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Perfil de expressao de microRNA em pacientes com
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Introducao

O autismo classico, juntamente com 0S outros transtornos do
espectro, € um dos disturbios mais comuns do desenvolvimento infantil.
Apesar da grande variabilidade no quadro clinico, os transtornos do
espectro autista comprometem o desenvolvimento humano atraves de
trés manifestacOes principais: alteracées qualitativas na interacao social,
nas habilidades de comunicacao e presenca de comportamentos e
Interesses estereotipados e repetitivos. Apesar de diversas evidéncias de
alteracO0es neurologicas, genéticas e imunologicas, nao existe ainda um
marcador biologico definido. Entretanto, alteracdes epigenéticas
possivelmente estao envolvidas e possibilitam, por exemplo, detectar
padroes diferenciais de expressao de microRNA. Os microRNA sao
sequéncias de aproximadamente 22 nucleotideos de RNA (acido
ribonucléeico) nao-codificante que regulam a expressao de outros genes
provavelmente através do emparelhamento base-especifico com RNA
mensageiro (MRNA) alvo, conforme mostra a figura 1. Padroes
diferenciais de expressao de microRNA tem sido correlacionados com um
grande numero de patologias de natureza multifatorial, portanto a
identificacdo da patologia em nivel molecular pode ser utilizada como
base para o desenvolvimento de exames diagndsticos e tratamentos mais
especificos.

Relevancia da analise de microRNA

A expressao de microRNA pode ser uma estratégia promissora
para o desenvolvimento de exames diagnosticos e tratamentos mais
especificos para o autismo.

Objetivo

Este estudo tem como objetivo avaliar o padrao de expressao de
26 microRNA de celulas leucocitarias de pacientes com autismo classico.

Metodologia

Estudo caso-controle: comparacao da expressao de 26 microRNA
de 8 pacientes com autismo classico do género masculino com idade
entre 5 e 10 anos frente ao perfil de expressao de 8 individuos tipicos.

ApOs puncao periférica e obtencdo da amostra, o0 sangue com
anticoagulante foli misturado com o reagente Trizol e as amostras
estocadas em freezer -80°C para posterior extracao de RNA total. A
sintese de cDNA foi realizada com a utilizacdo de primer multiplex com
oligonucleotideos miRLoop especificos para o conjunto de 26 microRNA.
As analises da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real
foram realizadas através do sistema SYBR Green®, utilizando um
oligonucleotideo que €& microRNA especifico e um oligonucleotideo
complementar a seqUéncia universal presente no oligonucleotideo
utilizado para a sintese dos cDNA.

As reacoOes foram feitas no equipamento StepOnePlus™ Real-
Time PCR System da Applied Biosystems e analisadas pelo StepOne™
Software v2.0; a analise estatistica aplicada foi o Teste T independente
com p<0,05.
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Figural: Processamento de microRNA. (
acesso em 11/10/2010).

Resultados e Discussao

A Figura 2 apresenta a curva de amplificacao representativa da
analise e a curva de Melting dos 26 microRNA de uma amostra.
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Exemplo de Curva de Figura 2(B): Exemplo de Curva de Melting
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ApoOs a analise das 16 amostras (8 pacientes autistas e oito
controles) foi aplicado o software GeNorm®, que revelou 4 microRNA
normalizadores da reacado. Esses normalizadores tém expressao
uniforme entre as amostras e sao usados como “genes de referéncia”.
Portanto, dos 26 microRNA analisados, a expressao de 22 foi calculada
a partir dos 4 normalizadores.

Com a analise estatistica, verificou-se que 6 microRNA tém
expressao aumentada nos pacientes autistas em relacao ao grupo
controle, com p<0,05, conforme mostra a tabela 1:

Padréo de microRNA alterado em relagao ao grupo controle

Cnt x Aut Valor p
miR_A 0,006
miR_B 0,001
miR_C 0,042
miR_D 0,024
miR_E 0,010
miR_F 0,007

Tabela 1. Os nomes reais dos microRNA foram alterados para letras (A-
F), pelo fato de que os resultados ainda nao foram publicados. Valor de
p indica diferenca do grupo controle.

Conclusao

Esses resultados sao relevantes e promissores na busca de
marcadores bioldgicos para o0 auxilio do diagnostico precoce de
autismo. Novos estudos serdo necessarios para ampliar o numero
amostral e avaliar novas moléculas de microRNA e respectivos alvos de
MRNA.
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