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RESUMO 

 

O Autismo ou Transtorno do Espectro Autista (TEA) é caracterizado por um conjunto 
de alterações comportamentais e intelectuais cuja etiologia é heterogênea e/ou 
desconhecida. A manifestação desse conjunto de sintomas varia em intensidade e 
gravidade dentro do espectro. Os casos de TEA Sindrômica, também conhecidos 
como Autismo secundário estão comumente associados a condições médicas bem 
estabelecidas, sendo a Síndrome de Rett (SR) exemplo clássico dessa categoria. A 
SR foi descrita como uma condição caracterizada por uma deterioração neuromotora 
em crianças do sexo feminino sendo a segunda causa mais grave de deficiência 
intelectual no sexo feminino. Mutações no gene 2-metil CpG de ligação (MECP2) 
foram identificadas como etiologia genética principal para a SR. Dessa forma, o 
estudo de TEAs sindrômicos contribui para apoiar o papel de uma etiologia genética 
em TEA e constituem o desafio para a compreensão da base molecular subjacente 
ao TEA e como auxílio no diagnóstico. O objetivo principal foi realizar triagem 
molecular para Síndrome de Rett utilizando o gene MECP2 em pacientes com TEA 
atendidos no Hospital Universitário Bettina Ferro de Souza (HUBFS) a partir da 
padronização do protocolo de sequenciamento dos exons 2, 3 e 4 do gene MECP2 
para detectar variações que possam estar associadas. Foram investigadas 17 
pacientes do sexo feminino atendidas no HUBFS diagnosticadas inicialmente com 
TEA de acordo com os critérios do DSM-IV. A média de idade das pacientes foi de 
7,71. O intervalo foi de 2 meses e 23 anos, sendo observadas maiores quantidades 
de pacientes com faixas etárias entre 0 a 5 anos (9) e na faixa etária entre 6 a 10 
anos. Para o exon 2 a reação de sequenciamento não atingiu um grau de otimização 
adequado. A análise das 17 pacientes do exon 3 resultou em sequencias que 
incluíam as 351 bases correspondentes a sequência já descrita para o exon 3 do 
gene MECP2 e, em média 150 bases dos introns 2 e 3. Nenhuma mutação foi 
encontrada nas amostras analisadas, nem na região codificante, nem na região 
intrônica. A análise do exon 4, para uma das pacientes, revelou um ponto de 
heterozigose resultante da presença de uma citosina e uma timina na mesma 
posição representando uma mutação sinônima localizada no domínio CTS (p.411) 
na posição 1233 da sequência codificante do gene MECP2 (c.1233C>T). No 
presente trabalho foram padronizadas parcialmente as técnicas de amplificação e 
sequenciamento para triagem molecular dos exons 2, 3 e 4 do gene MECP2. A 
análise molecular dos exon 3 e 4 do gene MECP2 não permitiu a identificação de 
alterações patogênicas que expliquem o quadro clínico do TEA ou que possam ser 
diagnosticadas como possíveis portadores de Síndrome de Rett. Somente após a 
finalização da triagem clínica juntamente com o estudo molecular do exon 2 será 
possível estabelecer associações relevantes e que possam servir de auxílio para 
diagnóstico. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Autismo é caracterizado por um conjunto de alterações 

comportamentais e intelectuais cuja etiologia é heterogênea e/ou desconhecida 

(MARSHALL et al., 2008). De acordo com o Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais (DSM-IV-TR), o transtorno autista é considerado um transtorno 

invasivo do desenvolvimento (TID) (APA, 2000). Sob essa classificação se 

descrevem diferentes transtornos que têm em comum as funções do 

desenvolvimento afetadas qualitativamente, que além do autismo fazem parte: 

Síndrome de Rett, Síndrome ou Transtorno de Asperger, Transtorno Desintegrativo 

da Infância e Transtorno Global do Desenvolvimento sem outra especificação (APA, 

2000). No entanto, de acordo com a nova versão do manual, o DSM-V, surge uma 

nova classificação para o diagnóstico clínico do autismo denominada de Transtorno 

do Espectro Autista (TEA) (APA, 2014).  

Em 1966, Victor Lotter realizou o primeiro estudo epidemiológico sobre o 

TEA na Inglaterra. Nesse estudo, ele relatou um índice de prevalência de 4,5/10.000 

crianças de 8 a 10 anos. Uma pesquisa baseada em 19 estudos epidemiológicos 

mais recentes mostrou que a prevalência desta síndrome aumentou 

consideravelmente na população mundial comparada ao estudo de Lotter, passando 

para uma taxa de 10/10.000 (FOMBONNE, 2003). De acordo com a estimativa da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), 70 milhões de pessoas no mundo têm o 

transtorno. No Brasil, a estimativa é de que este número alcance dois milhões de 

pessoas (BRASIL, 2014). 

A prevalência também está relacionada com o sexo, pois é menor em 

crianças do sexo feminino do que em crianças do sexo masculino, com uma 

proporção de aproximadamente 1:4 (RUTTER, 1985; MATTILA et al., 2007). 

Entretanto, meninas com TEA tendem a apresentar QI mais baixo do que os 

meninos (LORD & SCHOPLER, 1985). Isto pode explicar porque o sexo feminino 

tende a ser mais severamente afetado (WING, 1996). 

Por muitos anos o TEA foi rotulado de “esquizofrenia infantil”, entretanto, 

esses números estão mudando ao longo dos anos (RAPOPORT et al, 2009). Essas 
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mudanças devem-se principalmente às alterações nos sistemas de classificação 

(FOMBONNE, 2005a, 2005b). A saber, crianças com TEA com um perfil cognitivo 

diferenciado em algumas das áreas de testes padronizados representam 30% dos 

casos diagnosticados (BOSA, 2002).  

Clinicamente, os pacientes diagnosticados com TEA se caracterizam pelo 

comprometimento comportamental, envolvendo dificuldades na interação social, 

comunicação e a apresentação de movimentos repetitivos (BILL e GESCHWIND, 

2009). A manifestação desse conjunto de sintomas é bastante heterogênea, 

variando em intensidade e gravidade dentro do espectro (GESCHIWIND, 2011).  

Como já citado anteriormente, o TEA possui uma grande variabilidade de 

manifestações clínicas (PERSICO e BOURGERON, 2006) ainda ocorrem muitas 

polêmicas e discordâncias quanto ao diagnóstico preciso, embora haja objetividade 

e universalização da classificação atual e a grande quantidade de estudos 

realizados por pesquisadores clínicos. 

O TEA é classificado como uma doença complexa uma vez que sua 

etiologia é pouco conhecida na maioria dos casos, podendo ser resultado da 

interação entre fatores ambientais e genéticos (ADAMS et al., 2009). No entanto, é 

possível classificar os pacientes com TEA em dois tipos: os portadores de TEA 

idiopáticos, cuja causa não é possível definir e que representam quase 90% dos 

casos, e os portadores de TEA sindrômicos, cuja etiologia da doença é claramente 

identificada como resultante de agentes ambientais, alterações cromossômicas e 

mutações em genes específicos (JIANG et al., 2014). 

Os casos de TEA Sindrômica, também conhecidos como Autismo 

secundário (PERSICO e BOURGERON, 2006), estão comumente associados a 

condições médicas bem estabelecidas como Síndrome de X-Frágil, Síndrome de 

Rett, Esclerose Tuberosa, Neurofibromatose, Síndrome de Down e alterações 

cromossômicas já descritas como fortemente associadas à desordem (CORNISH et 

al., 2005). Segundo JIANG et al. (2014), há um número crescente de estudos do 

autismo como uma característica clínica de diferentes síndromes genéticas sendo a 

Síndrome de Rett e Síndrome de X-Frágil exemplos clássicos dessa categoria. 

Dessa forma, o estudo de TEAs sindrômicos contribui não apenas para apoiar o 

papel de uma etiologia genética em TEA, mas também constituem o desafio para a 
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compreensão da base molecular subjacente ao TEA corroborando com dados de 

que a maioria de casos de TEA, aproximadamente 70%, permanece ainda 

desconhecida (JIANG et al., 2014).  

Portanto, a realização de avaliações clínicas precisas e testes 

moleculares adequados para a definição da etiologia do TEA são fundamentais para 

o devido seguimento do paciente e sua família. Portanto esse estudo abordará os 

aspectos associados ao diagnóstico diferencial de Síndrome de Rett em pacientes 

com TEA e a importância da triagem molecular para a definição do diagnóstico. 

 

1.1 SÍNDROME DE RETT 

 

A Síndrome de Rett foi descrita pela primeira vez em 1966 por Andreas 

Rett como uma condição caracterizada por uma deterioração neuromotora em 

crianças do sexo feminino, tendo-o descrito como uma "Atrofia Cerebral Associada à 

Hiperamonemia" (SCHWARTZMAN, 2003). 

Em 1983, Hagberg e colaboradores propuseram definições para 

descrever mais amplamente os pacientes com Síndrome de Rett (REICHOW et al., 

2015), caracterizando os aspectos clínicos (PANTALÉON e JUVIER, 2015). A partir 

deste estudo, a condição descrita por Andreas Rett passou a ser melhor conhecida 

além no qual foi sugerido o epônimo de Síndrome de Rett (SCHWARTZMAN, 2003). 

A prevalência atual da Síndrome de Rett é estimada entre 1:10.000 e 

1:15.000 meninas. No Brasil, identificada inicialmente por Rosemberg et al. no 

período 1986 e 1987 (VEIGA et al., 2002). 

A condição é a segunda causa mais grave de deficiência intelectual no 

sexo feminino, sendo reportado em mais de 40 países em todo mundo (BLANCO et 

al., 2015) com grave comprometimento cognitivo e motor (BIENVENU et al., 2000). 

O quadro clinico é bastante variável com desenvolvimento psicomotor 

aparentemente normal até 6-18 meses de idade, no entanto, é seguida por um uma 
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rápida regressão com perda de habilidades motoras, cognitivas e linguísticas 

adquiridas (PECORELLI et al., 2015).  

O diagnóstico por muito tempo era exclusivamente clínico, porém, a 

identificação de alterações genéticas na maioria dos casos sugere a importância da 

análise molecular como auxilio para diagnóstico (SCHWARTZMAN, 2003). 

 

1.1.1 Etiologia molecular 

 

No ano de 1999, Amir e colaboradores identificaram mutações no gene 2-

metil CpG de ligação (MECP2) como etiologia genética principal para a Síndrome de 

Rett (ZHANG et al., 2012). A partir desse estudo, vários trabalhos passaram a relatar 

outras mutações genéticas implicadas na Síndrome de Rett que incluem o gene 

Cinase dependente de ciclina 1 (CDKL5) (SCALA et al., 2005; SARTORI et al., 2009; 

ZHAO et al., 2014) e o gene FOXG1 (VAN DER AA et al., 2010; LE GUEN et al., 

2011).  

Nesse trabalho abordaremos a estudo de mutações no gene MECP2 para 

triagem de pacientes com TEA. Sabe-se que as mutações decorrentes neste gene 

ocorrem de forma esporádica em mais de 95% dos casos e o risco da mãe ter outro 

filho afetado é menor que 1%, apesar de casos recorrentes em famílias já terem sido 

relatados (BIENVENU et al.,2000). Além disso, as mutações resultantes possuem 

padrão de herança dominante (OMIM 312750). 

O gene MECP2 está localizado no cromossomo Xq28 (OMIM 312750). 

Está envolvido com processos de metilação do DNA e desta forma, no controle de 

diversos genes (PANTALÉON e JUVIER, 2015).  

O gene MECP2 codifica a proteína MECP2 (2-metil CpG de ligação) 

(OMIM 312750). Esta, por sua vez, é um polipeptídeo de ligação cromossômica 

abundante, ubiquamente expressa, porém é verificada uma maior expressão dessa 

proteína no tecido nervoso, principalmente nos neurônios do cérebro (Coy et al., 

1999; Akbarian et al., 2001; Shahbazian et al., 2002). Possui função reguladora e 

funciona como um repressor transcricional já que se liga à regiões CpG metilados 
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nas regiões promotoras de DNA (SANTOS, 2004). É responsável pela manutenção 

e modulação das sinapses, sendo de extrema importância que seja submetida há 

uma estrita regulação (PANTALÉON e JUVIER, 2015). 

A MECP2 faz parte de uma família de proteínas nucleares denominadas 

proteínas com domínios de ligação à metilcitosina (MBD), as quais podem, 

indiretamente, limitar o acesso dos fatores de transcrição aos elementos reguladores 

ao se ligar às ilhas CpG (MEECHAN ET AL., 1989; LEWIS ET AL., 1992; 

HENDRICH & BIRD, 1998; NEWELL-PRICE ET AL., 2000).  

Possui duas isoformas chamadas de MECP2_E1 e MECP2_E2 que se 

diferenciam na sequência de suas extremidades amino-terminais, codificadas pelos 

éxons 1, 3 e 4 e 2, 3 e 4 respectivamente (GADALLA et al., 2011). Apresenta quatro 

domínios funcionais: (1) domínio de ligação funcional (MBD), que consiste em 85 

aminoácidos e é essencial para a ligação 5-metilcitosina; (2) domínio de repressão 

transcricional (TRD), com 104 aminoácidos de comprimento responsável pelo 

recrutamento de co-repressores transcricionais (SIN3a), histonas desacetiladas 

(HDACs) e proteínas de remodelação; (3) e um domínio carboxi terminal (CTS), que 

facilita a ligação do DNA e interações proteína-proteína (SANTOS, 2004)  e (4) 

Domínio WW que está envolvido com processos de interação proteína-proteína 

(BIENVENU e CHELL, 2006) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Esquema do gene MECP2 e seus 4 domínios funcionais. Os motivos da 
proteína estão ilustrados acima indicados por: NTS (domínio N-terminal), MBD 
(domínio de ligação funcional), ID (Interdomínio), TRD (domínio de repressão 
transcricional) e CTS (domínio cabóxi-terminal). O WDR corresponde ao local onde 
estão presentes proteínas de ligação ao domínio WW (presente no domínio CTS) e 
NLS (domínio de sinalização nuclear) presente no domínio TRD. Os números 
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indicam a região codificante da isoforma E2, que exclui o exon 1. Abaixo está 
representado o gene MECP2 e seus quatro exons de acordo com a localização em 
cada domínio correspondente. Fonte: Adaptado de Fabio et al (2014). 

 

O mecanismo de repressão transcricional da proteína envolve complexos 

de desacetilação de histonas (SANTOS, 2004). Ao se ligar a regiões promotoras 

CpG metiladas, a MECP2 atua recrutando um complexo co-repressor, o fator Sin3A, 

através do domínio de repressão transcricional (TDR); além de histonas 

desacetilases (HDAC), esta última é responsável pela desacetilação das histonas H3 

e H4 nos nucleossomos (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998; Ng & Bird, 1999). As 

HDACs removem o grupamento acetil das histonas tornando cromatina compacta e 

inacessível aos ativadores transcricionais (SANTOS, 2004). Dessa forma, o 

complexo formado é responsável pela compactação da cromatina e supressão da 

transcrição gênica dos promotores submetidos ao seu controle (BANERJEE et al., 

2011).  

No entanto, quando mutações ocorrem em algum dos domínios funcionais 

da proteína MECP2 ou impedem que ela seja expressa isso pode impactar na 

transcrição dos genes alvo de repressão de transcrição, ausente e não consegue se 

ligar às regiões CpG metiladas ou não ocorre o recrutamento do co-repressor Sin3A 

e desatilases de histonas, não havendo repressão estável da transcrição de genes 

alvos de forma parcial ou total (SANTOS, 2004). A cromatina pode adotar um 

estrutura mais aberta e mais adequada à transcrição gênica (NG & BIRD, 1999; 

NAKAO et al., 2001).  

Além disso, vários trabalhos têm mostrado a partir de mapeamento dos 

sítios de união ao DNA que parte dos promotores submetidos ao controle da MECP2 

não estão metilados, podendo ainda se ligar à regiões específicas em íntrons e 

interações com mRNA, o que indica que possa haver outras funções da proteína 

além do silenciamento da transcrição (PANTALÉON e JUVIER, 2015).  

Segundo Pantaléon e Juvier (2015), existem mais de 225 mutações no 

gene MECP2 já foram identificadas, no entanto, apenas 8 mutações em 70% dos 

casos foram encontradas em pacientes que apresentaram completamente os 

critérios.  
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As mutações são distribuídas ao logo de todo o gene e compreendem 

mutações missense, nossense, inserções e deleções, mutações que afetam 

mecanismos de splicing e ainda, menos frequente, rearranjos genômicos complexos 

(Miltenberger-Miltenyi e Laccone, 2003). A maior parte das mutações patogênicas já 

descritas estão localizadas nos éxons 3 e 4 (SPLENDORE et al., 2012). Tais 

mutações tem como principal consequência sinaptogênesis anormal em diferentes 

etapas do desenvolvimento com alteração na formação e maturação das sinapses 

devido a não supressão da expressão dos genes que deveriam ter sido silenciados 

por conta do gene MECP2 estar mutado (PANTALÉON e JUVIER, 2015).   

Dentre as mutações identificadas, oito delas são mais comuns e 

representam mais de 79% de todos os indivíduos com Síndrome de Rett, que são: 

R106W, R133C, T158M, R168X, R255X, R270X, R294X e R306C) tomando 

destaque ainda para a mutação R270X, comumente presente em pacientes com 

Síndrome de Rett (LOURENÇO, 2011).  

Segundo Splendore et al. (2012), a taxa de mutação em MECP2 é muito 

maior na meiose paterna do que na materna, sendo uma das hipóteses para a 

ocorrência da síndrome exclusivamente em meninas. Meninos que apresentam 

mutações no gene podem apresentar fenótipo extremamente variável com quadros 

totalmente distintos do quadro clínico clássico da síndrome de Rett em 

(SCHWARTZMAN, 2003).  

O fenótipo dos pacientes com mutações no gene MECP2 são 

influenciados por diferentes fatores genéticos que incluem o tipo e localização da 

mutação e do padrão de inativação do cromossomo X (LIMA et al., 2009). 

A Inativação do cromossomo X pode influenciar no fenótipo da doença, já 

que em cada célula apenas um cromossomo está ativo. Se na linhagem celular que 

dá origem às células nervosas a inativação for favorável, ou seja, o cromossomo X 

contendo o alelo mutante é inativado, então propõe-se é provável que os sintomas 

da doença sejam mais brandos (inclusive assintomáticos), ao passo que quando 

ocorre uma inativação desfavorável, ou seja, quando na linhagem de neurônios o 

cromossomo X inativado é o portador do alelo normal, os sintomas são mais graves 

(AMIR et al., 2000). Sendo assim, o fenótipo da Síndrome de Rett não depende 
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apenas da presença da mutação em MECP2, mas também da razão de inativação 

do cromossomo X (SPLENDORE, 2012). Alterações no domínio carboxila terminal 

parecem conduzir a um fenótipo menos severo (BEBBINGTON et al., 2010).  

 

 

1.1.2 Clínica de Rett 

 

O quadro clínico é bastante variável o que dificulta o diagnóstico na 

maioria dos casos (KOK, 2012). A síndrome pode se apresentar na forma típica, 

também conhecida como forma clássica, ou na forma atípica (ZHANG et al., 2012). 

Os aspectos clínicos podem variar tanto para a forma clássica como para as 

manifestações atípicas o que pode dificultar o diagnóstico clínico na maioria dos 

casos (LOURENÇO, 2011).  

Segundo Lourenço (2011), o diagnóstico definitivo só deve ser realizado 

com segurança por volta dos quatro anos de idade, pois nesse período já estão 

presentes os sintomas mais críticos da doença, como a perda do uso intencional das 

mãos. 

Como já mencionado, as manifestações clínicas de pacientes com 

síndrome de Rett clássica se desenvolvem na maioria dos casos entre os 6-18 

meses de idade (BISGARD et al., 2015). 

Após esse período, uma regressão no neurodesenvolvimento se inicia 

com perda gradual da fala e as habilidades manuais podendo ocorrer perda 

habilidades adquiridas (tais como fala, deambulação e uso propositado das mãos e 

surgem as estereotipias manuais características da doença (MONNERAT, 2009). O 

contato visual é bastante limitado semelhante a pacientes com autismo (CAMPOS-

CASTELO et al., 2007). Segundo Pantaléon e Juvier (2015), no início da doença 

alguns pacientes podem ter aparentes distúrbios neurológicos tais como: ataxia do 

tronco, escoliose neurogênica, convulsões, dificuldades respiratórias, perturbações 

gastrointestinais, disfunção piramidal, perda de audição neurosensorial leve e 

neuropatia periférica. Além disso, é muito comum problemas respiratórios, crises 
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epiléticas e morte súbita durante o sono o que contribui para a baixa expectativa de 

vida (MONTEIRO et al., 2005). Segundo Hagberg et al. (2002), apenas nove entre 

130 indivíduos (7%) ultrapassam a idade de 40 anos. 

Segundo Monnerat (2009), a evolução clínica da forma clássica da SR é 

dividida em quatro estágios, são eles: (1) desaceleração precoce – surge entre 6 

meses e 1 ano e meio de idade, com duração de alguns meses; (2) deterioração 

rápida – ocorre entre 2 e 4 anos de idade, com duração de semanas ou poucos 

meses; (3) pseudo-estacionário – ocorre entre os 4 e 10 anos, com duração de 

meses ou anos; (4) deterioração motora tardia – a partir dos 10 anos (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Diagrama esquemático da progressão clínica da Síndrome de Rett em 
função da idade. Escala superior indica idade (em anos). Fonte: Adaptado de 
Chahrour e Zoghbi (2007) 

 

As formas atípicas não possuem estágios bem definidos e nem todos os 

sintomas são observados. Porém, é possível estabelecer alguns critérios específicos 
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além daqueles manifestados na forma clássica que auxiliam no diagnóstico, são 

estes: 

Critérios para as variáveis atípicas (PANTALÉON e JUVIER, 2015): 

 Síndrome de Rett com regressão tardia: A regressão do desenvolvimento 

psicomotor ocorre tardiamente, geralmente depois de 4 anos de idade, e forma 

mais gradual. 

 Síndrome de Rett com linguagem preservada: Depois da fase de regressão os 

pacientes conseguem prenunciar algumas palavras que foram aprendidas antes 

de ficar doente (nunca depois da fase de regressão). 

 Síndrome de Rett com epilepsia precoce: Pacientes preenchem os critérios da 

forma clássica, porém, começam antes dos meses de idade e apresentação 

clínica inicial é dominada por convulsões que mascaram o diagnóstico. 

 Variante congênita da Síndrome de Rett: Não há período de desenvolvimento 

psicomotor normal, mas se cumprem os critérios da síndrome de Rett clássica. 

Cada vez mais casos de variante congênita da Síndrome de Rett estão sendo 

são descritos. 

Logo após essa descoberta, vários estudos de triagem de mutações nos 

quatro exons do gene MECP2 foram realizados em pacientes diagnosticados com a 

forma clássica ou atípica de Rett (SPLENDORE et al., 2012). De acordo com 

TEMUDO et al. (2011), pouco mais de 90% de pacientes com Síndrome de Rett 

clássica apresentam mutações no gene MECP2 e cerca de 30% de pacientes com 

síndrome de Rett típica.  

De acordo com o DSM-V, a síndrome de Rett pode estar associada como 

uma condição genética ao Transtorno do Neurodesenvolvimento, que inclui o 

transtorno do espectro autista. Estima-se que cerca de 50 % das meninas brasileiras 

afetadas pela síndrome de Rett tenham sido diagnosticadas inicialmente com outras 

patologias, principalmente autismo (MONNERAT, 2009).  

De acordo com Monnerat (2009), a Síndrome de Rett compartilha 

características comuns com outras doenças, síndromes além de doenças 

neurológicas principalmente no estágio 1 no qual as características marcantes da 

síndrome, aparentemente, ainda não são manifestadas o que torna o diagnóstico 
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complicado. Dessa forma, predomina nos primeiros estágios um transtorno 

generalizado do desenvolvimento capaz de similar o autismo (CAMPOS-CASTELO 

et al., 2007). O pequeno número de casos notificados pode ser decorrente do 

diagnóstico diferencial associado à baixa prevalência da doença principalmente na 

América Latina (BORGES-GONZALEZ et al., 2002).  

Devido a essa problemática, o diagnóstico clínico nem sempre é 

conclusivo e a análise molecular consiste uma importante ferramenta para auxiliar 

no diagnóstico da doença. Além disso, o estabelecimento do diagnóstico molecular é 

importante para o aconselhamento genético. 
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1. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O presente trabalho possui como objetivo principal realizar triagem 

molecular para Síndrome de Rett utilizando o gene MECP2 em pacientes com 

Transtorno do Espectros Autista atendidos no Hospital Universitário Bettina Ferro de 

Souza. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Padronizar o protocolo de sequenciamento dos exons 2, 3 e 4 do gene MECP2 

 Sequenciar os éxons 2, 3 e 4 gene MECP2 para detectar variações descritas ou 

não descritas que possam estar associadas com o quadro clínico dos pacientes 

com TEA. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 AMOSTRAS  

 

Neste trabalho, foram investigadas 17 (dezessete) pacientes do sexo 

feminino atendidas no Hospital Universitário Bettina Ferro de Souza e 

diagnosticadas inicialmente com Transtorno do Espectro Autista (TEA), de acordo 

com os critérios do DSM-IV. Todas as pacientes foram triadas clinicamente pelas 

médicas do Serviço Caminhar, Drª Amira Figueiras, Isabel Neves e Suely Fernandes 

em um projeto desenvolvido sob a coordenação do Prof. Dr Luiz Carlos Santana da 

Silva, também coordenador do Laboratório Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) da 

Universidade Federal do Pará onde esse estudo foi desenvolvido.  

Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos CEP-ICS/UFPA (Anexos I), do Instituto em Ciências da Saúde da 

Universidade Federal do Pará. Todos os procedimentos foram realizados após os 

pacientes ou seus representantes legais serem informados e esclarecidos dos 

objetivos do trabalho (Anexo II).  

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DO GENE MECP2 

 

O protocolo utilizado nesse estudo foi baseado desenvolvido e validado 

pelo Centro de Genética Preditiva e Preventiva, Instituto de Biologia Molecular e 

Celular da Universidade do Porto, para a identificação de mutações no gene 

MECP2. O referido Laboratório é coordenado pelo Prof. Dr Jorge Sequeiros.  

Na tabela 1 estão descritas as sequencias dos iniciadores utilizados na 

Reação da Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificação dos exon 2, 3 e 4 do 

gene MECP2. 
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Tabela 1. Sequências dos iniciadores para amplificação dos exon do gene MECP2 

*Em negrito, estão sequencias genéricas que foram inseridas nos iniciadores como adaptadores para a        
reação de sequenciamento, as chamadas caudas M13. 

 

Após a PCR, todos os produtos foram submetidos à eletroforese em gel 

de agarose 1,5%, corados com Syber Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). A 

visualização dos géis foi feita sob luz ultravioleta. A concentração dos produtos foi 

estimada visualmente com a utilização do marcador Low DNA Mass Ladder 

(Invitrogen). 

A purificação dos PCR foi feita com as enzimas Exonuclease I (GE 

Healthcare) (EXO) e Fosfatase Alcalina (GE Healthcare) (SAP) segundo 

especificações do fabricante e a reação de sequenciamento foi feita utilizando kit de 

dideoxinucleotídeos BigDye Terminator V3.0 ® (Applied Biosystems).  

Para o sequenciamento direto, foram amplificados por PCR seis 

fragmentos do gene MECP2, que cobrem a maior parte de sua sequência 

codificadora: exon 2 (um fragmento) exon 3 (um fragmento) e exon 4 (4 fragmentos) 

(Figura 3). Os produtos de PCR purificados foram sequenciados com a utilização de 

iniciadores descritos na tabela 2 e figura 3. As reações de sequenciamento foram 

submetidas à eletroforese de capilar em Sequenciador automático ABI 3500XL no 

Centro de Inovações tecnológicas do Instituto Evandro Chagas, coordenado pelo Dr. 

João Vianez. 

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciador foram analisados com o 

auxílio dos programas Sequencher ® e Bioedit. Toda a alteração encontrada foi 

Iniciador Sequência do primer* 
Tamanho  

(pb)      

MECPE2F CAGGAAACAGCTATGACCCAGACTCACCAGTTCCTGCTT 
276 

MECPE2R TGTAAAACGACGGCCAGTGGCACAGTTTGGCACAGTTATG 

MECPE3F CAGGAAACAGCTATGACCTCTGAGTGTATGATGGCCTGG 
611 

MECPE3R TGTAAAACGACGGCCAGTCATTTCAAGCACACCTGGTCT 

MECPE4F CAGGAAACAGCTATGACCCAGCCAGGCAGTGTGACT 
1310 

MECPE4R TGTAAAACGACGGCCAGTGGAAGCTTTGTCAGAGCCCTA 
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confirmada na ferramenta online Clinvar/NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/intro/), que é uma fonte de livre acesso onde são 

encontradas uma série de variações genotípicas e fenotípicas humanas e até 

mesmo descrição do significado clínico permitindo verificar se as alterações 

encontradas são polimórficas, patogênicas ou ainda não descritas.   

 

Tabela 2. Sequência dos oligonucleotídeos para sequenciamento. 

Exon Primer Sequência do primer 

2 e 3 
M13Fseq CAGGAAACAGCTATGACC 

M13Rseq TGTAAAACGACGGCCAGT 

4 

MECPE4.1Rseq CCGGCCTCTGCCAGTTC 

MECPE4.2Fseq GGTAGGCGACACATCC 

MECPE4.2Rseq ACCGTCTCCCGGGTCTT 

MECPE4.3Fseq GGTCCTGGAGAAAAGTCC 

MECPE4.3Rseq CTCTCCAGTGAGCCTCCTCT 

MECPE4.4Fseq AGAAGGAGCACCACCA 

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática das regiões de anelamento dos pares de  
iniciadores utilizados para amplificação dos exons 2, 3 e 4 do gene MECP2. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/intro/
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 AMOSTRAGEM 

 

Foram obtidas 17 amostras de pacientes do sexo feminino diagnosticadas 

com TEA que já haviam sido coletadas e extraídas pela equipe responsável do 

Laboratório de Erros Inatos do Metabolismo. A média de idade das pacientes foi de 

7,71. O intervalo foi de 2 meses e 23 anos, sendo observadas maiores quantidades 

de pacientes com faixas etárias entre 0 a 5 anos (9) e na faixa etária entre 6 a 10 

anos (6) (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Distribuição por faixa etária nas amostras estudadas. 

 

O Serviço Caminhar, sediado no Hospital Universitário Bettina Ferro de 

Souza, atende crianças com atraso no desenvolvimento, síndromes genéticas e 

alterações no crescimento até os 12 (doze) anos de idade, o que explicaria a média 

de idade das pacientes atendidas no serviço.  

Dados clínicos adicionais sobre os pacientes estão sendo coletados e 

representam uma dificuldade logística uma vez que se faz necessária a reavaliação 
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clínica dos pacientes e, muitas vezes, seus dados pessoais estão desatualizados e 

não é possível contatá-los. 

4.2  ANÁLISE MOLECULAR 

 

No presente trabalho foi realizada a padronização para amplificação dos 

exons 2, 3 e 4 do gene MECP2 seguida pela análise das sequências obtidas, etapas 

fundamentais para a implementação de um dos principais testes diagnósticos para 

Síndrome de Rett. As etapas consistiram na padronização do sequenciamento dos 

exons 2, 3 e 4.  

 

4.2.1 Padronização do Sequenciamento do Exon 2 

 

A padronização do exon 2 ocorreu em duas etapas. Na primeira os 

primers utilizados para na PCR e reação de sequenciamento foram construídos de 

acordo com os iniciadores utilizados para o teste de diagnóstico de MECP2 no 

Centro de Genética Preditiva e Preventiva do Instituto de Biologia Molecular e 

Celular da Universidade do Porto. No entanto, obtivemos dificuldades técnicas na 

padronização e no sequenciamento das amostras. Para dar continuidade ao estudo 

as sequencias dos primers sofreram adaptações baseadas na sequência da 

disponível no GeneBank para o gene MECP2 (Numero de referência: AF030876.2) 

levando a uma segunda etapa de padronização representados na tabela 3.  

Para ambas as etapas os protocolos de amplificação sofreram adaptação 

ao longo do processo. Tais como gradiente de temperatura e de concentração de 

Cloreto de Magnésio (MgCl2) e tempo de ciclagem (tabela 4). 
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     Tabela 3. Primers adaptados para amplificação e sequenciamento 

Exon Primer Sequência 

Amplificação 

2 
MECPE2F CAATGGGGGCTTTCAACTTA 

MECPE2R GGCGACCAAGTAACCCTACA 

4 
MECPE4F CAGCCAGGCAGTGTGACT 

MECPE4R GGAAGCTTTGTCAGAGCCCTA 

Sequenciamento 

2 
MECPE2Fseq CAGACTCACCAGTTCCTGCTT 

MECPE2Rseq GGCACAGTTTGGCACAGTTATG 

4 
MECPE4.1Fseq CGCTCTGCCCTATCTCTGAC 

MECPE4.4Rseq TTCTTGTTGGTTTGCTTTGC 

 

Tabela 4. Gradiente para amplificação dos exons 2, 3 e 4 

Exon 
Temperatura de 
Anelamento (°C) 

Concentração de 
MgCl2 (µl) 

 N° de 
ciclos 

DMSO* (µl) DNA(µl)  

2 53/ 64/ 65 0,25 e 0,75 30 e 35  

  3 54 e 64 0,25 e 0,75 30 e 35  

  4 53/ 58 e 60 0,25/ 0,5 e 0,75 30 e 35  0,1 1/1,5 

*Dimetilsulfóxido ou sulfóxido de dimetilo (DMSO) é utilizado para facilitar o anelamento dos primers, 

o que aumenta a amplificação. Fonte: Lorenz (2012). 

 

A partir disso, as reações foram conduzidas em um termociclador Veriti 

(Thermal Cycler) em um volume final de 20µl. Foram utilizados 1,0µl de DNA, 

11,25µl de Água Ultrapura, 2µl de Tampão de Reação 10X PCR Rxn (Invitrogen), 

0,75µl de MgCl2 0,5mM (Invitrogen), 3,2µl de DNTPs 0,125mM (dATP, dTTP, dCTP 

e dGTP), 0,8µl de iniciadores (MECPE2F e MECPE2R) e 0,2µl de 1U de Taq 

Platinum DNA Polimerase (Invitrogen).  

As condições de ciclagem utilizadas foram: desnaturação inicial: 95°C 

durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 10 segundos, 
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pareamento a 59°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, e extensão 

final a 72°C durante 10 minutos.  

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1,5% 

corado com Syber Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). A visualização dos géis foi feita 

sob luz ultravioleta e o tamanho dos fragmentos foi de aproximadamente 300pb.  

Apesar da reação de PCR ter sido bem-sucedida, a reação de 

sequenciamento não atingiu um grau de otimização adequado. Foram feitas 

adaptações como aumento na quantidade de enzimas de purificação de PCR e 

aumento da temperatura de anelamento dos primers de sequenciamento, porém, 

sem sucesso na melhoria da qualidade das sequencias do exon 2 (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Cromatograma do sequenciamento do exon 2 do gene MECP2. A figura 
mostra parte do cromatograma obtido em uma das amostras utilizadas no estudo. 
Observa-se a baixa qualidade da sequência impossibilitando a análise. 

 

Portanto, ainda estamos trabalhando na padronização dessa região do 

gene MECP2 que inclui a construção de novos primers para otimizar a reação.  

 

5.2.2 Padronização do Sequenciamento do Exon 3 

 

Para a padronização do exon 3 foi realizado apenas testes com gradiente 

de temperatura de modificações nas condições da PCR (tabela 4). Para a reação de 

amplificação, foram utilizados 1,0µl de DNA, 11,25µl de Água Ultrapura, 2µl de 

Tampão de Reação 10X PCR Rxn (Invitrogen), 0,75µl de MgCl2 0,5mM (Invitrogen), 

3,2µl de DNTPs 0,125mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,8µl de iniciadores 
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(MECPE3F e MECPE3R) e 1U de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen). O 

volume final de cada reação foi 20µl e processadas no termociclador Veriti (Thermal 

Cycler). 

As condições de ciclagem utilizadas foram: desnaturação inicial: 95°C de 

durante 5 minutos, seguida de 8 ciclos de desnaturação a 95°C por 10 segundos, 

pareamento a 61°C por 30 segundos e extensão a 72° C por 50 segundos, seguido 

de mais 22 ciclos de desnaturação a 95°C por 10 segundos, 644°C por 30 segundos 

e extensão a 72°C durante 50 segundos. A extensão final a 72°C durante 10 

minutos.  

Os produtos amplificados obtiveram tamanho de peso molecular de 

aproximadamente 600pb.  

Ao final do processo de sequenciamento, foram analisadas as sequencias 

obtidas para as 17 pacientes envolvidas no presente trabalho (Figura 6). 

As sequencias obtidas incluíam as 351 bases correspondentes a 

sequência já descrita para o exon 3 do gene MECP2 e, em média 150 bases dos 

introns 2 e 3. 

 

 

Figura 6. Alinhamento das sequências do exon 3 do MECP2 de pacientes com            

TEA  

Nenhuma mutação foi encontrada nas amostras analisadas, nem na 

região codificante, nem na região intrônica.  
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Importante ressaltar que o exon 3, tanto para a isoforma E1, quanto para 

a isoforma E2 da proteína, codifica o domínio de ligação funcional da MECP2 com a 

região de ilhas CpG (Figura 7) e, alterações nesse sítio são consideradas 

potencialmente patogênicas, algumas descritas como frequentemente associadas a 

síndrome de Rett da proteína que contém parte do sitio de ligação da molécula com 

o DNA e que, alterações nesse motivo são potencialmente patogênicas (GADALLA 

et al. 2011) 

 

Figura 7. Relação entre os éxons do gene MECP2 e as duas 
possíveis isoformas geradas para a proteína MECP2. Fonte: 

Zachariah &  Rastegar (2012).  

 

 

5.2.3 Padronização do sequenciamento do Exon 4  

 

Todo o processo ocorreu em duas diferentes etapas, seguindo o mesmo 

processo já descrito para o exon 2. Inicialmente foi utilizado um par de iniciadores 

para a PCR primers para o sequenciamento já utilizados pelo Centro de Genética 

Preditiva e Preventiva e, em seguida, foi necessária adaptação desses primers para 

dar continuidade ao estudo (tabela 3). 

Por se tratar de um fragmento maior (1300 pb), além da utilização de 

gradiente de temperatura e concentração de MgCl2, também foi alterada a 

concentração de DNA e a lançou-se mão da utilização de Dimethyl Sufoxide 

(DMSO) para facilitar a amplificação da região. Ao final de vários testes, obtivemos o 
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protocolo final para amplificação e dar continuidade ao processo de sequenciamento 

(tabela 4). 

A partir disso, as reações foram conduzidas em um termociclador Veriti 

(Thermal Cycler) em um volume final de 20µl. Foram utilizados 1,0µl de DNA, 12,3µl 

de Água Ultrapura, 2µl de Tampão de Reação 10X PCR Rxn (Invitrogen), 0,5µl de 

MgCl2 0,5mM (Invitrogen), 3,2µl de DNTPs 0,125mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) 

(Invitrogen), 0,8µl de iniciadores de MECPE2F e MECPE2R (DTT) e 0,2µl de 1U de 

Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen).  

As condições de ciclagem utilizadas foram: desnaturação inicial: 95°C de 

durante 15 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95°C por 20 segundos, 

pareamento a 60°C por 15 segundos e extensão a 72° C por 40 segundos, e 

extensão final a 72°C durante 30 minutos.  

Os produtos amplificados obtiveram tamanho de peso molecular de 

aproximadamente 1300pb.  

Das 17 amostras utilizadas para esse estudo, apenas para 4 obtivemos 

grau de otimização adequado para análise. Para o restante, foi possível obter 

sequências de qualidade para realização das análises.  

Para uma das pacientes, foi identificado um ponto de heterozigose na 

posição 321 do cromatograma com os contigs gerados durante o sequenciamento 

do exon 4 do gene MECP2, resultante da presença de uma citosina e uma timina na 

mesma posição (Figura 8).  
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Figura 8. Cromatograma da sequenciamento do exon 4 do gene MECP2. É 
possível a observação do ponto de heterozigose na posição 321 indicado pela seta.  

 

Após o alinhamento das sequências foi observado que este ponto 

representa uma mutação sinônima localizada no domínio CTS na posição 1233 da 

sequência codificante do gene MECP2 que resulta na troca de uma citosina para 

timina (c.1233C>T) (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Alinhamento das sequências analisadas do exon 4. Observa-se a 
diferença na posição 1233 da amostra A69 onde há uma troca de C para T indicada 
pela seta. 
 

 

A troca do nucleotídeo ocorre na terceira posição de um códon que 

codifica uma serina (p.411). Importante ressaltar que foi utilizada a isoforma E2, a 

mais frequente da proteína MECP2, para a análise das sequências. 
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Por se tratar de um trabalho que visa o estabelecimento de um método 

diagnóstico eficaz para a determinação molecular de uma síndrome genética 

comumente associada ao autismo, o processo de padronização teve que ser lento e 

cuidadoso e ainda não está finalizado.  

É importante ressaltar que o processo para validação de diagnóstico 

molecular é dependente de uma série de aspectos importantes. Ao longo do 

processo do estabelecimento da análise molecular uma série de metodologias 

devem ser testadas e validadas para a legitimação do diagnóstico do gene MECP2 

para auxílio do diagnóstico clínico até mesmo a utilização de outras técnicas.  Além 

disso, a triagem do gene base como o gene MECP2, exclui os casos genéticos mais 

frequentes de atraso intelectual e de atraso no neurodesenvolvimento psicomotor 

em meninas o que também pode auxiliar no diagnóstico bem como o aumento no 

número amostral. 

No presente estudo, optamos por investigar crianças previamente 

diagnosticadas com transtorno do espectro autista, porém sem diagnóstico preciso 

da etiologia de suas doenças. A investigação clínica das principais causas de 

deficiência intelectual e atraso no desenvolvimento podem ser desafiadoras quando 

o espectro de sintomas é tão vasto. Os testes genéticos, nesse contexto, podem 

servir de auxílio para o diagnóstico e tratamento adequado dos pacientes, além de 

melhor seguimento das famílias.  

Vários trabalhos relatam mutações não-sinônimas em estudos de triagem 

molecular do gene MECP2 em meninas. Buyse e colaboradores (2000), em um 

estudo com 228 meninas, encontraram em duas pacientes variantes missenses 

A44T e T203M, estando essa última presente em uma das pacientes que havia sido 

diagnosticada inicialmente com autismo e que posteriormente foi caracterizada com 

Síndrome de Rett atípica associada ao autismo. Outro estudo realizado por Orrico et 

al. (2000) com 42 pacientes meninas TEA, segundo o DSM-IV, mostrou que uma 

delas apresentou mutação não sinônima (682C>T).  Após novas avaliações a 

paciente foi diagnosticada com variante de Síndrome de Rett associado ao 

comportamento autista.  

Apesar de termos encontrado uma mutação sinônima, alguns trabalhos 

relatam que mutações sinônimas podem ter efeitos patogênicos. Segundo Chamary 

e Laurence (2009), mutações silenciosas podem interferir em vários estágios na 
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produção de proteínas, desde a transcrição do DNA até a tradução do RNAm além 

de efeitos na remoção adequada de íntrons. 

De fato, esses estudos corroboram com a motivação do nosso trabalho, 

visto que mutações não sinônimas são comumente encontradas em pacientes com 

Síndrome de Rett associadas ao autismo. Portanto, faz-se necessária a ampliação 

da amostragem de pacientes autistas e a sua caracterização clínica para que 

possamos fazer melhores inferências sobre quaisquer relações entre genótipo e 

fenótipo. 

Por mais baixa que seja a frequência de crianças afetadas com Síndrome 

de Rett ou que possam ter características autistas associadas, a triagem molecular é 

fundamental para o aconselhamento genético. Além disso, a triagem molecular do 

gene MECP2 em pacientes com TEA no início do aparecimento das características 

clínicas pode auxiliar no diagnóstico diferencial para Síndrome de Rett visto que, 

como já citado anteriormente, nos primeiros estágios da referida condição, há 

compartilhamento de características com TEA o que pode mascarar o diagnóstico 

correto. Hammer e colegas (2002), defendem a importância da triagem de mutações 

no gene MECP2 em meninas com Deficiência Intelectual por conta da sobreposição 

em aproximadamente 70% desta condição em pacientes com autismo corroborando 

com o dado já mencionado neste trabalho em que a Síndrome de Rett é a segunda 

maior causa de Deficiência Intelectual em meninas.  

Apesar de não termos encontrado alterações patogênicas nos exons 3 e 

4, esta não é a única região do gene MECP2 implicada na etiopatologia do autismo 

ou da Síndrome de Rett. Portanto, para que possamos descartar definitivamente a 

referida síndrome como diagnostico diferencial para as pacientes investigadas, é 

fundamental que os exons 1 e 2 também sejam caracterizados molecularmente 

assim como a continuação da análise das demais amostras para o exon 4. Além 

disso, a busca mais aprofundada da clínica desses pacientes pode auxiliar na 

triagem clínica e molecular das pacientes com TEA.  
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5. CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho foram padronizadas parcialmente as técnicas de 

amplificação e sequenciamento para triagem molecular dos exons 2, 3 e 4 do gene 

MECP2. A análise molecular do exon 4 permitiu a identificação de mutação sinônima 

em uma das pacientes com Transtorno do Espectro Autista. A análise molecular dos 

exon 3 e 4 do gene MECP2 não permitiu a identificação de alterações patogênicas 

clássicas que expliquem o quadro clínico do Transtorno do Espectro Autista ou que 

possam ser diagnosticadas como possíveis portadores de Síndrome de Rett.  

No entanto, somente após a finalização da triagem clínica juntamente 

com o estudo molecular do exon 2 será possível estabelecer associações relevantes 

e que possam servir de auxílio para diagnóstico. 
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ANEXO I – APROVAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO II – TERMO DE CONSENTIMENTO 

 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Obrigatório para pesquisa em seres humanos – Res CNS 196/96 e Res 
CNS 251/97 do Ministério da Saúde 

 

ANÁLISE MOLECULAR DE PACIENTES COM TRANSTORNO DE 
ESPECTRO AUTISTA DO ESTADO DO PARÁ: PESQUISA DE MUTAÇÕES E 

POLIMORFISMOS EM GENES CANDIDATOS 

 
I. Justificativa e os objetivos da pesquisa: 

O Autismo é uma doença neurológica que se caracteriza por problemas de 
linguagem e integração social acompanhados por comportamentos repetitivos e 
interesses restritos. Atinge mais ou menos uma em cada 500 crianças e é causado 
por fatores genéticos e ambientais. Gostaríamos de convidar sua família a participar 
deste projeto, cujo objetivo desse trabalho é entender as algumas das possíveis 
causas do Autismo, o que poderá auxiliar no tratamento e prevenção dessa doença 
no futuro. 

Para tanto, estudaremos, através de coleta de sangue, uma parte do material 
genético que existe no núcleo das células. Esse material, chamado de DNA contém 
genes que são unidades que possuem códigos responsáveis pela fabricação de 
várias proteínas e enzimas do organismo. Estaremos estudando genes que 
codificam proteínas que agem no cérebro e que podem ter alguma influência na 
predisposição da pessoa a desenvolver o Autismo. 

II. Procedimentos que serão realizados: 

Será realizado um questionário com vocês, sobre características da criança 
afetada, da família e da gravidez de seu filho(a). 

Serão coletados do filho(a), da mãe e do pai de 5 mL de sangue. As amostras 
serão estudadas para análise genética relacionada com Autismo. As amostras de 
sangue serão armazenadas e analisadas o Laboratório de Erros inatos do 
Metabolismo. 

As amostras de material genético serão utilizadas apenas para este estudo. 
Entretanto pretendemos guardar as amostras após o término do estudo. Se for de 
interesse da equipe de pesquisa realizar novas investigações utilizando estas 
amostras guardadas, isto somente será feito após novo contato e assinatura de novo 
termo de consentimento por parte de sua família. 

III. Riscos e desconfortos potenciais: 
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No momento da coleta de sangue poderá haver alguma dor decorrente da 
punção da pele. Complicações de coleta de sangue rotineira são raras e geralmente 
de pequeno porte. 

IV. Benefícios esperados 

Este estudo poderá, no futuro, beneficias as famílias dos afetados através de 
aconselhamento nos quais fatores de risco genéticos poderão ser identificados, 
contribuindo no diagnóstico e estimativa de risco de ocorrência de outros casos 
nestas famílias. Sabemos, entretanto, que nenhum destes genes estudados se 
constitui na causa única do autismo e os resultados serão interpretados em forma de 
probabilidades. 

V. Procedimentos alternativos: 

Eu entendo que tive o direito de recusar a participar deste projeto e que minha 
recusa não afetará de nenhuma maneira os cuidados médicos de meu filho(a) ou de 
minha família. 

Pelo presente Consentimento, declaro que fui esclarecido, de forma 
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coerção, dos objetivos, da 
justificativa, dos procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e 
benefícios do presente projeto de pesquisa, assim como dos procedimentos 
alternativos aos quais poderia ser submetido, todos acima listados. 

Fui igualmente informado: 

- da garantia de receber esclarecimentos a qualquer dúvida acerca dos 
procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos relacionados a pesquisa; 

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de 
participar do estudo, sem que isso traga prejuízo à continuação do meu 
cuidado e tratamento; 

- da segurança de que não serei identificado e que se manterá o caráter 
confidencial das minhas informações relacionadas com a minha privacidade; 

Os pesquisadores responsáveis por esse projeto de pesquisa são o prof. Dr. 
Luiz Carlos Santana da Silva (Fone: 91 999866137) e Nathalia Lima (Fone: 91 
98197-7827/ 3201-8030). 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Eu ________________________________________________________ 
declaro que após esclarecido pelos pesquisadores e ter entendido o que me foi 
explicado, consinto em participar do projeto de pesquisa intitulado: “ANÁLISE 
MOLECULAR DE PACIENTES COM TRANSTORNO DE ESPECTRO AUTISTA DO 
ESTADO DO PARÁ: PESQUISA DE MUTAÇÕES E POLIMORFISMOS EM GENES 
CANDIDATOS” 

 
1. A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descritos na folha 
de informação em anexo, foram explicados a mim. Eu compreendo e 
concordo em participar. 
2. Eu compreendo que poderei não ter benefício direto por 
participar do estudo. 
3. Eu entendo que os possíveis riscos e/ou efeitos adversos, 
desconfortos e inconveniências, como foi destacado na folha de informações, 
foram explicados a mim. 
4. Eu compreendo que, apesar das informações obtidas no estudo 
poderem ser publicadas, elas serão confidenciais e não serei identificado(a) a 
partir delas. 
5. Eu compreendo que posso retirar meu consentimento a qualquer 
momento e deixar de participar do estudo. 
6. Eu compreendo que não serei remunerado financeiramente por 
participar deste estudo. 
7. Eu concordo que o material (sangue) coletado seja utilizado no 
projeto acima. 
8. Autorizo o armazenamento da minha amostra de DNA, obtida 
nesse estudo, para utilização futura. Nesse caso, porém, entendo que serei 
recontactado para fornecer consentimento específico. 

 

 

 

 

 

 

 

Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciências 
da Saúde da Universidade Federal do Pará (CEP-ICS/UFPA) – Complexo de 
Sala de Aula/ ICS – Sala 13 – Campus Universitário, n° 01, Guamá – Cep: 
66075-110 – Belém-Pará. 

Tel/Fax: 3201-7735. E-mail: cepccs@ufpa.br 
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