculos primordiais sendo apenas detetdvel nas células da granulosa dos foliculos
primarios apds o inicio da maturacdo folicular. A expressdo de HAM é maxima nas células da
granulosa dos foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais.?3 Nos estadios de foliculos antrais
maiores, torna-se indetetdvel refletindo o periodo em que o crescimento folicular é FSH
dependente. Assim, a HAM tem um papel importante no inicio da maturacéo folicular, regulando o
nimero de foliculos que permanece no estadio primordial.®*® As portadoras de pré-mutacio
apresentam niveis inferiores de HAM, ***> o que contribui para uma acelerac¢3o da ativacdo folicular

comparativamente com as mulheres com niveis normais da mesma hormona.

Assim, acredita-se que os fendmenos de ativacdo e atrésia folicular possam levar a uma
rapida deplecdo do nimero de foliculos, pelo que previamente a instalacdo de IOP pode haver
algum grau de diminuicdo de reserva ovarica (DOR). Um estudo propde a introdugdo de um novo
termo “Diminuicdo da reserva ovdrica associada a Sindrome X fragil” (FXDOR) para as mulheres
portadoras de pré-mutacao. Este diagndstico deve ser ponderado apds exclusdo de todas as causas
conhecidas de infertilidade (fator paterno, endometriose, entre outros) em mulheres com menos
de 40 anos e com menstruagdes regulares, independentemente dos niveis de marcadores ovaricos.
A baixa reserva ovdérica pode dificultar procedimentos como a estimulacdo ovarica controlada,

durante a fertilizacdo in vitro (FIV).>*



Implicagbes reprodutivas

A maioria dos casos de Sindrome X fragil resulta da expansdo alélica das repeticdes CGG
localizadas na regido 5’ ndo traduzida do gene FMR1. Este fendmeno deriva da instabilidade dos
alelos com pré-mutacdo que sdo transmitidos por via materna a geragdo seguinte. Assim, as
mulheres portadoras de pré-mutacdo apresentam varias opcGes reprodutivas, de forma a

contornar a possibilidade de terem um filho afetado pela SXF.

A concecdo espontanea, isto é, sem usufruto de técnicas de reproducdo medicamente
assistida é possivel nas mulheres portadoras de pré-mutagdo com IOP, dado que, como referido
anteriormente, a funcdo ovérica é intermitente e imprevisivel, contrariamente @ menopausa.”’ O
diagndstico pré-natal de mutag¢do completa, apds concecdo espontanea, tem um impacto
emocional significativo para os pais, ao tomarem conhecimento de uma doencga no feto que pode
motivar a interrupcdo da gravidez. A interrupcdo da gravidez pode dar origem a questées éticas e
médicas, que sdo evitadas quando se recorre a fertilizacdo in vitro com teste genético pré-
implantacdo, ja que este procedimento permite a transferéncia de embrides sem mutacdo.*®
Contudo, a fertilizagdo in vitro é um procedimento caro e pode ser especialmente dificil em
portadoras de pré-mutacdo, dada a menor reserva ovarica e, possivelmente, pela menor resposta
a estimulacdo ovérica.>***° A repercussdo da pré-mutacdo na resposta a estimulacdo ovdrica,
durante os procedimentos de FIV, é controversa. Alguns autores consideram que a FIV é uma opc¢do
irrealista para estas mulheres pela baixa reserva ovarica e fraca resposta a estimulac3o ovarica.*°
Outros estudos demonstraram que a FIV é possivel em certos casais, apesar da necessidade de
utilizacdo de doses mais elevadas de FSH durante a estimulagdo ovarica nas mulheres portadoras
de pré-mutacdo.’’™* Alguns casais podem recorrer a ado¢3o ou a odcitos dadores, de forma a
contornar o risco genético.”® Contudo, dada a alta prevaléncia da pré-mutacdo na populacdo é

recomendada a testagem dos odcitos.>®

Um estudo conduzido em Israel avaliou, em mulheres gravidas portadoras de pré-mutacéo,
quais os fatores preponderantes na decisdo entre FIV com teste genético pré-implantagdo e
conce¢do espontdanea com amniocentese ou bidpsia das vilosidades coridnicas. A experiéncia
prévia de faléncia de tratamentos de FIV revelou-se como o fator principal que influencia a escolha
de conce¢do espontdnea e diagnostico pré-natal. J& as mulheres mais velhas e as que

experienciaram interrupcdes de gravidez por filhos afetados preferem procedimentos de FIV.>’
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A pré-mutacdo parece ter outras implicagdes reprodutivas, no que diz respeito a frequéncia
de gestacOes gemelares e abortamentos espontdneos. Estudos revelam maior prevaléncia de
gestacOes gemelares na descendéncia de mulheres portadoras de pré-mutacdo, sobretudo nas que
apresentam IOP estabelecida. E reconhecido que a probabilidade de gestacdo gemelar aumenta
com o avancar da idade materna, provavelmente pelo efeito dos niveis superiores de FSH nestas
faixas etdrias. Na IOP, o excesso de FSH numa idade mais precoce, pode justificar a maior taxa de
gestacdes gemelares.*® Relativamente aos abortamentos espontaneos, um estudo revelou maior
prevaléncia de alelos CGG na faixa intermédia ou pré-mutacdo, e menor numero de interrupgoes
adenina-guanina-guanina (AGG), em mulheres com histéria de abortos recorrentes,

comparativamente a mulheres saudaveis.>®

Atualmente, dado que ndo ha forma de prevencgdo ou reversdo da FXPOI, o foco deve
assentar na identificagdo precoce de mulheres com pré-mutacdo, de forma a oferecer a
possibilidade de preservacdo de fertilidade. O adiamento da maternidade para idades mais
avancadas que se tem verificado no mundo ocidental real¢a a importancia de identificar as
mulheres portadoras de pré-mutacdo em tempo util, pelo risco de infertilidade no futuro. Desta
forma, poder3o alterar o planeamento familiar, com antecipacdo da conce¢do®, ou entdo optar
pela criopreservagdo de ovécitos ou embriGes. Desconhece-se se as mulheres portadoras de pré-
mutacdo beneficiariam de criopreservacdo de tecido ovarico. Esta técnica é util em mulheres jovens
com funcdo ovarica normal que sofrem um dano agudo e isolado nos ovarios, apds, por exemplo,

um tratamento gonadotdxico por malignidade.®
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Estratégia terapéutica

Tendo em conta que, atualmente, ndo existe um tratamento especifico para a FXPOI, a
abordagem desta patologia é semelhante a da IOP. Assim, apesar da heterogeneidade etioldgica
da I0OP, os principios fundamentais do tratamento sdo otimizar a saide da mulher de forma

integrada e repor as hormonas reprodutivas da forma mais fisioldgica possivel.’

Suporte emocional

O diagndstico de IOP pode ter repercussées emocionais marcadas para a mulher, que se
depara, de uma forma inesperada, com o problema da infertilidade, ainda que a concec¢do possa
ocorrer nos periodos intermitentes de recuperacdo da funcdo ovérica.?! Adicionalmente, as
mulheres portadoras de pré-mutacdo apresentam maior prevaléncia de ansiedade e depressao,
que podem ser desencadeadas pelo diagndstico de I0P.>%! Os profissionais de saide assumem um
papel determinante na medida em que devem fornecer informacGes acerca do diagndstico e

ferramentas disponiveis para assegurar a maternidade.

Terapia de reposicao hormonal

A terapia de reposi¢do hormonal (TRH) é recomendada em mulheres com IOP, dado que
além de aliviar os sintomas de hipoestrogenismo, como os sintomas vasomotores e a disfuncdo

sexual associada a secura vaginal e dispareunia, tem um efeito benéfico na massa 6ssea.°

Com o objetivo de avaliar a frequéncia de reposicdo hormonal adequada, foram
entrevistadas 79 mulheres com diagndstico de pré-mutacdo. Muitas mulheres reportaram que os
profissionais de salide nunca mencionaram ou até desaconselharam esta terapéutica. Contudo, os
riscos e beneficios da TRH para as mulheres que atingem a menopausa na idade fisioldgica ndo
podem ser extrapolados para mulheres jovens com IOP, visto que sao clinicamente distintas. Assim,
existe uma janela temporal na qual os riscos associados a terapia de reposicdo hormonal estdo

atenuados.*

Nas mulheres em idade reprodutiva, o estradiol é o estrogénio predominante, atingindo,
em condi¢cdes normais, valores séricos médios de 100 pg/mL. Tanto o adesivo transdérmico como
o anel vaginal fornecem quantidade diaria fisioldgica de estradiol. Além disso, geralmente

normalizam os niveis de LH, o que pode aumentar a probabilidade de ovulagcdo. As vias
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transdérmica (adesivo ou gel) e transvaginal de administracdo de estradiol sdo preferidas a via oral,
por apresentarem menor risco de tromboembolismo venoso. Recomenda-se a associacao de
acetato de medroxiprogesterona oral, 12 dias por més, para protec¢do contra hemorragia menstrual

severa e cancro do endométrio.®*

Os contracetivos orais contém doses suprafisioldgicas de estrogénios, ndo sendo utilizados
para reposicdo hormonal nas mulheres com IOP dada a menor eficicia na manutencdo da
densidade dssea relativamente a reposicdo com doses fisioldgicas. Tal facto foi comprovado por
um estudo que demonstrou maior densidade éssea na coluna lombar nas mulheres com IOP sob

TRH comparativamente as que utilizavam contracetivos orais.’

Modificacdo do estilo de vida

De forma a minimizar a perda de massa déssea, as mulheres com IOP devem assumir uma
dieta saudavel e equilibrada e praticar exercicio fisico com carga. Deve ser assegurada a ingestdo
de calcio nas quantidades didrias recomendadas de acordo com a faixa etdria (1000 mg para
mulheres entre os 19-50 anos e 1300 mg para raparigas entre os 9-18 anos). E recomendado um
valor sérico de vitamina D (25-hidroxivitamina D) de 30 ng/mL, estando indicada a suplementag¢io
em mulheres com baixa exposicdo solar. Os suplementos de célcio aumentam a densidade mineral
dssea, mas ndo reduzem o risco de fraturas e aumentam o risco de enfarte agudo do miocardio. Os
bifosfonatos ndo sdo recomendados dado o seu efeito toxico para os embrides caso ocorra uma

gravidez subsequente.®?

Contracecao

Na IOP a funcdo ovarica é intermitente e imprevisivel, pelo que as mulheres que ndo
pretendem engravidar devem recorrer a métodos contracetivos. Os dispositivos intrauterinos e os
métodos de barreira sdo os preferidos, em detrimento dos contracetivos orais, que podem ter
eficacia reduzida no contexto de IOP, possivelmente pela incapacidade de suprimir o FSH que se
encontra anormalmente elevado.®’ Em mulheres sexualmente ativas, na presenca de atraso

menstrual deve ser realizado um teste de gravidez.
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VIl. PRE-MUTACAO E SINDROME DO TREMOR-ATAXIA ASSOCIADA AO X
FRAGIL

O gene FMR1 apresenta uma funcdo determinante no sistema nervoso, conforme
evidenciado pela sua expressdo abundante de FMRP no tecido neural de humanos e pelo fenétipo
clinico dos pacientes com Sindrome do X fragil, que se associa a auséncia de FMRP.
Simultaneamente, desvios da expressdo normal do produto proteico, como no caso da pré-
mutacdo, também resultam em efeitos deletérios no funcionamento do sistema nervoso,

explicando a Sindrome do tremor-ataxia associada ao X fragil.2

A Sindrome do tremor-ataxia associada ao X fragil € uma doenca neurodegenerativa de
inicio tardio, com maior prevaléncia em homens a partir dos 50 anos, que se carateriza
principalmente por tremor de intengdo seguido de ataxia cerebelar, em 90% e 20% dos pacientes,
respetivamente.®? Contudo, tanto o tremor como a ataxia podem ser o sintoma inicial de
apresentacdo. Geralmente o tremor de intengdo é progressivo, afetando inicialmente a escrita e
posteriormente outras atividades de vida didria como alimentac30.* Acompanha-se
frequentemente de outros sintomas neuroldgicos como neuropatia periférica, parkinsonismo,
perda de memdria a curto prazo, declinio cognitivo, atrofia cerebral, fraqueza muscular proximal e
disfuncdo autondémica.”*® Dada a variabilidade de sintomas, os doentes com FXTAS s3o
frequentemente diagnosticados, numa fase inicial, com outras doencas neurolégicas comuns como

.84 O agravamento da prevaléncia e sintomas da FXTAS com

doenca de Parkinson e tremor essencia
a idade apoia a hipdtese de que ha acumulac¢do do efeito téxico do mRNA ao longo dos anos.®?
Entre portadores de pré-mutagdo, estima-se que 40% dos homens irdo desenvolver sintomas de
FXTAS, contrastando com 16,5% entre as mulheres. A percentagem de mulheres afetadas pode
estar subestimada, dado que apresentam um fendtipo mais ligeiro da doenca, sendo necessario
um alto nivel de suspei¢do para o seu diagndstico.®® Esta diferenca epidemioldgica e fenotipica
entre sexos € provavelmente explicada pelo efeito protetor da expressdo de FMR1 pelo alelo
normal do cromossoma X no sexo feminino.>®%%” Atualmente, existem relatos clinicos de FXTAS e

insuficiéncia ovarica primaria diagnosticados na mesma paciente.®>

Os achados imagioldgicos da FXTAS, na ressonancia magnética nuclear (RMN), incluem
atrofia cerebral global, hiperintensidade da substancia branca®, em particular dos pedunculos
cerebelares médios (MCP) e dilata¢do dos ventriculos.®*7° Estas alteracdes correlacionam-se com o
nimero de repeticdes CGG e tornam-se mais severas com o envelhecimento.®® Na RMN, o

hipersinal em T2 nos MCP é um achado relativamente distinto, presente em aproximadamente 60%
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dos homens portadores de pré mutacdo com envolvimento neurolégico, pelo que é atualmente

considerado um dos critérios de diagndstico da FXTAS.%37°
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VIIl. EXPANSAO ALELICA E SINDROME DO X FRAGIL

Os alelos pré-mutados sdo instaveis e, por isso, suscetiveis de expansdo quando
transmitidos a geracgdo seguinte, apresentando um risco de evolugdo para mutacdo completa. A
Sindrome X fragil segue um padrdo de hereditariedade ligado ao cromossoma X extremamente
complexo. Atransmissdo a descendéncia é influenciada pelo sexo do parente que transmite o gene,
o sexo da criancga, o niumero de repeticdes CGG e pela estabilidade do alelo afetado mediada pelas

interrupgdes AGG.>7172

Importa referir que apenas a transmissdo por via materna pode levar a expansdo do
numero de repeti¢des para a faixa de mutacdo completa. Assim, as mulheres portadoras de pré-
mutacdo podem gerar, na descendéncia, formas alélicas de pré-mutagdo com um nimero maior de
repeticdes CGG ou formas alélicas de mutacdo completa.*’2 Dada a hereditariedade ligada ao X,
os homens portadores de pré-mutacdo ou mutagdo completa apenas transmitem pré-mutacao as
filhas.® Tendo em conta que 40% das filhas de homens portadores de pré-mutacdo apresentam
repeticdes em menor nimero do que o pai, acredita-se que durante a transmissdo paterna pode
haver regressdo do nimero de repeticdes.? Por outro lado, um estudo sugere que as mulheres que
herdam a pré-mutacdo do pai, t&m um risco acrescido de IOP’3, embora estudos subsequentes n3o

suportem essa associacdo.”*7®

O aumento do nimero de repeticbes CGG encontra-se diretamente relacionado com o risco
de expansdo para mutacido completa na descendéncia.”’ A presenca de um nimero de repeticdes
superior a 100 apresenta um risco de 98% de expansdo para mutagdo completa, contrastando com
3,7% quando ha 55-59 repeticdes CGG. As mulheres com alelos na faixa intermédia, isto é, entre 45
e 54 repeticdes CGG, apesar de poderem expandir para pré-mutacdo, ndo evoluem para mutacdo

completa na gerac3o seguinte.?

A presenca de interrupcGes AGG confere estabilidade ao alelo, diminuindo o risco de
expansao para mutagcdo completa, sobretudo na presenga de um nimero inferior a 100 repeticées.
Numa mulher portadora de pré-mutacdo com 55-59 repeticGes, a presenca de pelo menos uma

interrupcdo AGG reduz o risco de expansdo para mutacdo completa de 3,7% para menos de 1%.3
A forma alélica de mutagdo completa, que se associa a Sindrome X fragil, define-se por um

numero de repeti¢des CGG superior a 200 e resulta no silenciamento do gene FMR1 através da sua

metilacdo, tanto no sexo masculino como no feminino. Consequentemente, a auséncia da proteina
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FMRP, um regulador da translacdo, afeta a sintese de proteinas essenciais para a plasticidade
sinaptica cerebral.”® Estas altera¢®es relativas 8 mutacdo completa est3o na origem da deficiéncia
intelectual, que se apresenta de forma variavel. A Sindrome do X fragil associa-se a disturbios do
espetro do autismo, dificuldade de aprendizagem e a um perfil psiquiatrico de ansiedade, evicgdo
social e hiperatividade. Sdo frequentes outras condicdes médicas como convulsdes, otite média
recorrente, estrabismo e obesidade. Os individuos com esta doenca podem apresentar
carateristicas faciais distintivas, como face alongada, palato alto e orelhas proeminentes e
macroorquidismo (durante e apds a puberdade). Disturbios do tecido conjuntivo mediados por
desregulacdo da elastina podem estar presentes, sob a forma de hiperextensibilidade das
articulagdes, sobretudo nos dedos, pés planos com pronacdo, prolapso da valvula mitral, raiz da

aorta dilatada e escoliose (Figura 3).5>6%79.80

De forma semelhante a Sindrome do tremor-ataxia associada ao X fragil, as mulheres
apresentam um fendtipo mais ligeiro de alteragGes faciais, cognitivas e comportamentais, dada a
presenca de um cromossoma X ndo afetado capaz de produzir FMRP. Estudos apontam para uma
prevaléncia de 53 a 71% de Ql borderline e de deficiéncia intelectual em mulheres com mutac¢do

completa.”®

O sistema Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) trata-se uma
ferramenta de edicdo gendmica que permite alterar regies especificas. Aplicou-se esta ferramenta
ao Sindrome do X fragil, procedendo-se a excisdo das repeti¢des CGG expandidas de um alelo com
mutacdo completa com o objetivo de torna-lo num alelo sem repeti¢des CGG. Através da edicdo
gendmica, reativou-se o gene FMR1 que se traduziu na restauracdo da producdo de FMRP.
Recentemente, foram desenvolvidas ferramentas de edicao do estado de metilacdo do DNA que
visam reverter a hipermetilacdo do gene FMR1. A desmetilacdo da expansdo CGG através de dCas9-
Tetl/sgRNA alterou o estado de heterocromatina do promotor de FMR1 para um estado de
cromatina ativa, restaurando a expressao de FMR1. Ambas as técnicas de edigdo gendmica sugerem
potenciais futuras terapéuticas para os embrides com Sindrome X fragil das mulheres com pré-

mutacdo FMR1 que s3o submetidas a FIV.%!
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IX. RASTREIO E DIAGNOSTICO DE PRE-MUTACAO

O American College of Obstetrics and Gynecology (ACOG) recomenda o rastreio de
portadoras de pré-mutacdo nas mulheres gravidas, ou que pretendem engravidar, com historia
familiar de doencas relacionadas com o X fragil ou défice intelectual. Também enfatizam a
importancia de testar mulheres que apresentam insuficiéncia ovarica inexplicada e/ou niveis de
FSH na faixa da menopausa antes dos 40 anos.®° Contudo, o cumprimento destas guidelines apenas
identifica 50% dos portadores de X fragil, havendo estudos que propde a expansado de critérios com
a inclusdo de antecedentes familiares de disturbios do espetro do autismo e disturbios
comportamentais® ou um rastreio universal 884 O rastreio universal de pré-mutacdo a todas as
mulheres gravidas é controverso.®> Estima-se que a frequéncia de pré-mutacdo em mulheres sem

histdria familiar de défice intelectual, problemas de desenvolvimento ou autismo seja 1 em 157.8¢

Os métodos para detetar as repeticdes CGG na regido 5’ ndo traduzida do gene FMR1 sdo
sensiveis e especificos ndo sé para os pacientes sintomaticos como também para os portadores
assintomaticos da mutacdo. O diagndstico molecular consiste na andlise do DNA extraido de uma
amostra sanguinea, com o objetivo de determinar o nimero de repeticGes e o estado de metilagdo
dos alelos expandidos. Contudo, os laboratérios geralmente necessitam de usar mais do que um
método de diagndstico, ja que ndo existe um ideal para caraterizar todos os aspetos da mutacgdo
FMR1.8” As técnicas baseadas na Polymerase Chain Reaction (PCR) s3o geralmente acessiveis,
rapidas e simples e incluem analise por eletroforese (em gel de acrilamida ou eletroforese
capilar).#® No entanto, a amplificacdo de regides ricas em CG é dificil, pelo que apenas os alelos
com menos de 100 repeticdes CGG sdo passiveis de amplificacdo por PCR (Tabela Il), embora
esporadicamente haja expansdo de alelos maiores.®” Como as muta¢des completas n3o s3o
amplificaveis através da PCR convencional®>®%, a auséncia de amplificacdo em homens, pode
indicar a presenca de um alelo expandido, patoldgico. Nas mulheres, a presenca na eletroforese
de uma unica banda, na faixa normal, ndo permite a distincdo entre as homozigdticas e as
portadoras de um alelo expandido que ndo foi amplificado.®”®” Outra desvantagem da PCR
convencional é o facto de ndo informar acerca do estado de metilagdo.%! Assim, posteriormente é
geralmente necessaria a analise por Southern Blot, ndo sé para determinar as dimensdes dos alelos
maiores refratarios a amplificacdo por PCR, como também para distinguir as mulheres normais
homozigédticas das portadoras da pré-mutacdo.”! A necessidade de utilizagdo desta técnica torna o

rastreio do SXF relativamente dispendioso e demorado.®2° O Southern Blot consiste na avaliacdo
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do lécus FRAXA, do gene FMR1 e do estado de metilacdo (Tabela Il). Estes dados permitem

determinar o nivel de expressdo da proteina FMRP.°

Avancos na tecnologia do PCR levaram a introduc¢do do TP-PCR (triplet primed PCR), que
conjuga a técnica de PCR cldssica com um primer que hibridiza os trinucleotideos CGG. Permite
detetar, com exatiddo, pré-mutacGes e mutacdes completas, por vezes eliminando a necessidade
de confirmac3o por Southern Blot (Tabela 11).>%? Adicionalmente, deteta sequéncias constituidas
por nucledtidos AGG que interrompem periodicamente a repeticdo CGG no gene FMRI1. A
caraterizacdo do padrao de interrupgao por AGG permite inferir acerca do risco de instabilidade da
repeticdo durante a transmissdo dos progenitores para os filhos® e do risco de diminui¢do da

reserva ovdrica.>?

Um estudo propde a introducdao de um protocolo distinto para os homens e as mulheres.
Em ambos, o passo inicial consiste na amplificacdo através da PCR. No sexo masculino, a auséncia
de amplificacdo exige a avaliacdo do estado de metilagdo, pelo que, em detrimento do Southern
Blot, sugerem a aplicacdo da técnica Methylation-Specific Multiplex-Ligation-dependent Probe
Amplification assay (MS-MLPA), por ser mais rapida e menos dispendiosa. Dado que esta técnica
nao é fidedigna em mulheres, pela inativacdo aleatéria do cromossoma X, a presenca de apenas

um fragmento amplificado exige a confirmac3o por Southern Blot.>
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X. ACONSELHAMENTO GENETICO

Além das implicacGes reprodutivas da FXPOI, as mulheres portadoras de pré-mutacdo
devem estar conscientes do risco de expansdo alélica na descendéncia e consequente
desenvolvimento da Sindrome do X fragil. Adicionalmente, devem ter o conhecimento de outras
patologias associadas a pré-mutacdo, particularmente a Sindrome do tremor-ataxia associada ao X
fragil (FXTAS), que podem afetar as geracdes seguintes.”***> Contudo, a dete¢do de embrides com
pré-mutacdo, levanta questdes éticas relacionadas com o rastreio de doencas que apenas se

manifestam na idade adulta ou, na maioria dos casos, que nunca se chegam a desenvolver.9+%%

O aconselhamento genético é essencial para todos os portadores de pré-mutagdo e

~ . . ’ . . ’ . .~ 80
mutacgdo completa, bem como individuos com resultados na faixa intermédia (45-54 repeti¢oes).

No caso de pré-mutacdo, o aconselhamento deve abranger o calculo do risco de expansdo do alelo

para mutacdo completa na geracdo seguinte. Para tal, é necessario o conhecimento do nimero de

repeticdes CGG e o nimero de interrup¢des AGG no alelo materno.?

A consulta de aconselhamento genético pode ser mais dificii e demorada
comparativamente ao aconselhamento para o Sindrome de Down, pela possibilidade de diferentes
fendtipos com base no nimero de repeticées e sexo fetal e pela menor sensibilizagdo da populacdo
em rela¢do ao SXF.%” Um estudo que incluia mulheres referenciadas para aconselhamento genético,
por idade materna avancada, revelou que dois tercos ndo tinham conhecimento da existéncia do

SXF.%®

Teste genético pré implantagdo

O objetivo do teste genético pré-implantacdo é a selecdo e transferéncia de embrides com
numero normal de repeticbes CGG. Apds estimulagcdo ovarica controlada, procede-se a
recuperacdo e fertilizacdo de ovdcitos, geralmente por injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides. A bidpsia embrionaria é realizada em 1-2 blastomeros no caso de um embrido de
3 dias'>® ou em 5-8 células no caso de um embrido na fase de blastocisto. Posteriormente,
procede-se a andlise genética.® Contrariamente as restantes doencas com hereditariedade ligada
ao X, a selec¢do exclusiva de embrides do sexo feminino ndo é viavel, dado que as mulheres podem
manifestar doencas associadas ao X fragil.*® Enquanto que para o diagndstico pré-natal é

imprescindivel o conhecimento do nimero preciso de repeticdes CGG, no teste genético pré-
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implantacdo basta a identificacdo dos embrides que ndo possuem o alelo pré-mutado ou

mutado.®°

O facto de o Southern Blot, gold standard no diagnéstico molecular da Sindrome X fragil &,
requerer grandes quantidades de DNA!%, impossibilita a sua utilizagdo no contexto do teste

genético pré-implantacdo, dado que a amostra consiste em células Unicas extraidas do embrigo.%

O primeiro teste genético pré-implantac3o para a SXF foi realizado em 1995'% e baseava-
se apenas na detecdo por PCR dos alelos maternos e paternos nao expandidos. Por este motivo,
eram oferecido exclusivamente a casais informativos, isto €, cujos alelos FMR1 materno e paterno
normais diferissem no nimero de repeti¢des CGG. Posteriormente, eram selecionados os embriGes
gue apresentassem o alelo materno normal. No entanto, apenas 63% dos casais que requisitam o
teste genético pré-implanta¢do para SXF sdo informativos.'®® Por outro lado, pode haver falha de
amplificacdo por PCR (allele dropout - ADQ), sobretudo na presenga de um grande numero de
repeticdes CGG, impossibilitando a distincdo entre embrides do sexo feminino homozigéticos
(normais) e heterozigdticos (com um alelo normal e outro com pré-mutacdo que ndo foi

amplificado).%?

Para os casais ndo informativos, isto €, com nimero de repeti¢cdes idénticas nos alelos
normais, o teste genético pré-implantacdo assenta na andlise de ligagdo de marcadores
polimérficos. Esta técnica baseia-se no facto de que sequéncias de DNA que estdo proximas num
cromossoma sdo herdadas juntas, pelo que varios marcadores sdo segregados juntamente com a
mutacdo. Os marcadores polimérficos mais utilizados sdo os Short Tandem Repeats (STR),
fragmentos repetitivos de DNA com 2-6 pares de bases, cuja estrutura é herdada através de
geragoes. Assim, de forma a determinar os marcadores mais adequados para cada caso, procede-
se ao teste genético do casal e de pelo menos um membro da familia afetado.>°! Desta forma, a
andlise de ligacdo é um método indireto para a identificacdo dos alelos com muta¢do no embrizo.?
Contudo, neste procedimento ha risco de eventos de recombinacdo, o que pode levar a erros de

diagndstico.*
De forma a contornar as dificuldades inerentes a cada técnica supracitada, uma equipa em

2007 desenvolveu um protocolo que incluia a coamplificagdo de varios loci por multiplex nested

PCR e de marcadores polimdrficos que s3o segregados conjuntamente com a mutacdo.!%
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Diagnéstico pré-natal

O diagndstico pré-natal pode ser realizado com recurso a bidpsia de vilosidades coridnicas
ou amniocentese, durante o primeiro ou segundo trimestre de gestacdo. E preferencialmente
realizado quando o risco de expansdo alélica calculado para mutacdo completa é baixo (inferior a
5%) ou quando o casal ndo realiza o teste genético pré implantagdo. No entanto, a realizagdo de
testes invasivos nas mulheres com repeticdes CGG na faixa intermédia deve ser desaconselhada
por n3o haver risco de expansdo para mutacdo completa na geracdo seguinte.'® Apesar de ambas
as técnicas apresentarem baixo risco de perda gestacional, no caso de alelos na faixa intermédia, a
probabilidade de dano fetal é provavelmente superior ao risco de expansdo para mutacdo

completa.>10°

A bidpsia das vilosidades coridnicas é uma técnica invasiva guiada por ecografia, que
consiste na obtencdo de células da placenta, por via transabdominal ou transvaginal, consoante a
posicdo da placenta ou experiéncia do operador, para andlise genética. A realizacdo entre as 10-13
semanas € uma das suas principais vantagens comparativamente a amniocentese, ja que permite
um diagndstico e intervengdo mais precoces. Teoricamente, a placenta e o feto sdo geneticamente
idénticos, dado que apresentam a mesma origem embrionaria. Contudo, em casos raros, pode
ocorrer mosaicismo placentdrio, no qual a placenta e o feto apresentam linhas celulares diferentes,

pondo em causa a eficacia da bidpsia das vilosidades coridnicas.

A amniocentese elimina o risco de mosaicismo placentario ja que utiliza liqguido amnidtico
que contém células fetais. E realizada numa fase mais avancada da gravidez, apds as 15 semanas

de gestacdo.?

Independentemente da técnica escolhida para obtencdo das células, o passo seguinte inclui
a andlise genética que engloba a PCR e o Southern Blot.}° O primeiro procedimento visa determinar
o numero de repeticdes CGG dentro do alelo de forma a classifica-lo em normal, intermédio, pré-
mutacdo ou mutacdo completa. O Southern blot, posteriormente, diferencia, com maior exatidao,
a pré-mutacdo da mutacdo completa e determina a atividade transcripcional através do estado de
metilacdo. A PCR AmplideX permite, em alternativa, determinar o nimero de repeticées CGG,

interrupcdes AGG e a metilagdo do DNA.3

A presenca de FMRP nos citotrofoblastos de fetos do sexo masculino controlo e a auséncia

de FMRP nos fetos com mutacdo completa sdo a base dos estudos imunohistoquimicos das bidpsias
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de vilosidades coridnicas. A idade gestacional é um fator importante devido ao timing de inativacdo
do FMR1. O facto de haver expressdo de FMRP as 10 semanas de gestacdo tanto no grupo controlo
como no grupo com muta¢do completa sugere auséncia de inativacdo do FMR1 até essa idade
gestacional. As 12 semanas de gestacdo, a inativacdo do FMR1 estd completa pelo que ndo ha
detecdo de FMRP a partir dessa idade gestacional. Em fetos do sexo feminino com mutacdo
completa, a partir das 13 semanas de gestacdo, a expressdao de FMRP esta completamente ausente
em algumas vilosidades e presente noutras. A presenca de FMRP é explicada pela presenca de um
cromossoma X normal ativo. A auséncia de expressdo de FMRP nestes casos apenas pode ocorrer
guando ha auséncia de expressdao do gene FMR1, devido a mutacdo completa, juntamente com
inativacdo do cromossoma X normal. A inativacdo do cromossoma X é um processo aleatério,
comprovado pela existéncia de vilosidades com e sem FMRP. Além disso, a inativacdo do
cromossoma X ocorre precocemente no desenvolvimento, antes da proliferacdo das vilosidades, ja

que cada vilosidade é completamente positiva ou completamente negativa para FMRP.1%’

Aguando da interpretacdo das amostras das bidpsias das vilosidades coridnicas, enquanto
o numero de repeticdes CGG é determinado com exatiddo, o padrdo de metilacdo pode ndo ser
fidedigno, ja que o processo de metilagdo estd incompleto até as 10-12 semanas de gestacgdo.
Portanto, em ambos os casos, pode ser necessdria uma amniocentese de confirmacdo, que

determina de forma fidedigna o nimero de repeticdes e o estado de metilagdo.>
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Xl. CONCLUSAO

A importancia da analise molecular do gene FMR1 durante a investigacdo de IOP baseia-se
na associacdo significativa entre esta entidade e a forma alélica de pré-mutagao. De facto, a pré-
mutacdo é responsavel por 2-11% dos casos de I0P! e a IOP ocorre em 20% das mulheres
portadoras de pré-mutac3o®®. Durante a investigacdo do impacto da pré-mutacdo no ovério, foi
demonstrada a acumulagdo de mRNA FMR1 e FMRpolyG no estroma ovarico e nas células da
granulosa, o que levou a extrapolacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos da FXTAS para a FXPOI.
Atualmente considera-se que a toxicidade mediada pelo excesso de mRNA e de FMRpolyG possa

causar aumento da atrésia folicular nas mulheres portadoras de pré-mutacao.

O diagndstico de pré-mutagcdo em mulheres que pretendem engravidar, previamente ao
estabelecimento de insuficiéncia ovarica, exige um alto nivel de suspeicdo clinica e uma anamnese
completa por parte do profissional de saude. A colheita de uma histéria familiar extensa,
multigeracional, com pesquisa de doencas familiares relacionadas com o X fragil ou défice
intelectual pode ser dificil. A identificacdo precoce da pré-mutacdo visa minimizar o impacto clinico
e emocional que esta condi¢do pode ter na saide da mulher e na sua descendéncia, dado o risco
de expansao alélica para muta¢do completa e SXF. Por um lado, possibilita que as portadoras de
pré-mutacdo, que ainda ndo desenvolveram insuficiéncia ovérica, tenham conhecimento do risco
de infertilidade no futuro e, consequentemente, maior poder de escolha relativamente a sua
reproducdo. Contudo, previamente a instalacdo de IOP pode haver diminui¢do da reserva ovarica,
dificultando procedimentos como a fertilizagdo in vitro. O grau de resposta a estimulacdo ovarica é
controverso, com estudos a demonstrar resultados contraditérios. O recurso a odcitos dadores e a
adocdo sdo opgdes nas mulheres com pré-mutacdo e baixa reserva ovarica ou que pretendem

contornar o risco de terem filhos afetados por SXF.

O aconselhamento genético do SXF é um desafio pelo tempo e conhecimento necessarios
para selecionar adequadamente casais em risco, pelo complexo padrao de hereditariedade desta
doenca e pela variabilidade fenotipica associada a pré-mutacdo e mutacdo completa. E
recomendado a todos os portadores de alelos na faixa intermédia, pré-mutacdo e mutacdo
completa. Contudo, a realizacdo de procedimentos invasivos para diagndstico pré-natal no primeiro
grupo é desaconselhada, por ndo haver risco de expansdo para mutacdo completa e consequente
SXF na geracdo seguinte. Relativamente a hereditariedade ligada ao X do SXF, apenas a transmissdo
materna pode levar a expansdo do numero de repeticdes para a faixa de mutacdo completa,

havendo, por vezes, regressdo das repeticdes durante a transmissdo paterna. Adicionalmente, é

24



necessario transmitir ao casal aimprevisibilidade do fenétipo nos portadores de pré-mutacdo e das
mulheres com mutagdo completa. Este facto gera discordancias relativamente a implementacdo de
um rastreio universal no ambito do diagndstico pré-natal, na medida em que a maioria dos
individuos portadores de pré-mutacdo tem uma vida normal e ndo manifestam FXPOI ou FXTAS na
idade adulta. Por outro lado, dada a severidade da SXF, a alta frequéncia de portadores e existéncia
de métodos de diagndstico fidveis, alguns investigadores defendem a sua implementacao universal.

Todos estes pontos devem ser referenciados na consulta de aconselhamento genético.

De forma a tornar o rastreio de pré-mutacdo e de Sindrome do X fragil mais acessivel e
menos dispendioso, tém surgido varios protocolos e novos métodos de diagndstico que detetam
com precisdo o nimero de repeticdes CGG, o padrdo de interrupgdes AGG e o estado de metilagdo.
Este facto em conjunto com o progresso ao nivel da compreensdo da fisiopatologia das doencas

associadas a Sindrome X fragil pode favorecer a investigacdo de potenciais tratamentos.

25



Xll. ANEXOS

Normal Premutation Full mutation
(CGG)n <55 (CGG)s5 = n = 200 (CGG)y = 200

Genotype II I T 101 1] B0 I

Transcription

(gene activity)
FMR1 mRNA == - - -

Translation ‘
(protein synthesis) v

FMRP ﬂ' L") A .'
Clinical phenotype Normal + Emotional problems Fragile X syndrome

» Premature ovarian failure
« Tremor/ataxia syndrome

Figura 1 —llustragdo dos padrdes de expressao do gene FMR1 nos individuos com alelos normais,
pré-mutacdo e mutacdo completa.’
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FMR1 locus
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Post-Transcription o
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RNA toxici
Via RBP s:e:]?estration ' /— ‘ ——— -
NP = p— b FMRP
:‘w“ - FMRPolyG
Pur .0,
a

perturbed protein quality control

Figura 2 - llustracdo dos mecanismos fisiopatoldgicos da FXTAS.%
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Disturbios do espetro do autismo
»  Comportamentos repetitivos
= Eviccao social

Disturbios do tecido conjuntivo HISTORI A FAM“.IAR Alteracdes dismoérficas

»  Articulactes hiperextensiveis »  Macrocefalia

+  Pés planos SUGESTIVA »  Orelhas proeminentes

> Prolapso da valvula mitral » Face alongada

»  Macroorquidismo SINDRDME DoX FMG“‘ > Estrabismo

Alteracdes cognitivas
> Défice intelectual
»  Atraso no desenvolvimento
Dificuldades na aprendizagem

Sintomas neurolégicos
HlSTORIA Insuficiéncia ovarica primaria ou HISTﬂRIA Trem.or
FAMILIAR SUGESTIVA menopausa precoce FAMILIAR SUGESTIVA ga‘xm
ificuldades na marcha
FXPOI FXTAS Desequilibrio
Perda de meméria

Figura 3 - Esquema dos antecedentes familiares que sugerem doencgas associadas ao X fragil.
Adaptado de [46]
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Tabela | - Correspondéncia entre as formas alélicas do gene FMR1 e o nimero de repeti¢des do
trinucleotideo CGG.

FORMA ALELICA NUMERO DE REPETICOES
Normal <45
Intermédia 45 - 54
Pré-mutacao 55 - 200
Mutacao completa > 200
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Tabela Il - Comparagdo entre as técnicas utilizadas para o diagndstico de pré-mutagdo e mutagao
completa.

PCR CONVENCIONAL TP-PCR SOUTHERN BLOT
Normal 4 v v
Intermédia (4 (4 v
Pré-mutacéo v (4 v
Mutagao completa X 4 v
Estado de metilagdo X X v
Alelos com maior nimero de Nao informa do estado de . .
Desvantagens repeticoes nao sao expandidos metilagao Dispendioso e demoroso
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