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A síndrome do X frágil é causada por uma mutação no gene FMR1, que origina a expansão do 

trinucleotídeo CGG inativando o gene e impedindo a síntese da proteína FMRP. Diversos estudos 

mostram que o número médio dessa repetição é geralmente (CGG)30. A partir de relatos médicos há 

um grande número de crianças portadoras de retardo mental em Pernambuco sem causa conhecida e 

devido a isso resolvemos estudar essa mutação. Foram analisados 386 indivíduos da população geral 

(mãe e filho), 24 pacientes com algum grau de retardo mental e 32 indivíduos das famílias desses 

pacientes (mãe, pai, irmãos). Foi realizada a extração de DNA e amplificação por PCR, do gene 

FMR1 utilizando três primers específicos. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em 

gel de poliacrilamida e revelados por precipitação de nitrato de prata. Foi possível observar que na 

população de Pernambuco a média da repetição em pessoas normais é de 20 trinucleotídeos, 

(CGG)20. Em um dos casos em que foi observada expansão, a mãe apresentou (CGG)10 e o filho 

(CGG)43, sem o fenótipo da síndrome. Dos 24 pacientes encaminhados, 4 são portadores da 

síndrome do X frágil, e os demais apresentaram em sua maioria 20 repetições CGG. 
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  A síndrome do X frágil, está associada à presença de um sítio frágil situado no braço longo 

do cromossomo X (Xq27.3). É a segunda causa genética mais importante de retardo mental, sendo 

apenas menos freqüente que a síndrome de Down e a mais freqüente causa de retardo mental 

herdado (Oostra e Halley, 1995). Na população geral esta síndrome é encontrada em 

aproximadamente 1 a cada 4.000 homens e em 1 a cada 6.000 mulheres (Turner et al, 1996). É 

causada pela expansão do trinucleotídeo CGG (Citosina, Guanina, Guanina). 

Os sinais clínicos gerais desta síndrome são: retardo mental, face alongada e estreita, frontal 

alto e proeminente, orelhas grandes em abano, queixo proeminente, palato alto, estrabismo, além de 

alterações comportamentais como hiperatividade, agressividade e estereotipias. Os indivíduos 

afetados possuem aparência normal ao nascimento, mas são hipotônicos. Só após 6 meses de idade é 

que são notadas alterações, como atraso global no desenvolvimento motor, atrofia e fraqueza 

muscular, atraso na sustentação da cabeça e andar desajeitado. Apresentam também um atraso 

generalizado na aquisição da fala (Oostra e Halley, 1995). 

Pessoas clinicamente normais, de outras populações, apresentam geralmente de 6 a 40 

repetições em tandem do trinucleotídeo CGG, pessoas com a pré-mutação apresentam de 61 a 200 

repetições e pacientes com a mutação total, ou seja, portadores da síndrome do X frágil, apresentam 

mais de 200 repetições (Murray et al.,1996).  

Nas mulheres heterozigotas quanto ao gene da síndrome do X frágil, 35% têm 

comprometimento mental, na maioria das vezes, menos grave que o encontrado em homens afetados 

devido ao processo natural de inativação de um dos cromossomos X (de Vries et al., 1996). 

Estudos cromossômicos ou moleculares são necessários para o diagnóstico da síndrome do X 

frágil, pois são variáveis as manifestações clínicas desta síndrome (Glover et al., 2001). Os homens 

portadores da pré-mutação, mas com inteligência normal não manifestam sítio frágil 

citogeneticamente, demonstrando a ineficiência do estudo cromossômico para detectar homens 

portadores da pré-mutação, pois a análise cromossômica só detecta casos com mutação total onde há 

presença do sítio frágil. Para a detecção das mulheres assintomáticas, portadoras do gene mutado, o 

estudo cromossômico é ineficaz devido às baixas freqüências de expressão ou ausência de 

manifestação na maior parte delas (Willemsen e Oostra, 2000).  

Alterações moleculares presentes nos afetados pela síndrome do X frágil foram identificadas 

como um fragmento de DNA de tamanho variável, sugerindo que esta ocorrência se dava pelo fato 

de haver uma elevação no número de cópias de seqüências repetidas, ricas em citosina e guanina.   
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Foi observado também que o alelo mutado não estava metilado nos homens transmissores 

normais, mas somente no cromossomo X inativo em suas filhas, e se apresentava totalmente 

metilado nos afetados, concluindo que a expressão fenotípica resultava de uma amplificação do 

DNA associada às alterações no padrão de metilação. Portanto para a detecção de mutações 

completas e pré-mutações é necessária a análise do DNA.  

Os métodos utilizados para o diagnóstico da síndrome do X frágil são: PCR (Reação de 

Cadeia Polimerase) e a hibridação por Southern blotting, para os quais é utilizado o DNA dos 

leucócitos periféricos. Outros testes imunocitoquímicos têm sido descritos e são baseados na 

detecção da proteína FMRP. Em famílias de indivíduos afetados é importante a análise do DNA, 

principalmente em suas mães e irmãs, já que estas podem ser portadoras de pré-mutações. Nas mães 

de afetados que são portadoras de pré-mutações, pode ocorrer um segundo evento mutacional, 

durante o início do desenvolvimento embrionário, que acarretará na sua prole uma mutação 

completa, detectada pela análise citogenética. Portanto, a análise molecular é decisiva para o 

aconselhamento genético das mães, e das irmãs e seria importante para determinar o risco de suas 

futuras proles (Willemsen e Oostra, 2000).  

Como já foi dito, esta síndrome está associada ao grande número de repetições da seqüência 

CGG, superior a 200 unidades, cuja expansão ocorre através de processos mutacionais, geralmente 

resultando na hipermetilação tanto dos sítios CpG como da seqüência repetida no gene FMR-1. 

Desta forma o gene FMR-1 não é transcrito não produzindo a proteína FMRP. Se esta proteína 

estiver ausente nas células do paciente este indivíduo será portador da síndrome do X frágil, pois a 

ausência de FMRP no cérebro é a causa do retardo mental. O diagnóstico de mulheres afetadas é 

menos específico quando comparado com o de pacientes do sexo masculino, pois o processo de 

inativação do cromossomo X, em mulheres com mutação total, pode resultar na expressão da FMRP 

em seus linfócitos em variada porcentagem. 

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivos: 

• Registrar a freqüência de repetições CGG no gene FMR-1 na população em geral 

criando um banco de dados para futuras referências, com isso definir o diagnóstico 

molecular para a síndrome do X frágil no Estado de Pernambuco. 

• Comparar o número de repetições CGG em pacientes FRAXA positivos, pacientes 

portadores da síndrome do X frágil, com o da população normal analisando sua 

distribuição, calculando os riscos e compondo um banco de dados para estudos 

futuros. 
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Em 1943, Martin e Bell estudaram a primeira família com vários indivíduos do sexo 

masculino com retardo mental, na qual o heredograma era sugestivo de herança recessiva ligada ao 

cromossomo X, mas foi em 1969, que essa forma de retardo mental foi caracterizada, no estudo de 

uma determinada família, cujos portadores apresentavam uma falha na porção distal do braço longo 

do cromossomo X (OMIM acesso 309550). 

 

O gene FRAXA e a proteína FMRP 
 

O gene da síndrome do X frágil (gene FRAXA), FMR-1, está localizado no cromossomo X, 

na região Xq27.3. Tem um comprimento de 38 kb possui 17 exons (Eichler et al.,1993) e dele é 

transcrito um RNA mensageiro de 4,8 kb sendo este constituído principalmente por íntrons. À partir 

de seu seqüenciamento foi observado que na sua porção 5’ havia uma repetição em tandem do 

trinucleotídeo CGG que não era traduzida. A síndrome do X frágil ocorre quando há mutações no 

gene FMR-1 de modo que este gene não sintetize a proteína FMRP. Através da genética molecular 

foi possível a clonagem do gene (Verkerk et al.,1991) e desta forma compreender melhor a natureza 

da mutação. 

A proteína FMRP é encontrada no citoplasma das células (Oostra e Chiurazzi, 2001) e em 

uma variedade de tecidos fetais e de adultos com níveis altos nos órgãos alvos da doença, o que 

inclui o cérebro e os testículos (Verkerk et al., 1991), está associado a um QI inferior à média 

normal e ao macroorquidismo observados nos homens pós-púberes afetados. 

 

Padrão de Herança da Síndrome do X frágil 
 

 O padrão de herança da síndrome do X frágil é dominante ligado ao cromossomo X com 

penetrância incompleta, sendo esta de 80% nos homens e de 30% nas mulheres. Estudos de 

segregação mostram que 20% dos homens, obrigatoriamente portadores da pré-mutação, não são 

afetados pela síndrome, são clinica e citogeneticamente normais e por isto designados machos 

normais transmissores (Sherman et al., 1984).  

Todas as mães de homens com X frágil são portadoras da pré-mutação do gene FMR1, tendo 

assim transmitido o X pré-mutado para seu filho onde ocorreu a expansão dessa mutação no início 

do desenvolvimento embrionário originando uma mutação total. As filhas de homens portadores da 
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pré-mutação não sofrem o processo de expansão dessa repetição. Assim os homens com a pré-

mutação podem ter netos portadores da mutação total mas não filhas (Sherman et al., 1985). 

 

Retardo Mental Ligado ao Cromossomo X  
 

O retardo mental é caracterizado por um funcionamento intelectual significantemente 

inferior a média, apresentando limitações em duas ou mais habilidades adaptativas como: 

comunicação, convivência, habilidades sociais, orientação, faculdades funcionais, saúde e 

segurança, lazer e trabalhos (Curry et al., 1997). 

O número de homens com retardo mental supera em, aproximadamente, 30% o número de 

mulheres em pesquisas realizadas em vários países (Lehrke, 1974; Herbst e Miller, 1980; Stevenson 

et al., 2000). Os genes do cromossomo X têm sido os maiores responsáveis por este excesso. 

Existem várias doenças ligadas ao cromossomo X, cuja principal característica é o retardo mental 

(Chiurazzi et al., 2001). 

Alguns genes associados ao retardo mental foram identificados no cromossomo X 

(ILUSTRAÇÃO 1). Dentre eles estão os genes FMR1, FMR2, o OPHN1, o PAK3, o ARHGEF6, o 

IL1RAPL, o TM4SF2 e o RSK2. Segundo Toniolo (2000), o número de genes para o retardo mental 

ligados ao cromossomo X é duas a quatro vezes maior que o esperado. 
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ILUSTRAÇÃO 1: Esquema representativo dos genes mapeados no cromossomo X, associados com 
retardo mental entre os quais encontra-se o gene FMR1 situado na região Xq27.3 na extremidade do 
braço longo do cromossomo  (Chiurazzi et al., 2001). 

DKC
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Expansão de Trinucleotídeos 
 

As mutações causadas por expansões trinucleotídicas pertencem à classe das mutações 

dinâmicas, nas quais quando uma região de seqüências de trinucleotídeos é expandida, pode gerar 

uma instabilidade no DNA que aumenta muito a probabilidade de uma nova expansão na geração 

seguinte (Richard e Sutherland, 1992), originando diferentes distúrbios de expansão como no caso 

da síndrome do X frágil. 

Pessoas normais e saudáveis têm um número particular de cópias CGG no gene FMR1 que 

pode variar em diferentes populações, nas populações estudadas em outros países foram observadas 

em sua maioria 30 repetições, (CGG)30, mulheres podem ter números diferentes de repetições em 

seus alelos maternos e paternos. As pessoas afetadas por uma doença causada por distúrbio de 

expansão têm um súbito aumento do número de cópias das repetições trinucleotídicas (Fu et al., 

1991) este aumento favorece a metilação das ilhas CpG o que pode estar associado com a 

desacetilação das histonas (Coffee et al., 1999) ocorrendo assim a inativação do gene. A TABELA 1 

mostra algumas diferentes classes dessas desordens, o loco e o gene onde se encontra a repetição, o 

tipo de repetição. 
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TABELA 1: Diferentes classes de desordens associadas a repetições de trinucleotídeos, o gene responsável e 
sua proteína (dados coletados a partir de pesquisas no OMIM). 

Classe Distúrbio           Loco Gene Proteína Repetição Faixa 
Normal 

Faixa 
Anormal 

Ganho/Perda 
 da Função 

 
Sítios frágeis 

 
 
 
Síndrome do X frágil ou 
retardo mental FRAXA 
 
 
 
Retardo mental FRAXE 
 
 
 
 
 

 
 
 

Xq27.3 
 
 
 
 

Xq28 

 
 
 

FMR1 
 
 
 
 

FMR2 

 
 
 

FMRP 
 
 
 
 

        fmr2 

 
 
 

CGG 
 
 
 
 

CCG 

 
 
 

6-54 
 
 
 
 

     6-31 

 
 
 

60-200 
(pré-mutação) 

>200 
(mutação completa)

 
61-200 

(pré-mutação) 
>200 

(mutação completa)

 
 
 

Perda 
 
 
 
 

Perda 

 
Distrofia Miotônica 

 
 

 
19q13 

 
DMPK

Proteína 
quinase 
(DMPK) 

 
CTG 

 
5-37 

 
>50 

 
? perda 
e ganho 

 
CAG/doenças  
Poliglutamina 
 

 
     
     
 

Doença de Huntington 
 

 
     Atrofia dentatorubral- 

palidoluisina (síndrome 
de Haw River) 

 
     Atrofia Muscular 

Espinobulbar (doença de 
Kennedy) 

 
      Ataxia espinocerebelar  

tipo 1 

 
 
 
 

4p16.3 
 
 
 

12p13.3
1 
 

 
Xq13-21

 
 
 

6p23 

 
 
 
 

HD 
 
 
 

DRPL
A 
 

 
AR 

 
 
 

SCA1 

 
 
 
 

Huntingtina 
 
 
 

Atrofina-1 
 
 
 

Receptor de 
androgênio   

(AR) 
  
 Ataxina-1 

 
 
 
 

CAG 
 
 
 

CAG 
 
 
 

CAG 
 

 
 

CAG 

 
 
 
 

6-35 
 
 
 

6-35 
 
 
 

9-36 
 
 
 

6-44 

 
 
 
 

36-121 
 
 
 

49-88 
 
 
 

38-62 
 
 
 

39-82 

 
 
 
 

Ganho 
 
 
 

Ganho 
 
 
 

Ganho 
 
 
 

Ganho 
 

Continua...
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Classe Distúrbio           Loco Gene Proteína Repetição Faixa 
Normal 

Faixa 
Anormal 

Ganho/Perda 
da Função 

CAG/doenças  
Poliglutamina 

 

     
    Ataxia espinocerebelar 

tipo 2 
 

 
   Ataxia espinocerebelar 

tipo 3 (Doença de 
Machado Joseph) 

 
 

   Ataxia espinocerebelar 
tipo 6 

 
 

 
 
 

   Ataxia espinocerebelar 
tipo 7 

 
 
 

  Ataxia espinocerebelar 
tipo 8 

 
 

Ataxia espinocerebelar 
tipo  12 

 
 

Ataxia espinocerebelar 
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Classe Distúrbio           Loco Gene Proteína Repetição Faixa 
Normal 

Faixa 
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da Função 
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Seqüências Intercalantes encontradas nas repetições CGG 
 

As seqüências CGG não são puras, elas são interrompidas a cada 9 ou 10 repetições por trincas 

AGG (Adenina, Guanina, Guanina), o que interfere na estabilidade do alelo (Eichler et al.,1994). 

Como o número médio de repetições CGG na população normal é de aproximadamente 30 (Fu et 

al., 1991), a grande maioria dos alelos FRAXA, tem duas interrupções AGG. A perda dessas 

seqüências intercalantes pode ser o evento determinante da instabilidade das repetições 

trinucleotídicas, que leva ao desenvolvimento da síndrome do X frágil. Esta perda está atrelada ao 

fenômeno de derrapagem (“slippage”), da DNA polimerase durante o processo de replicação 

(ILUSTRAÇÃO 2), gerando estruturas secundárias anômalas em forma de grampos, que interferem 

na progressão das enzimas, fazendo com que algumas bases das repetições CGG pareiem com outras 

da mesma fita. Desta forma pode-se dizer que as seqüências intercalantes têm um efeito protetor na 

estabilidade genética (Sinden et al., 1999). 
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ILUSTRAÇÃO 2 – Esquema representativo de derrapagem (“slippage”), de repetições CAG 
responsáveis pela doença de Huntington, onde podemos observar a replicação normal do DNA e 
comparar com um esquema de erro na replicação; devido as repetições em tandem CAG, são 
formadas estruturas em forma de grampo e a enzima não consegue completar a replicação 
originando um DNA mutante. Esse mesmo mecanismo é sugerido para as repetições CGG 
observadas na síndrome do X frágil (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/). 

 

Atualmente toda criança com dificuldade de aprendizado ou retardo mental de etiologia 

desconhecida deve ser avaliada para a presença da mutação no gene FMR1 (Oostra et al.,1993). 

Porém, apesar de muito freqüente, a síndrome do X frágil ainda é pouco conhecida e estudada na 

região Nordeste do Brasil, pois não há relatos de outros centros que estejam desenvolvendo 

pesquisas relacionadas a este distúrbio de expansão nesta região. 
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PERNAMBUCO E VERIFICAÇÃO DE SUA RELAÇÃO COM A SÍNDROME 

DO X FRÁGIL 
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Maurício-da-Silva, L. 

Laboratório de Genética Molecular Humana, Departamento de Genética, CCB, Universidade Federal de Pernambuco, 

Brasil 

Resumo 

A síndrome do X frágil é causada por uma mutação no gene FMR1, que origina a expansão do 

trinucleotídeo CGG inativando o gene e impedindo a síntese da proteína FMRP. Diversos estudos 

mostram que o número médio dessa repetição é geralmente (CGG)30. A partir de relatos médicos há 

um grande número de crianças portadoras de retardo mental em Pernambuco sem causa conhecida e 

devido a isso resolvemos estudar essa mutação. Foram analisados 386 indivíduos da população geral 

(mãe e filho), 24 pacientes com algum grau de retardo mental e 32 indivíduos das famílias desses 

pacientes (mãe, pai, irmãos). Foi realizada a extração de DNA e amplificação por PCR, do gene 

FMR1 utilizando três primers específicos. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em 

gel de poliacrilamida e revelados por precipitação de nitrato de prata. Foi possível observar que na 

população de Pernambuco a média da repetição em pessoas normais é de 20 trinucleotídeos, 

(CGG)20. Em um dos casos em que foi observada expansão, a mãe apresentou (CGG)10 e o filho 

(CGG)43, sem o fenótipo da síndrome. Dos 24 pacientes encaminhados, 4 são portadores da 

síndrome do X frágil, e os demais apresentaram em sua maioria 20 repetições CGG. 
 

Palavras Chave: X frágil, FMR1, PCR, População Pernambucana, Brasil. 
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1. Introdução 

A síndrome do X frágil é causada pela expansão do trinucleotídeo polimórfico CGG 

(citosina, guanina, guanina), no gene FMR1, é a principal causa de retardo mental herdado 

(Sutherland,1993).  

Com base no padrão de metilação e no tamanho das repetições, os alelos podem ser 

classificados em normais (6-40 cópias), intermediários (41-60 cópias), pré-mutados (61-200 cópias) 

ou mutados (mais de 200 cópias). Nos portadores de alelos intermediários e pré-mutados não ocorre 

o silenciamento transcricional e, desta forma, eles não expressam as características da síndrome 

(Murray et al.,1996). 

Os indivíduos afetados apresentam uma grande variabilidade fenotípica além do retardo 

mental. Podem apresentar macroorquidismo nos pós-púberes e uma variedade de dismorfias que 

incluem face alongada, frontal alto, orelhas grandes e pés planos. Alterações comportamentais 

também foram observadas como hiperatividade, autismo e movimento esteriotipado das mãos. 

Mulheres afetadas apresentam um fenótipo mais leve, devido à inativação do cromossomo X (de 

Vries et al., 1996).  Após a clonagem do gene FMR1 (Verkerk et al.,1991) pôde-se realizar a 

caracterização precisa do tipo de mutação responsável pela desordem (Oberlé et al., 1991; Fu et al., 

1991; Yu et al.,1991). 

O principal evento responsável pela síndrome é de fato a expansão do número de cópias do 

trinucleotídeos CGG que se encontram em repetições em tandem no gene FMR1 (Fu et al.,1991; 

Oberlé et al.,1991; Verkerk et al., 1991). Porém, existem casos raros nos quais a desordem é 

decorrente de deleção total ou parcial do gene (Wöhrle et al., 1992; Quan et al.,1995). Na sua 

grande maioria os indivíduos são afetados pelo mesmo tipo de mutação (expansão do trinucleotídeo 

CGG), o que facilita o diagnóstico molecular.  

O padrão de transmissão da mutação segue um processo de amplificação intergerações de 

múltiplos passos, através dos quais a pré-mutação evolui para a mutação completa (Oberlé et 

al.,1991). 

Desta forma, detectar e registrar a freqüência de repetições CGG na população do Estado de 

Pernambuco é de grande importância tanto para definir o diagnóstico quanto para prevenir novos 

casos através do aconselhamento genético. 
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2. Materiais e Métodos 

 Este trabalho foi avaliado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Pernambuco e, 

mediante sua aprovação, a análise da população foi realizada com amostras disponíveis em nosso 

laboratório a partir de coletas realizadas para diferentes estudos. Os indivíduos portadores de retardo 

mental, ou de deficiência de aprendizado, foram encaminhados por médicos geneticistas ou 

neurologistas do Estado de Pernambuco com a autorização dos pais para a realização do exame, 

mediante termo de consentimento, e responderam a um questionário estruturado (ver ANEXOS). 

 A amostra foi constituída por 386 indivíduos da população em geral (mãe e filho) e 24 

pacientes com retardo mental e 32 parentes (mãe, pai, irmãos) desses pacientes, todos da população 

de Pernambuco. Desses indivíduos foram coletados 5ml de sangue venoso utilizando o 

anticoagulante ACD (Ácido Cítrico 0,038M, Citrato de Sódico Tribásico 0,075M; Dextrose 

0,0133M). Foi utilizado em nosso estudo um paciente com diagnóstico positivo para a síndrome do 

X frágil, realizado na Universidade de São Paulo, como controle positivo para compararmos o 

padrão de bandas observado nele com o padrão de bandas da nossa população e dos pacientes que 

constituem nossa amostra, comprovando assim o nosso resultado.  

 O DNA foi extraído pelo método mini salting out (Miller et al., 1988) que envolve digestão 

com proteinase K e em seguida foi realizada a PCR (Reação de Cadeia da Polimerase). 
 A amplificação do DNA foi realizada para um volume final de 25µl nas seguintes condições: 

2µl de DNA genômico (100ng); 0,32µl de taq DNA polimerase (5U/µl); três primers segundo 

Haddad et al., 1996: 0,08µl do primer 1: Eag L 5’cgctgcgggtgtaaacactgaaaccacgtc3' 

(100pMoles/µl), 0,3µl do primer 2: Eag U 5'cgacctgtcaccgcccttcagccttcc3' (100pMoles/µl), 0,2µl do 

primer 3: Oligo f 5'agccccgcacttccaccaccagctcctcca 3' (100pMoles/µl); 0,5µl de dATP, dCTP, dTTP 

(10mM); 0,13µl de dGTP; 0,75µl de 7-deaza dGTP (5mM); 2,5µl de tampão de PCR 10x (KCl 

500mM, Tris-HCl (pH9,0) 100mM, MgCl2 50mM-Pharmacia); 2,5µl de DMSO (dimetil sulfóxido-

10% na reação); 14,72µl de água ultra-pura. 

A PCR foi realizada em um termociclador PTC-100TM (MJ Reasearch Inc), nas seguintes 

condições: 95°C por 2 minutos; 35 ciclos com 1,5 minuto a 94°C para a desnaturação, 1 minuto 

65°C para o pareamento e 2 minutos a 72°C para a extensão; e 10 minutos a 72°C para a extensão 

final. Após a amplificação, os produtos da PCR foram mantidos a 4°C até o momento da aplicação 

no gel. 
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Os produtos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida desnaturante a 6% 

contendo uréia 7M e TBE 10x (tris-borato-EDTA). A eletroforese foi realizada com aplicação de 

2000V durante 2 horas, à 60wats, temperatura ambiente, utilizando seqüenciador manual Hoefer 

SQ3 Sequencer (Hoefer Pharmacia Biotech, São Francisco, CA). Em seguida os géis foram 

revelados por precipitação de nitrato de prata (FIGURA 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1 - Esquema representativo do gel com todos os padrões de bandas visualizados em nossa 
amostra. M: Marcador Ladder de 1kb; N: Normal; I: Intermediário; PM: Pré-mutado; MT: Mutação 
Total. Todos apresentam a amplificação da banda controle, região do gene FMR1 sem as repetições 
CGG, na extremidade inferior. Sem ela não seria possível afirmar que houve amplificação na reação 
de PCR dos pacientes pré-mutados e com a mutação total. 
 

3. Resultados e Discussão 

Este é o primeiro estudo utilizando a técnica de PCR realizado sobre a síndrome do X frágil 

na população do Nordeste brasileiro. 

Segundo Kremer et al. (1991), pessoas normais apresentam de 25 a aproximadamente 40 

cópias CGG no cromossomo X. No nosso estudo foi observado que na população normal de 

Pernambuco a moda é de 20 repetições, como podemos observar no Gráfico 1. Dos 386 indivíduos 

analisados (mãe e filho), 357 eram homozigotos, 334 apresentaram 20 repetições CGG (CGG)20; 

foram observados ainda 18 indivíduos com 10 repetições (CGG)10 e 05 indivíduos com 43 

repetições (CGG)43 no gene FMR1; 29 apresentaram-se heterozigotos (mães), destes, 21 indivíduos 

apresentaram um de seus cromossomos X com (CGG)10 e o outro com (CGG)20, 03 apresentaram 
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um com (CGG)1 e o outro com (CGG)20, 05 indivíduos com (CGG)20 em um de seus cromossomos 

X e o outro com (CGG)43. Em um caso em que o filho apresentou expansão, a mãe apresentou 

(CGG)10, e uma única banda. Portanto ela é homozigota (seus dois cromossomos X têm o mesmo 

número de repetições CGG) e o cromossomo X do seu filho possui (CGG)43, sem o fenótipo da 

síndrome. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1: Freqüências alélicas da população de Pernambuco, onde podemos observar que o alelo 
mais freqüente é o alelo com 20 repetições do trinucleotídeo CGG, (CGG)20 Sendo mais de 90% da 
população, e o menos freqüente tem apenas uma repetição CGG, (CGG)1 
 

 

Na FIGURA 2 podemos observar um padrão de bandas bastante homogêneo da nossa 

população com bandas que variam de 470pb (CGG)1 a 600pb (CGG)43, a maioria das amostras 

apresentou bandas de 550pb, padrão que mostrou-se bem estável no decorrer dos estudos da 

população de Pernambuco, já que se manteve o mesmo na maioria das amostras quando analisada a 

amostra do filho, correspondendo a um número de 20 repetições em tandem do trinucleotídeo, 

(CGG)20. 
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FIGURA 2 – Foto de um gel de poliacrilamida desnaturante onde podemos observar um padrão de 
bandas bastante homogêneo. A maioria dos indivíduos apresentaram 550pb ou (CGG)20, 10 
indivíduos com bandas de 500pb ou (CGG)10, um indivíduo com uma banda de 470pb ou (CGG)1 e 
02 indivíduos com 600pb ou (CGG)43. 

Fu et al. (1991) estudou o aumento do número de repetições CGG durante a ovogênese, e 

demonstrou que o fenômeno de antecipação, no qual a pré-mutação se expande para mutação total 

só ocorre quando é transmitido de mãe para filho.  Na FIGURA 3 podemos visualizar uma expansão 

observada onde a mãe se mostrava homozigota, com uma banda de 500pb e seu filho apresentou 

uma banda de 600pb confirmando o fenômeno do aumento do número de repetições CGG 

(expansão da mutação). Apesar da mãe apresentar seus alelos considerados normais, onde o risco de 

expansão na geração seguinte é baixo, pois geralmente são herdados de forma estável (Murray et al., 

1996), houve a expansão.  
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FIGURA 3 – Gel de poliacrilamida onde observamos a 
expansão das repetições CGG transmitida da (1): mãe, 
(CGG)10, para (2): filho (CGG)43. 
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Dos 24 pacientes, um já chegou até nós com diagnóstico molecular positivo para a síndrome 

(realizado na Universidade de São Paulo), este nós usamos como controle para uma melhor análise 

dos demais. Foram diagnosticados como FRAXA positivos, portadores da síndrome do X frágil, 4 

pacientes do sexo masculino e uma menina foi diagnosticada como mosaico para a síndrome do X 

frágil (FIGURA 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4 - Gel de poliacrilamida mostrando o padrão de bandas observado em todos os pacientes 
que apresentam algum grau de retardo mental, e seus familiares 1: Paciente usado como controle 
positivo; 2, 3, 4 e 5: Pacientes portadores da mutação completa. Na extremidade inferior do gel 
podemos observar a banda controle, constatando a amplificação.  

 

Na FIGURA 5 pode-se observar o padrão de bandas apresentado por um paciente FRAXA 

positivo, onde foram analisados o gene FMR1 da sua mãe e de seus avós maternos. Foram 

observadas expansões do trinucleotídeo CGG, o evento que transformou a pré-mutação observada 

em um cromossomo X da avó para a mutação total em seu neto, demonstrando que a expansão 

ocorre no gene transmitido de mãe para filho ou filha (Fu et al.,1991; Rosseau et al., 1991).    
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FIGURA 5 – Heredograma baseado na foto ao lado, que mostra a amplificação por PCR da região 
do gene FMR1 onde estão localizadas as repetições CGG, de uma família estudada, onde houve 
expansão da mutação no decorrer de duas gerações. 3: Mãe portadora de um X pré-mutado; 4: Filho 
com mutação total; 1: Avô materno normal; 2: Avó materna portadora de um X pré-mutado; A: 
Primeira expansão; B: Pré-mutação. 

 

Na FIGURA 6 pode-se observar a análise de uma família onde um dos filhos apresenta a 

mutação completa e a filha é mosaico para a mutação.  

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 – Heredograma baseado na foto ao lado, onde podemos observar o padrão das bandas 
através da amplificação por PCR da região onde estão localizadas as repetições CGG do gene 
FMR1. Este gel mostra uma família da nossa população. 1: Mãe portadora de um de seus 
cromossomos X pré-mutado ou com a mutação completa; 2: Primeiro filho, diagnosticado como 
FRAXA positivo em nosso estudo; 3: Segundo filho normal; M: Marcador Ladder de 1kb; 4: 
Terceira filha portadora de um X normal e outro mutado, mosaico; 5: Pai normal. A seta mostra a 
segunda banda da filha com a mutação.  
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The fragile X syndrome is caused by a mutation in the FMR1 gene and it causes an expansion of the 

trinucleotide CGG inactiving and blocking the FMRP protein synthesis. Many articles show that the 

average of repetitions is generally (CGG)30. There are a great number of children with mental 

problems in Pernambuco that the causes are unknown and in consequence of this, we have studied 

this mutation. 386 subjects were analyzed in the population (mother and son) and 24 patients with 

some mental problem degree and 32 of this pacients relatives (mother, father and brothers). The 

DNA extraction and the amplification by PCR of the FMR1 gene were done using three specific 

primers. The PCR products were separated by electrophoresis in poliacrylamide gel and they were 

showed by silver nitrate precipitation. We could observe that in Pernambuco population the average 

of repetition in normal people is 20 trinucleotides (CGG)20. In one of the cases, where we observed 

the expansion, the mother showed (CGG)10 and the son (CGG)43, without the syndrome phenotype. 

From the 24 patients directioned, four have the X fragile syndrome and the others showed, in 

general, 20 CGG repetitions. 
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• Os métodos atuais descritos na literatura usando PCR e eletroforese são suficientes para o 

diagnóstico da síndrome do X frágil no Estado de Pernambuco, com a utilização desse 

método foi possível observar que o alelo mais freqüente é o alelo com 20 repetições CGG 

diferente de relatos encontrados na literatura em estudos realizados com outras populações, 

onde geralmente são encontradas 30 repetições CGG no gene FMR1.  

 

 

• Para o paciente ser considerado FRAXA positivo, portador da síndrome do X frágil, 

apresentando os sinais e sintomas, é necessário que ele seja portador da mutação total, mais 

de 200 cópias do trinucleotídeo CGG, uma vez que na população pernambucana o alelo mais 

freqüente é o com 20 repetições e que esse se mantém bem estável quando transmitido de 

mãe para filho, não ocorrendo a expansão, desta forma o risco de ocorrer expansão nessa 

população é ainda menor do que nas populações onde o alelo mais freqüente é o com 30 

repetições.  
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Aprovação do Comitê de Ética na Universidade Federal de Pernambuco 
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Abordagem realizada com as mães dos pacientes, para a sua participação na entrevista 
 

 
 

 

Bom dia, senhora!  

Sou estudante do Curso de Pós-Graduação em Genética, da Universidade Federal de 

Pernambuco, e estamos desenvolvendo um trabalho no Laboratório de Genética Molecular 

Humana. Para a realização desse trabalho é necessário fazermos entrevistas com as mães 

dos pacientes que apresentem algum grau de retardo mental. O nosso objetivo é saber, se 

vocês mães sabem qual a causa do retardo de seus filhos. Se vocês não têm conhecimento 

da causa, então queremos saber se querem saber o porquê deles serem assim. 

A senhora gostaria de participar, respondendo às nossas perguntas, ou seja, colaborando 

com o nosso trabalho? Seria muito importante para nós sua participação.  

A senhora deve sentir-se livre para não participar, se essa for a sua vontade. Aquelas 

mães que participarem do nosso estudo terão garantido o segredo do conteúdo de suas 

respostas, ninguém além dos pesquisadores terão acesso a suas respostas. 

Obrigada, por sua atenção! 
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Termo de consentimento livre e esclarecido para participação da pesquisa 
 

Qualquer dúvida fique a vontade para perguntar, que nós teremos o prazer de esclarecer. 

Título: “DETECÇÃO DE EXPANSÕES CGG NA POPULAÇÃO DO ESTADO DE 

PERNAMBUCO E VERIFICAÇÃO DE SUA RELAÇÃO COM A SÍNDROME DO X 

FRÁGIL” 

Investigadores: Raquel Galvão Silva  -  Telefone: (81) 2126 8512 

                            Luiz Maurício da Silva 

                            Paula Arruda 

      Local da Pesquisa: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

                                       Laboratório de Genética Molecular Humana – LGMH 

                                       Departamento de Genética 

End: Rua Professor Morais Rêgo. Sem número - Cidade Universitária – Recife – PE    

          CEP: 50 732-970 

 

Introdução e Objetivos: A síndrome do X frágil (FRAXA) é uma doença causada por uma 

mutação no cromossomo X, o que ocasiona retardo mental no paciente dentre outras características 

físicas, sendo a causa mais comum de retardo mental herdado. Esse projeto tem como justificativa a 

implantação do diagnóstico molecular da síndrome do X frágil no Estado de Pernambuco pelo 

Laboratório de Genética Molecular Humana que se apóia no fato de que as observações clínicas em 

Pernambuco apontam para uma elevada incidência de pacientes com retardo mental. Com o 

diagnóstico molecular será possível um estudo de pacientes FRAXA positivos em comparação com 

pacientes FRAXA negativos a nível das repetições CGGn (mutação) encontradas no gene FMR-1 do 

cromossomo X e uma conseqüente tomada de posição com relação a ações de assistência aos 

afetados e suas famílias. 

 

Duração do Estudo: Início: março/2002 – Término: fevereiro/2004 

 

Descrição do Estudo: A família de todos os pacientes com retardo mental encaminhados para nosso 

estudo será inicialmente esclarecida de todo nosso propósito estando livre para se negar a participar. 

Uma vez que a família concorde terá que responder a algumas perguntas que compõem o nosso 

questionário, e permitir a coleta de 5ml de sangue do paciente e de sua mãe. 



Silva RG. (2004)                                                    Detecção de expansões CGG no Estado de Pernambuco... 

51

Riscos e Desconfortos: Todo o procedimento para participação em nosso trabalho possui riscos 

mínimos para o paciente e sua família. O único risco é no momento da coleta de sangue.  

 

Confidencialidade: Só terão acesso às informações desta pesquisa os seus pesquisadores. Toda e 

qualquer informação fornecida pelo paciente e sua família será mantida em sigilo absoluto. 

 

Participação voluntária/retirada: O paciente que se dispuser a participar de nosso estudo estará 

livre para desistir a qualquer momento, caso esta seja a sua vontade.  

 

Análise Crítica: É importante que a família, mãe e pai, saibam o que originou o problema de seu 

filho. Ter um diagnóstico é necessário, para saber qual a melhor forma de educar, de estimular o seu 

desenvolvimento, e até ter o conhecimento do risco de terem outro filho com o mesmo problema.   

 

Riscos: O único risco, se é que podemos considerar assim, é a coleta de 5 ml sangue do paciente e 

de sua mãe, necessária para a realização do exame diagnóstico da síndrome do X frágil. Nossa sala 

de coleta dispõe de todo o material necessário para o procedimento, tendo este o mesmo risco 

existente na coleta de sangue realizada para diferentes exames. A coleta de dados não submeterá os 

sujeitos deste estudo a qualquer tipo de constrangimento, seja na entrevista, ou no momento da 

coleta de sangue. 

 

Benefícios: Os pacientes portadores de qualquer grau de retardo mental que serão incluídos em 

nosso estudo podem ser de fato portadores da síndrome do X frágil o que seria uma explicação para 

os sinais observados no mesmo. Com a inclusão deste paciente em nosso trabalho será possível o 

diagnóstico positivo ou não para a síndrome do X frágil. Sendo o diagnóstico positivo esse paciente 

pode receber os cuidados necessários para um portador da síndrome do X frágil, e futuramente se 

engajar em uma associação para portadores dessa síndrome. Além disso, o diagnóstico é de extrema 

importância em um aconselhamento genético para a família, já que a síndrome do X frágil é a causa 

mais freqüente de retardo mental herdado.  
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Declaro que estou ciente e que concordo em participar da pesquisa acima referida, fornecendo 

amostra de sangue minha e do meu filho. Declaro também, que desejo ser informado dos resultados 

dos testes realizados. 

 

 Responsável: 

 

 

 

 

Testemunha: 

 

 

  

 

Pesquisador: 
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Questionário estruturado para entrevista 
 

 
PERGUNTAS 

 
RESPOSTAS 

ORIENTAÇÕES 
AO 

ENTREVISTADOR 
1. Qual o seu nome 
completo? 

 Preencha com 
letra legível 

2. Qual o nome do seu 
filho (completo)? 

 Preencha com 
letra legível 

3.Quantos anos a 
senhora. tem? 

 Confira a idade 
com os dados do 

documento de 
identidade 

4.Quantos anos seu filho 
tem? 

 Confira a idade 
com os dados do 

documento de 
identidade 

5.Quando a senhora 
tomou conhecimento do 
problema do seu filho? 

 Escreva 
exatamente como 

ela relatar 
6.Onde a senhora e seu 
filho nasceram? 

Mãe: 
Filho: 

Cidade e Estado 

7.Onde a senhora mora 
atualmente? Qual o seu 
telefone para contato? 

Rua: 
Bairro:                         
Cidade: 
Estado:                                             
CEP: 
Telefone: 

Anote o endereço 
completo, 

incluindo CEP, se 
possível. 

8.A senhora sabe ler?            
           Sim            Não 

Assinale uma 
alternativa. Caso 

não passe a 
questão 11 

9.Qual a última série que 
completou? 

Série:  
Grau: 
      Completa     Incompleta 

Tenha calma para 
que a entrevistada 
possa se lembrar 

10.Na época do colégio a 
senhora sentia 
dificuldades em 
aprender? O que? 

 Escreva 
exatamente como 

ela relatar 

11.Qual o seu estado civil 
atualmente? 

 Escreva 
exatamente como 

ela relatar 
12.Qual a sua ocupação?  Escreva 

exatamente como 
ela relatar 

13.Com quem seu filho 
se parece? 

 Tenha calma para 
que a entrevistada 
possa se lembrar 

14.Você tem algum 
parente com as mesmas 
características do seu 
filho? 

 Tenha calma para 
que a entrevistada 
possa se lembrar 

15. A senhora tem outros 
filhos? Quantos? 

          
          Sim            Não 

Se a resposta for 
não pule para a 

questão 17 
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16. Você nota algo 
diferente no 
comportamento de seu 
(s) outro (s) filho(s)?  

 Preencha da 
maneira que a 

entrevistada falar 

17.A senhora pretende 
ter mais filhos? Mesmo 
sabendo que eles podem 
nascer com o mesmo 
problema? 

           
           Sim            Não 

 

 
 
18.Qual sua religião? 

       
      Católica        Protestante 
            
       Evangélica        Outras          
           
       Sem Religião 
 

 
Marque um X na 

opção correta 

19. O que a senhora faz 
para evitar gravidez? 

 No caso de ligação 
de trompas, pular 
para a questão 22 

20.Por que a senhora 
escolheu esse método? 

 Preencha da 
maneira que a 

entrevistada falar 
21.No caso da mulher 
não ter as trompas 
ligadas: A senhora ligaria 
as trompas? 

            
              Sim             Não 

 

22.Algum médico já 
chegou a uma possível 
causa do retardo de seu 
filho? 

            
                 Sim            Não 

Se a resposta for 
não desconsidere 

as últimas 
perguntas 

23.O que ele supôs?  Preencha da 
maneira que a 

entrevistada falar 
24. Ele chegou a lhe 
explicar o por que dessa 
conclusão?  

 
                Sim            Não  

 

25.O que ele lhe disse?  Preencha da 
maneira que a 
entrevistada 

relatar 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 


