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RESUMO 
A síndrome do cromossomo X frágil (SXF) é a forma mais comum de deficiência mental 

herdada. A doença ocorre pela expansão das repetições de trinucleotídeos na região 5’ não 

traduzida do gene FMR1  no cromossomo X. Dependendo do número de repetições CGG 

originam-se 4 tipos de alelos: normal (NL), pré-mutado (PM), gray zone (GZ) e mutação 

completa (FM). A instabilidade e expansão das repetições, aliado à metilação do DNA, 

causam a diminuição ou ausência na produção da proteína FMRP, a qual é essencial para a 

função cerebral. O diagnóstico da SXF tem sido realizado principalmente por análise 

molecular Southern blot. Porém, este método é trabalhoso, demorado e de custo elevado. 

Recentemente foi desenvolvido um novo método molecular para triagem da SXF por PCR, 

que segundo os autores, é rápido, de baixo custo, e eficiente na detecção das repetições CGG 

em homens e mulheres. No entanto, notou-se a ausência de informações importantes para 

reprodução do método. Os objetivos deste estudo foram: (i) padronizar a técnica de PCR 

proposta por Tassone et al., (2008), adaptando-a, devido a carência de informações 

metodológicas; (ii) comprovar a exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade do 

método, comparando-a ao Southern blot; (iii) avaliar a aplicação da técnica utilizando DNA 

extraído de diferentes materiais biológicos/métodos de extração; (iv) estimar o custo e o 

tempo de execução do método no mercado nacional. Os materiais biológicos utilizados foram: 

sangue coletado por sistema à vácuo e células da mucosa oral, que foram extraídos por 

solventes orgânicos e sangue coletado em cartões FTA, purificado pelo kit Whatman. Obteve-

se sucesso na reprodução do método da PCR em 75 indivíduos utilizando a enzima Expand 

Long Template PCR System (Roche Diagnostics). A exatidão (acurácia), sensibilidade e 

especificidade foram 100% quando analisada a casuística total, indicando que a técnica 

consegue detectar a presença de todos os alelos da SXF. Porém, quando os alelos PM e FM 

foram analisados separadamente, houve diminuição da exatidão (acurácia), sensibilidade e 

especificidade, provavelmente por que o método da PCR não conseguiu diferenciar os alelos 

PM e FM de 5 indivíduos (6,7%), comparando-se com o Southern Blot. Houve 

reprodutibilidade da técnica com DNA extraído de diferentes materiais biológicos. O custo 

aproximado para a realização da triagem por PCR no mercado nacional, considerando a coleta 

com cartão FTA é de R$ 9,00 com demanda de 11 horas. Portanto, verificou-se que o método 

é eficiente como triagem da SXF, além de rápido e de baixo custo. Conclui-se que o método 

da PCR é eficiente como triagem da SXF, no entanto, o Southern blot continua configurando 

o método padrão-ouro para diagnóstico, devendo ser aplicado em casos para os quais não 
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obteve-se resultado por PCR, ou naqueles em que se deseja determinar o tamanho dos alelos 

e/ou o estado de metilação dos mesmos.   

 

Palavras-chave: Síndrome do cromossomo X frágil. Triagem diagnóstica. PCR.  
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ABSTRACT 

Fragile X Syndrome (FXS) is the most common form of inherited mental retardation. The 

disease occurs by the expansion of triplet nucleotide repeats in the 5' untranslated of the 

FMR1 gene on chromosome X. Depending on the number of CGG repeats four types of 

alleles originate from it: normal (NL), pre-mutated (PM), gray zone (GZ) and full mutation 

(FM). The instability and expansion of these repetitions, together with the methylation of 

DNA, cause a decrease or absence in the production of the protein FMRP, which is essential 

for the brain function. The diagnosis of FXS has been done mainly by molecular analysis 

Southern blot. However, this method is laborious, time consuming and expensive. Recently 

we have developed a new molecular method for FXS screening by PCR, which according to 

the authors, is rapid, inexpensive, and efficient in the detection of CGG repeats in male and 

female. However, we noted the absence of important information for breeding method. The 

objectives of this study were: (i) to standardize the PCR technique proposed by Tassone et al. 

(2008), adapting it, due to the lack of methodological information, (ii) verify the accuracy, 

sensitivity and specificity of the method, comparing it to the Southern blot, and (iii) to 

evaluate the technique using DNA extracted from different biological materials / extraction 

methods, and (iv) estimate the cost and time of the method execution in the domestic market. 

The biological materials used were: blood collected by vacuum system and oral mucosal cells, 

which were extracted by organic solvents and blood collected on FTA cards, purified by 

Whatman kit. Success was achieved in the reproduction of the PCR method in 75 individuals 

using the enzyme Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics). The accuracy, 

sensitivity and specificity were 100% when analyzing the total sample, indicating that the 

technique can detect the presence of all alleles of FXS. However, when the PM and FM 

alleles were analyzed separately, there was a decrease in accuracy, sensitivity and specificity, 

probably because of the PCR method did not differentiate the PM and FM alleles of five 

individuals (6.7%) compared with the Southern blot. There was reproducibility of the 

technique with DNA extracted from different biological materials. The approximate cost to 

carry out the screening by PCR in the domestic market, considering the FTA collection card is 

$ 9.00 with a demand of 11 hours. Therefore, it was found that the method is efficient as 

screening of FXS, as well as fast and with a low cost. It is concluded that the PCR method is 

as effective as screening of FXS, however, the Southern blot is still setting the gold standard 

for diagnosis and should be applied in cases in which no result was obtained by PCR, or in 

those which the size of the alleles and / or the methylation status need to be determined.  
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1 INTRODUÇÃO 

A síndrome do cromossomo X frágil (SXF) (OMIM 300624) é a forma mais comum 

de deficiência mental herdável. A prevalência estimada dessa síndrome, tanto no gênero 

masculino como no feminino é de 1:2500 (HAGERMAN, 2008). 

O gene envolvido, denominado FMR1 , está localizado na região Xq27.3 designada 

sítio FRAXA. O gene FMR1  é altamente conservado e consiste em 17 exons (EICHLER et al., 

1993). Na região 5’ não traduzida (5’-UTR, untranslated region) do exon 1, ocorrem 

repetições em tandem de trinucleotídeos CGG (JIN; WARREN, 2000). A SXF origina-se pela 

instabilidade e expansão das repetições CGG, aliados à ocorrência de metilação. 

O número de repetições CGG existentes no gene FMR1  é polimórfico. Devido a este 

fato, originam-se 4 classes diferentes de alelos para a SXF: normais (NL), gray zone (GZ) 

pré-mutação (PM) e mutação completa (FM) (MADALENA et al., 2001; CRAWFORD et al., 

2001; HAGERMAN e HAGERMAN, 2004; SOFOCLEUS et al., 2009).  

Na SXF, durante a transmissão dos alelos para as próximas gerações, podem ocorrer 

alterações de aumento ou diminuições (OBERLÉ et al., 1991; FU et al., 1991; e CHIURAZZI 

et al., 1994) no número de repetições CGG. Essas alterações estão relacionadas à classe de 

alelo (NL, ZG, PM ou FM) envolvida na transmissão.  

Os padrões de transmissão genética na SXF ocorrem diferentemente em homens e 

mulheres, devido ao fato das mulheres apresentarem dois cromossomos X, enquanto os 

homens apresentam apenas um.  Assim, em geral, as mulheres que apresentam alelos PM com 

pelo menos 56 repetições CGG (NOLIN et al., 2003) transmitirão um alelo expandido FM 

para metade de seus descendentes. Em homens, a transmissão genética de alelos PM para 

alelo expandido FM somente poderá ocorrer em caso de geração de descendentes do sexo 

feminino; porém, esse evento é raro.  

Os alelos FM do gene FMR1  são instáveis não somente na transmissão entre as 

gerações, mas também nos tecidos de pacientes com SXF (instabilidade somática) 

(QUEIROZ, 2006). Essa instabilidade leva a um dos dois tipos de mosaicismo na SXF: o 

mutacional e o de metilação (GARDNER; SUTHERLAND, 2004).  

O gene FMR1  codifica uma proteína ligante de RNAs (BARDONI e MANDEL, 

2002; LOU et al., 2010), denominada FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein). A 

diminuição ou ausência da proteína FMRP é considerada a causa das características clínicas 

da SXF (FU et al., 1991; JACQUEMONT  et al., 2003). Essa proteína é expressa em muitos 

tecidos (BASSEL; WARREN, 2008), sendo essencial para a função cerebral normal (JIN; 

WARREN, 2000).  



25 
 

 

A SXF manifesta características clínicas diferentes para o gênero masculino e 

feminino. Tais características abrangem distúrbios médicos e psiquiátricos principalmente em 

indivíduos com alelos PM e FM (pacientes com alelos ZG podem apresentar algumas 

deficiências, dificuldades de aprendizado e distúrbio comportamental (MITCHELL et al., 

2004). Esses distúrbios podem ser divididos em: cognitivos, comportamentais, psicológicos e 

morfológicos (CHONCHAIYA et al., 2009). É importante ressaltar que o autismo tem relação 

com a SXF, sendo que algumas características clínicas são mais severas em indivíduos que 

têm a SXF associada ao autismo, do que em indivíduos que manifestam somente a SXF 

(ROGERS et al., 2001; KAUFMANN et al., 2004; ROBERTS et al., 2007). 

As características clínicas da SXF podem ser comuns a outros casos de atraso e 

distúrbios gerais de desenvolvimento, por isso é necessária a confirmação da mesma por meio 

de exame genético. Muitas técnicas para identificação da SXF já foram relatadas na literatura, 

dentre elas, os testes moleculares (ROUSSEAU et al., 1991; HADDAD et al., 1996; 

HAMDAM et al., 1997; PANAGAPOULOS et al., 1999; SALUTO et al., 2005; ROSALES-

REYNOSO et al., 2007; DAHL  et al., 2007; TASSONE  et al., 2008; DODDS  et al., 2009).  

Os testes moleculares são importantes para identificar os alelos PM e FM da SXF, e 

dessa forma, diagnosticar corretamente a doença, pois o conhecimento da herança genética é 

importante para facilitar a intervenção precoce nos transtornos (HAGERMAN; 

HAGERMAN, 2008). Os métodos moleculares convencionais para diagnóstico da SXF são a 

PCR (Polymerase Chain Reaction) e o Southern blot.. O  Southern blot é o método padrão-

ouro para diagnóstico da SXF, porém é trabalhoso e de alto custo. Assim, a maioria dos 

laboratórios realiza a PCR como método de triagem da SXF e o Southern blot somente em 

amostras que deixaram dúvida pela PCR (SALUTO  et al., 2005).  

 O emprego da PCR para a triagem de indivíduos com SXF sofre algumas dificuldades 

metodológicas. Em face dessas dificuldades vários autores propuseram modificações no 

método da PCR (HADDAD  et al., 1996; HAMDAM  et al., 1997; PANAGAPOULOS  et al., 

1999; SALUTO  et al., 2005; ROSALES-REYNOSO et al., 2007; DAHL  et al., 2007). 

Recentemente, Tassone et al. (2008) apresentaram um novo método da PCR para triagem da 

SXF que parece ser revolucionário, pois somente a PCR resolveria a maioria dos casos de 

suspeita da síndrome (afetados ou portadores de alelos PM ou FM, de ambos os sexos, 

inclusive mosaicos). Assim, o Southern Blot seria empregado somente em casos raros para os 

quais não foi possível obter diagnóstico por PCR e em casos que seja importante saber se os 

alelos estão metilados. Além disso, o método de Tassone  et al. (2008) parece ser simples, de 

baixo custo e utiliza pouca quantidade de DNA. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Síndrome do cromossomo X frágil 

Em 1953, Martin e Bell descreveram uma forma de retardo mental ligada ao 

cromossomo X em membros de uma mesma família, a qual foi denominada síndrome de 

Martin-Bell. Alguns anos depois, observou-se que um sítio frágil no braço longo do 

cromossomo X manifestava-se em amostras de indivíduos afetados pela síndrome de Martin-

Bell cultivadas em meios de cultura deficientes em ácido fólico (LUBS, 1969), de forma que a 

síndrome passou a ser conhecida como síndrome do cromossomo X frágil. 

A síndrome do cromossomo X frágil envolve o sítio frágil denominado FRAXA 

(Fragile site, X chromossome, A site) localizado no cromossomo Xq27.3. Neste sítio está o 

gene FMR1  (Fragile X Mental Retardation 1) (OMIM 309550). O fenótipo da SXF está 

associado a mutações no gene FMR1  e abrange um amplo espectro de envolvimento físico e 

comportamental, refletindo sua expressividade clínica variável (NELSON, 1995). 

A proteína FMRP é altamente conservada em vertebrados e largamente expressa. 

Observa-se particular expressão em ovário, timo, olhos, epitélio esofágico e do baço, com 

abundante expressão no cérebro e testículos. Moderada expressão de FMRP foi demonstrada 

no colo do útero, tireóide e fígado (D’ HULST; KODY, 2009). No cérebro, a expressão de 

FMRP é restrita à diferenciação de neurônios sendo ausente em células nervosas não 

neuronais (DEVYS et al., 1993).  

 

 

2.2 O gene FMR1   

O gene FMR1  é altamente conservado e consiste de ~38 Kilobases (Kb) (EICHLER 

et al., 1993). Composto por 17 exons (Figura 1), o gene apresenta, em sua região 5’ não 

traduzida (5’-UTR, untranslated region) do exon 1, repetições em tandem de trinucleotídeos 

CGG (JIN; WARREN, 2000). A SXF origina-se pela instabilidade e expansão das repetições 

CGG, aliados à ocorrência de metilação. 
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Figura 1. Representação esquemática do gene FMR1 . Os 17 exons do gene estão representados pelos retângulos 
numerados. O triângulo indica o local das repetições CGG (Modificado de Schneider et al., 2009).  
 

 

2.2.1 Classes de alelos e decorrente classificação clínica dos indivíduos  

O número de repetições CGG existentes no gene FMR1  é polimórfico. Devido a este 

fato, originam-se 4 classes diferentes de alelos para a SXF: normais (NL), gray zone (GZ) 

pré-mutação (PM) e mutação completa (FM) (MADALENA  et al., 2001; CRAWFORD  et 

al., 2001; HAGERMAN; HAGERMAN, 2004;  SOFOCLEUS  et al., 2009). Embora o 

número de repetições CGG considerada para a classificação clínica da SXF apresente uma 

pequena variação entre diferentes autores, considera-se em média: (i) de 5 a 44 repetições 

CGG, indivíduos portadores de alelos normais (NL); (ii) de 45 a 54 repetições, indivíduos 

portadores de alelos em zona de gray (ZG); (iii) de 55 à 200 repetições,  indivíduos portadores 

de alelos pré-mutados (PM); (iv) acima de 200 repetições, indivíduos portadores de alelos 

completamente mutados (FM) (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Classificação dos alelos da SXF. 

Número de repetições CGG Classificação 

5 à 44 Normal 

45 à 54 Gray zone 

55 à 200 Pré-mutação 

> 200 Mutação completa 
Obs: Os limites entre as classificações devem considerar as características clínicas e histórico familiar do paciente 
analisado. 

 
 
 
Alguns autores consideram a existência de alelo em zona de transição, quando este 

apresenta de 45 à aproximadamente 60 repetições (NOLIN et al, 2003; RODRIGUEIRO, 

2006). Porém, um caso descrito recentemente por FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2009, 

demonstra a geração de um alelo expandido com 538 repetições de CGG em um menino, cuja 

38 Kb
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a mãe apresenta alelo com 56 repetições CGG. Isso comprova a instabilidade de alelos com 

pequena expansão de repetições. Por isso é importante considerar as características clínicas e 

o histórico familiar de cada indivíduo, pois pequenas diferenças no número de repetições 

CGG (por exemplo, quatro ou cinco repetições), provavelmente não definem a classificação 

dos indivíduos para a SXF (HAGERMAN e HAGERMAN, 2002).  

A figura 2 apresenta, esquematicamente, os alelos NL, PM e FM do gene FMR1 .  

 

 

 
Figura 2. Representação dos alelos da SXF. A imagem esquematiza o fragmento obtido com a enzima Pst I 
(barras verticais). A ilha CpG, com o exon 1 e as repetições CGG inseridos, é indicada. (A) Alelo NL do gene 
FMR1  com cerca de 30 repetições CGG. (B) Alelo ZG com cerca de 45 cópias CGG. (C) Alelo PM com cerca 
de 90 repetições CGG. (D) Alelo FM com mais de 200 repetições CGG.  O losango indica a localização de 
possíveis sítios de restrição sensíveis à metilação (modificado de RODRIGUEIRO, 2006). 
 
 

2.2.2 Estabilidade dos alelos durante a transmissão de repetições CGG 

Na SXF, durante a transmissão dos alelos para as próximas gerações, podem ocorrer 

alterações no número de repetições CGG. Essas alterações estão relacionadas à classe do alelo 

(NL, ZG, PM ou FM) envolvida na transmissão. Geralmente as alterações são de aumento no 

número de repetições CGG. Porém podem ocorrer alterações em que o número de repetições 
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CGG diminui, como é relatado pelos autores Oberlè et al. (1991); Fu  et al. (1991) e Chiurazzi 

et al. (1994). 

Os alelos considerados normais (NL) para a SXF possuem, em média, um número 

entre 29 e 30 repetições CGG e apresentam inserções de trincas AGG após cada 9 ou 10 

repetições (MADALENA et al., 2001; SULLIVAN et al., 2002; SOFOCLEUS et al., 2009). 

Essas inserções geram estabilidade para o gene, principalmente no momento da replicação 

(EICLHER e HOLDEN et al., 1994; MADALENA  et al., 2001). Assim, tendem a serem 

transmitidos para as próximas gerações, sem expansões. 

Alelos conhecidos como zona de transição (ZG) podem ser citados, na literatura, como 

alelos intermediários (NOLIN et al., 2003). Esses alelos podem apresentar instabilidade, 

ocasionando expansão no número de repetições CGG nas gerações subseqüentes. No entanto, 

a possibilidade de instabilidade nesses alelos não é conhecida (NOLIN et al., 2003; 

RODRIGUEIRO, 2006).  

Os alelos pré-mutados (PM) não apresentam metilação (ou apresentam metilação 

parcial) de forma que a transcrição e tradução do gene FMR1  não são prejudicadas. Porém 

esses alelos são extremamente instáveis durante a transmissão para as próximas gerações, 

principalmente em mulheres pré-mutadas (BASSEL; WARREN, 2008). Essa instabilidade 

origina alelos expandidos de mutação completa (FM), que são caracterizados por possuírem 

mais de 200 repetições CGG (FU  et al., 1991). O risco de expansão das pré-mutações está 

relacionado, diretamente, ao tamanho real das repetições CGG (FU  et al., 1991; HEITZ  et 

al., 1992; BASSEL; WARREN, 2008). Segundo Heitz  et al. (1992) e Nolin  et al. (2003), 

mulheres com mais de 100 repetições CGG têm mais de 95% de chance de transmitir o alelo 

PM, originando a partir dele, alelos completamente mutados (FM). Isso explica o chamado 

“Paradoxo de Sherman” onde ocorre aumento da incidência de indivíduos com deficiência 

mental ao longo de sucessivas gerações de família portadora da SXF (SHERMAN  et al., 

1984). Alelos PM com menor tamanho dos quais se originaram alelos expandidos FM, 

registrados na literatura, até o momento, são de 56 e 59 repetições CGG (NOLIN et al., 2003; 

FERNANDEZ-CARVAJAL  et al., 2009). Alguns autores descreveram a existência de alelos 

PM que possuem apenas uma ou nenhuma inserção de AGG em ao longo das repetições de 

CGG (ZHONG et al., 1996;  NOLIN  et al., 2003). Alelos que não apresentam inserções AGG 

ao longo das repetições CGG tem mais propensão de gerar expansões do que alelos com 

inserções AGG na sequência do gene (JIN; WARREN, 2000). 

Os alelos FM também são instáveis e suas seqüências tornam-se anormalmente 

hipermetiladas, o que resulta no silenciamento do gene FMR1 , levando à inibição da 



30 
 

 

expressão genética (FU et al., 1991; JIN; WARREN, 2000). A hipermetilação dos alelos FM 

não ocorre somente nas repetições CGG, mas também, em todos CpGs localizados nas regiões 

que flanqueiam as repetições CGG, incluindo a região promotora do gene (COFEE et al., 

2009). 

É possível observar que, em relação à estabilidade, os alelos PM e FM apresentam 

distinções perceptíveis. Entre os alelos PM e ZG é difícil estabelecer um limite de 

diferenciação. Mesmo assim é importante ressaltar que não devem-se aceitar como definitivas 

e inquestionáveis as distinções entre os alelos (RODRIGUEIRO, 2006).  

 Durante a transmissão dos alelos é muito raro observar diminuições no tamanho das 

repetições CGG (MINGRONI-NETTO et al., 1996). Porém já foram descritos casos em que o 

tamanho do alelo FM na prole era menor que o alelo FM da progenitora (OBERLÉ  et al., 

1991; CHIURAZZI et al., 1994).  Van Der Ouwenland et al. (1994)  apresentaram um caso de 

diminuição de um alelo PM para um alelo NL em uma filha de  mãe portadora de alelo PM.   

Recentemente, Tabolacci et al. (2008), descreveram um caso em que a progenitora 

apresenta alelo PM de 190 repetições CGG e o filho possui alelo diminuído NL de 43 

repetições CGG. Esse é o primeiro caso, na literatura, de redução no tamanho do alelo PM 

resultando em um alelo NL, em transmissão vertical de homem-mulher, sem que haja 

mosaicismo. 

 

2.2.3 Herança e padrões de transmissão do gene 

Os alelos PM em mulheres geralmente tendem a gerar alelos expandidos de FM nos 

descendentes (HEITZ et al., 1992; NOLIN et al., 2003; BASSEL; WARREN, 2008); e os 

alelos FM são completamente instáveis durante a transmissão genética.  

  Em geral, as mulheres que apresentam alelos PM com pelo menos 56 repetições 

CGG (NOLIN et al., 2003) transmitirão um alelo expandido FM para metade de seus 

descendentes. Exceção a esse fato foi descrita por Tabolacci et al. (2008) quando descreveram 

um caso de uma mulher com um alelo PM de aproximadamente 190 repetições CGG que 

gerou um filho com um alelo NL de 43 repetições CGG. Em homens, a transmissão genética 

de alelos PM para alelo expandido FM somente poderá ocorrer em caso de geração de 

descendentes do sexo feminino. Porém, esse evento é raro; tipicamente o homem pré-mutado 

portador de PM passa para as suas filhas somente alelo PM, com pequenas expansões ou 

contrações (ZEESMAN  et al., 2004). 
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2.2.4 Padrões de mosaicismo em repetições de CGG e metilação 

Os alelos FM do gene FMR1 são instáveis não somente na transmissão entre as 

gerações, mas também nos tecidos de pacientes com SXF (instabilidade somática) 

(QUEIROZ, 2006). Essa instabilidade leva a um dos dois tipos de mosaicismo na SXF: o  

mutacional e o de metilação (GARDNER; SUTHERLAND, 2004).  

No mosaicismo mutacional os indivíduos apresentam uma linhagem celular que 

contém o alelo FM em co-concorrência com outra linhagem celular onde há alelo PM não 

metilado e funcional. A ocorrência de linhagem normal em conjunto com outra linhagem que 

possua o alelo PM ou o alelo FM é rara (RODRIGUEIRO, 2006).   

 O mosaicismo de metilação ocorre em casos onde há a presença de alelo FM, porém o 

DNA não está metilado em todas as células (RODRIGUEIRO, 2006). Em mulheres com 

alelos NL, uma das duas cópias do gene FMR1 é metilada devido à inativação do 

cromossomo X (KIRCHGESSNER et al., 1995). Assim, mulheres normais têm alelos 

metilado e não metilado, na razão de 1:1. Em mulheres portadoras de FM, sem considerar a 

inativação do cromossomo X, a razão de alelos metilado e não metilado pode variar de 1:1 

(50%:50%) para 3:1 (75%:25%) (COFEE et al., 2009). Essas observações indicam que a 

expansão das repetições CGG e a metilação são eventos separados, cuja associação não é 

muito clara (JIN; WARREN, 2000). 

  

2.2.5  Influência das repetições CGG na transcrição do gene FMR1 . 

A transcrição do gene FMR1  pode ser iniciada em três sítios diferentes (I, II ou III) ao 

longo do promotor (BEILINA et al., 2004) (Figura 3). A seleção do sítio de iniciação da 

transcrição é influenciada pelos elementos CGG. Assim, quanto maior a repetição, ocorre o 

predomínio da utilização de sítios iniciadores mais distais à repetição (BEILINA et al., 2004). 

Smith et al. (2004), especulam que o local de início da transcrição influencia nos níveis de 

RNA mensageiro (mRNA)  em pacientes portadores de alelo PM.  
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Figura 3. Representação esquemática da região inicial do gene FMR1 . O promotor do gene e a maior parte do 
éxon 1 estão inseridos na ilha CpG indicada pela linha pontilhada. Os sítios de transcrição (I, II e III) 
representados por losangos, são requeridos de acordo com o tamanho da repetição CGG (retângulo hachurado). 
O retângulo negro representa o éxon 1, onde está inserida a repetição CGG. A seta simboliza o início da 
tradução.(Retirada de RODRIGUEIRO, 2006). 
 
 
 
2.3 A proteína FMRP 

2.3.1 Estrutura e expressão protéica  

O gene FMR1 codifica uma proteína ligante de RNAs (BARDONI; MANDEL, 2002; 

LUO et al., 2010) com 631kilodaltons (kD), denominada FMRP (Fragile X Mental 

Retardation Protein). A diminuição ou ausência da proteína FMRP é considerada a causa das 

características clínicas da SXF (FU  et al., 1991; JACQUEMONT  et al., 2003). A proteína é 

expressa em muitos tecidos (BASSEL; WARREN, 2008) sendo essencial para a função 

cerebral normal (JIN; WARREN, 2000).  

A transcrição do gene FMR1 gera um transcrito da ordem de 4,4 Kb (EICHLER et al., 

1993). O processamento do transcrito apresenta alternativas diferentes, dando origem a mais 

de 12 isoformas da proteína (D´HULST; KODY, 2009; XIE et al., 2009). Cada isoforma da 

proteína liga RNAs diferentes, resultando em proteínas com diferentes afinidades (DENMAN 

et al., 2002) A especificidade dessas isoformas no desenvolvimento da SXF, vem sendo 

estudada (BECHARA et al., 2006; XIE et al., 2009; BANERJEE et al., 2010). 

Na proteína FMRP existem três domínios: KH1, KH2 (hn RNP K-protein homology) e 

um domínio de arginina-glicina-glicina (RGG box) (BARDONI; MANDEL,  2002; BASSEL; 

WARREN, 2008; OOSTRA et al., 2009). Há ainda, um sinal de localização nuclear (NLS) e 

um sinal de exportação nuclear (NES) (EBERHART et al., 1996; BARDONI et al., 1997; 

BASSEL; WARREN, 2008). A existência dos domínios KH1, KH2 e RGG box indica que a 

proteína é ligante de RNA (SIOMI et al., 1993). Os sinais NSL e NES sugerem que a proteína 

FMRP tem um importante papel no transporte (do núcleo para o citoplasma) de muitos 

mRNAs alvo, podendo atuar na regulação da tradução de tais mRNAs (BARDONI; 

MANDEL, 2002; BASSEL; WARREN, 2008).  
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A figura 4 apresenta o gene FMR1 e a proteína FMRP apresentando os sítios de 

processamento alternativo do gene (que gera as diferentes isoformas da proteína); os  

domínios de ligação de RNAs (KH1, KH2 e RGG box)  e os sinais de localização e 

exportação nuclear (NSL e NES).  

 

 

 
 
 
Figura 4.  Representação do gene FMR1  e da proteína FMRP. As caixas verdes indicam domínios da proteína 
(NLS – sinal de localização nuclear; KH1 e KH2 – domínios ligantes de RNA; NES – sinal de exportação 
nuclear; RGG – “box” RGG ligante de RNA. As caixas azuis indicam os  17 exons do gene. As caixas cinzas 
representam regiões não traduzidas. As linhas pontilhadas indicam os exons que codificam os domínios da 
proteína. As linhas contínuas indicam os processamentos alternativos do gene. (Modificada de Bassel; Warren,  
2008). 
 
 
 

A proteína FMRP apresenta, ainda, dois principais sítios CC (coiled coil) envolvidos  

na interação com outras proteínas, como por exemplo: FXR1P (Fragile X Related Protein 1), 

FXR2P (Fragile X Related Protein 2), CYFIP1 (Citoplasmic FMR1  Interacting Protein 1),  

CYFIP2 (Citoplasmic FMR1  Interacting Protein 2) e NUFIP1 (Nuclear FMRP interacting 

protein) (D’HULST; KODY, 2009). Na figura 5 é possível visualizar na proteína FMRP os 

sítios (CC) de interação com outras proteínas e alguns exemplos de proteínas que interagem 

com a FMRP. 

 

 

Aminoácidos 
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Figura 5. Representação esquemática do mRNA do gene FMR1  e da proteína FMRP. Os sítios (CC) de 
interação com proteínas e as proteínas que interagem com a FMRP são visualizados. (Modificada de D’Hulst; 
Kody, 2009).  
 
 
 

A proteína FMRP é altamente conservada em vertebrados e amplamente expressa. 

Observa-se particular expressão em ovário, timo, olhos, epitélio esofágico e do baço, com 

abundante expressão no cérebro e testículos. Já, uma moderada expressão de FMRP foi 

demonstrada no colo do útero, tireóide e fígado (D’HULST; KODY, 2009). No cérebro, a 

expressão de FMRP é restrita à diferenciação de neurônios e é ausente em células nervosas 

não neuronais (DEVYS et al., 1993).  

Tamanini et al. (1997) encontraram, em células germinativas primordiais de fetos e 

adultos normais, alta expressão da proteína FMRP. A proteína também foi encontrada em 

testículos de fetos e adultos portadores do alelo FM do gene FMR1. Nos adultos a expressão 

da proteína era normal. Isso coincide com relatos anteriores onde pacientes com FM nas 

células somáticas apresentavam alelo PM nas células germinativas (REYNIERS et al., 1993; 

DE GRAAF et al., 1995).  

 

2.3.2 FMRP: RNAs alvos e interação com proteína 

A pesquisa por RNAs que se ligam à proteína FMRP resultou na identificação de uma 

grande quantidade de mRNAs responsáveis pela síntese de diferentes proteínas com variadas 

funções (D’HULST; KODY, 2009). Myashiro et al. (2003) identificaram mais de 80 mRNAs, 

dos quais 60% estão envolvidos diretamente com a FMRP. Realizando experimentos com 

ratos, esses autores observaram que muitos desses mRNAs (e suas proteínas correspondentes) 

demonstravam mudanças sutis de localização e abundância da proteína FMRP. Os dados 

foram consistentes com a ideia de que a FMRP regula seletivamente múltiplos caminhos 

biológicos.  
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Uma grande quantidade de proteínas podem interagir direta ou indiretamente com a 

com a FMRP (D’HULST; KODY, 2009) Muitas dessas proteínas, como FXR1P, FXR2P, 

NUFIP1, entre outras, podem modular a afinidade de FMRP para diferentes classes de 

mRNAs, induzindo mudanças estruturais na conformação da proteína. Isso gera domínios de 

RNAs diferentes, possibilitando a ligação de outros mRNAs (D’HULST; KODY, 2009).  

 

2.3.3 Algumas funções descritas da FMRP. 

Diante da vasta gama de mRNAs e proteínas que podem ligar-se à proteína FMRP, as 

funções dessa proteína podem ser inúmeras. A proteína FMRP tem importante papel na 

regulação e tradução de específicos alvos mRNAs (OOSTRA et al., 2009). Jin e Warren, 

(2003) propuseram um modelo para comprovar que a FMRP tem um importante papel na 

plasticidade das sinapses dos neurônios através do transporte e regulação da síntese protéica 

de específicos mRNAs em resposta à estimulação sináptica. Também já foi descrito, em 

trabalhos in vitro que a proteína FMRP pode atuar como repressor da tradução de seu próprio 

mRNA (LAGGERBAUER et al., 2001). 

 Nos neurônios, a FMRP está localizada dentro e na base dos espinhos de dendritos 

(D’HULST; KODY, 2009). Os espinhos de dendritos são pequenas extensões de membrana 

plasmática em um dendrito de neurônios, no cérebro. Esses espinhos servem como sítios de 

armazenamento sináptico, suporte de transmissão de sinal elétrico, e aumento do número da 

possibilidade de contato entre neurônios. Muitos estudos apresentam anormalidades na 

formação dos espinhos de dendritos em SXF, que podem estar diretamente relacionadas com 

prejuízo cognitivo (CHONCHAIYA et al., 2009). Assim, os baixos níveis de FMRP afetam o 

desenvolvimento dos neurônios, levando a problemas que envolvem as funções cognitivas de 

motivação, leitura e memória (CHONCHAIYA et al., 2009).   

 

 

2.4 Correlação genótipo-fenótipo 

A SXF manifesta características clínicas diferentes para o gênero masculino e 

feminino. A variação nos distúrbios ocorre de acordo com as características genéticas 

individuais a influência ambiental. Além disso, há as variações no gene FMR1, como 

diferentes graus de mosaicismo, níveis de mRNAs do gene FMR1 , níveis da proteína FMRP 

e a proporção de alelos NL do gene FMR1, ativos em mulheres (CHONCHAIYA et al., 

2009).  

 



36 
 

 

Dependendo do tamanho da expansão de repetições CGG ocorre menor ou maior 

bloqueio à tradução da proteína FMRP. Alelos FM são geralmente hipermetilados e 

silenciados, o que leva à pouca ou nenhuma produção de mRNA ou proteína. O tamanho da 

expansão de repetições CGG no alelo PM leva à toxicidade gerada pelo excesso de mRNA. 

Essa toxicidade e a redução na expressão da proteína FMRP podem ambos contribuir com os 

distúrbios clínicos (HAGERMAN; HAGERMAN, 2008). 

As características clínicas abrangem distúrbios médicos e psiquiátricos em indivíduos 

com alelos PM e FM. Esses distúrbios podem ser divididos em cognitivos, comportamentais, 

psicológicos e morfológicos (CHONCHAIYA et al., 2009). É importante ressaltar que o 

autismo (doença heterogênea de forte influência genética - RODRIGUEIRO, 2006), tem 

relação íntima com a SXF, e algumas características clínicas são mais severas em indivíduos 

que tem a SXF associada ao autismo, do que em indivíduos que manifestam somente a SXF 

(ROGERS et al., 2001; KAUFMANN et al., 2004; HALTON et al., 2006; ROBERTS et al., 

2007). 
 

2.4.1 Fenótipos cognitivos em indivíduos com alelo FM da SXF 

A principal característica da SXF é a deficiência mental.  Essa deficiência manifestada 

apresenta-se de leve a grave, com valores QI (Intelligence Quotient) entre 20 e 60 

(SOFOCLEUS et al., 2009). Cerca de 85% de homens e 25 - 30% de mulheres com a FM do 

gene FMR1 tem índices de QI menores de 70 (LOESCH et al., 2004). A severidade da 

deficiência mental está relacionada à deficiência da proteína FMRP (LOESCH et al., 2004). 

Indivíduos com discretas diminuições nos níveis de FMRP podem apresentar QI normal (ou 

próximo do normal) com ou sem dificuldades de aprendizagem. Esses indivíduos são, em 

geral, mulheres com a SXF (CHONCHAIYA et al., 2009). A trajetória de desenvolvimento 

cognitivo na SXF é lenta e podem ser observados declínios de QI no final da infância e 

adolescência. A capacidade cognitiva continua a aumentar, embora a taxas mais lentas do que 

o normal (SKINNER et al., 2005). 

Aproximadamente 30% dos meninos com SXF tem comportamento autista (LEWIS et 

al., 2006). Em crianças portadoras da SXF com idade de 1 a 6 anos, foram descritas alterações 

no sistema motor, principalmente, quando há associação dessa SXF com o autismo 

(ZINGEREVICH et al., 2009). Adicionalmente, competências cognitivas, de linguagem e 

adaptativas são mais baixas em pacientes com a SXF associada ao autismo (ROGERS et al., 

2001; KAUFFMANN et al., 2004; LEWIS et al., 2006). 



37 
 

 

Prejuízos cognitivos envolvem funções executivas, memória visual, coordenação 

motora visual, memória auditiva de curto prazo, processamento de informações sequenciais, 

atenção continuada e memória de trabalho (ROBERTS et al., 2005; REISS et al 2007; 

FARZIN et al., 2008; CORNISH et al., 2008). Aproximadamente 30% a 50% de todas as 

mulheres com a FM tem índices de QI normais. Porém, é possível observar dificuldades de 

leitura, função executiva deficiente, distúrbios de atenção, dificuldades com a matemática e 

deficiências de linguagem ou aprendizagem. A proteína FMRP regula a síntese de proteínas 

participantes das sinapses de neurônios. A ausência da proteína FMRP ocasiona alta 

expressão de proteínas, principalmente, da via mGluR5 (Metabotropic Glutamate Receptor 5 

Pathway) levando, à depressões nas sinapses à longo prazo ou o enfraquecimento das ligações 

sinápticas (BEAR et al., 2004). Estudos com modelos animais revelaram que os déficits 

cognitivos estão relacionados à alta expressão de proteínas da via mGluR5 (DE VRIJ et al., 

2008; DOLEN et al., 2008). 

Casos de epilepsia ocorrem em aproximadamente 10-40% de indivíduos com SXF 

(MUSUMECI et al., 1999; BERRY-KRAVIS et al., 2002). As crises são generalizadas ou 

parcialmente complexas e podem ocorrer à noite (BERRY-BRAVIS et al., 2002). Tais crises 

são 3 vezes mais comuns em indivíduos com SXF associada ao autismo se comparada com a 

SXF sem autismo (GARCIA-NONELL et al., 2008). Estudos com modelos animais tem 

demonstrado que alta expressão de proteínas na via do receptor mGluR5 leva à fenótipos de 

crise epiléptica (YAN et al 2005).  

As dificuldades de linguagem variam de total ausência de linguagem até dificuldades 

medianas na comunicação (RODRIGUEIRO, 2006). Tem sido observado um padrão de fala 

desordenado, onde a fala é rápida, ocasionalmente confusa, repetitiva e desorganizada 

(PLOMIN et al., 2001). 

   

2.4.2 Fenótipos comportamentais e psicológicos em indivíduos com alelos FM da SXF 

As características comportamentais e psicológicas na SXF, incluem: timidez, esquiva 

social, ansiedade, distração, hiperatividade, desatenção, impulsividade, defensividade tátil, 

comportamento de auto-lesão, instabilidade agressiva, irritabilidade, inflexibilidade e 

comportamentos autista (contato visual pobre, ecolalia, palilia, comportamentos motores 

repetitivos ou esteriotipados [ex. agitar e morder as mãos] e hipersensibilidade sensorial) 

(HAGERMAN in HAGERMAN; HAGERMAN, 2002; KAUFMANN et al., 2004; 

BUDIMIROVIC et al., 2006; BAILEY et al., 2008).    
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A identificação precoce da SXF na infância (entre 9 e 12 meses) pode ser facilitada 

pela presença incomum de desenvolvimento sensor e motor (ex. desempenhar competências 

objetivas, como movimentos giratórios) e padrões motores (ex. movimentos repetitivos de 

pernas e postura incomum) (CHONCHAIYA et al., 2009). 

Em mulheres, tipicamente, os comportamentos e os problemas cognitivos são mais 

leves do que os observados em homens. Isso pode ser explicado por haver alguma produção 

da proteína FMRP a partir do alelo normal do gene FMR1, presente no outro cromossomo X 

(CHONCHAIYA et al., 2009). Não obstante, as mulheres são susceptíveis ao 

desenvolvimento de problemas emocionais, tais como: depressão, ansiedade social e 

afastamento (REISS et al., 2007).  

Indivíduos com SXF possuem distúrbios no sistema nervoso autônomo. Esses 

distúrbios são mais comuns em pacientes com SXF associada ao autismo (ROBERTS et al., 

2006). As crianças são mais susceptíveis a ter ansiedade. A razão dessa susceptibilidade pode 

estar na resposta simpática (relacionada ao sistema nervoso simpático) aos estímulos do meio, 

e a capacidade de se acostumar com esses estímulos (CHONCHAIYA et al., 2009). Essa 

desregulação autônoma está provavelmente relacionada à alta expressão de proteínas na via 

do receptor mGluR5 e a baixa expressão de proteínas do sistema do neurotransmissor GABA 

(Gamma-aminobutyric acid) (HESSL et al., 2002). Indivíduos com SXF também possuem 

maior liberação de cortisol após um estímulo estressante (HESSL et al., 2002). A alta 

liberação de cortisol pode levar à ADHD (Déficit de Atenção e Transtorno de 

Hipertatividade) que requer tratamento médico (HAGERMAN et al., 2009). 

 

2.4.3  Fenótipos físicos em indivíduos com FM  

Os indivíduos portadores da SXF manifestam uma ampla variedade de características 

físicas. Entretanto, nenhuma dessas características é específica da síndrome, e nenhuma das 

características é encontrada em 100% dos afetados (RODRIGUEIRO, 2006).    

Muitos portadores da SXF jovens e do sexo masculino tem alterações no tecido 

conjuntivo, demonstrando problemas nas fibras elásticas da pele, na aorta e nas válvulas do 

coração (HAGERMAN; HAGERMAN, 2002). As alterações nas fibras elásticas da pele 

incluem: orelhas proeminentes, hiperextensibilidade das articulações dos dedos, pele macia e 

pés chatos. Outras características identificadas são: pectus excavatum, prolapso da vávula 

mitral, estrabismo, macroorquidismo, mandíbula proeminente e face alongada 

(HAGERMAN; HAGERMAN, 2002). A face alongada ocorre por hipoplasia mandibular 

(RODRIGUEIRO, 2006). O macroorquidismo usualmente começa a aparecer aos os 8 anos de 
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idade e o tamanho máximo que os testículos podem atingir (em torno de 2 ou 3 vezes o 

tamanho normal) é observado na adolescência (LACHIEWICZ et al., 1994). Todas estas 

manifestações clínicas poderiam ser explicadas pela alteração do tecido conjuntivo, uma vez 

que neste tecido há alta expressão do gene FMR1. 

Mulheres portadoras da FM que apresentam deficiência mental manifestam, 

ocasionalmente, algumas características faciais exibidas por homens afetados. Porém, na 

maioria dos casos, as características físicas são normais (HAGERMAN; HAGERMAN, 

2002). 

 

2.4.4 Relação das características entre indivíduos portadores de FM e autismo 

O autismo é uma desordem com forte influência genética que é definida, segundo o 

critério DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition), 

como um grave comprometimento da interação social ou verbal e de habilidades de 

comunicação não verbal aliado a um repertório restrito de atividades e interesses (APA, 

2000).  

A prevalência de autismo em indivíduos com a SXF foi relatada como sendo de 15 a 

35%, embora a ADOS (Autism Diagnosis Observation Schedule) considere aproximadamente 

30% (ROGERS et al., 2001; KAUFMANN et al., 2004; HARRIS  et al., 2008). Essa 

prevalência provavelmente é devido ao fato da proteína FMRP regular a tradução de muitas 

proteínas associadas ao autismo, como SHANK, PTEN, CYFIP, PSD95 (BEAR et al., 2004; 

BELMONTE et al., 2006; BASSEL; WARREN, 2008). 

Indivíduos com SXF associada ao autismo, quando comparados com indivíduos que 

somente possuem a SXF, são mais severamente comprometimentos em relação à aspectos 

cognitivos, comportamentos adaptativos, linguagem e interação social (ROGERS et al., 2001; 

KAUFMANN et al., 2004; KAU et al., 2004; ROBERTS et al., 2007; HALTON et al 2006). 

Os déficits de linguagem em indivíduos com a SXF e autismo envolvem severos déficits 

receptivos, incluindo aspectos de raciocínio verbal, além do reconhecimento e diferenciação 

de emoções (LEWIS et al., 2006; BUDIMIROVIC et al., 2006).O prejuízo social afetivo em 

crianças com SXF e autismo torna difícil o aprendizado da língua de forma efetiva 

(CHONCHAIYA et al., 2009). O diagnóstico de autismo em crianças com SXF inclui a 

avaliação de déficits de comunicação, comportamento de afastamento social, deficiências no 

complexo de interações sociais e competências de adaptação social, já que essas 

características estão altamente associadas ao autismo (KAUFMANN et al., 2004; KAU et al., 

2004; BUDIMIROVIC et al., 2006). Altos níveis de afastamento social, considerados muito 
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evasivos em vários contextos e baixos em outros, podem ser vistos em indivíduos com a SXF 

associada ao autismo (ROBERTS et al., 2007). Comportamentos autistas na SXF e de reação 

emocional do paciente podem variar diariamente ou mesmo em determinados horários do dia 

(CHONCHAIYA et al., 2009). Nota-se que uma avaliação abrangente envolvendo diferentes 

especialidades da Medicina pode ser necessária para chegar a um consenso sobre o 

diagnóstico do autismo. Tal diagnóstico é essencial para ajudar as crianças a receberem 

intervenções adequadas para o autismo, embora tais intervenções também possam beneficiar 

indivíduos que tenham somente a SXF (HARRIS et al., 2008). 

 

2.4.5 Fenótipos em indivíduos com PM. 

Indivíduos portadores de alelo PM da SXF podem apresentar ou não fenótipos clínicos 

(CHONCHAIYA et al., 2009). Dentre os distúrbios observados destaca-se o risco aumentado 

de desordens de humor e de ansiedade. Além disso, os homens podem ter particular aumento 

no risco de desordens caracterizadas por afastamento social (transtorno de personalidade e 

fobia social) (BOUGEOIS et al., 2009). Apesar de muitos indivíduos não sofrerem com 

problemas cognitivos, psiquiátricos ou médicos, mulheres com o alelo PM podem apresentar 

falha prematura dos ovários (POF (Primary Ovarian Failure) ou POI (Primary Ovarian 

Insufficiency)) e/ou síndrome Tremor-ataxia (FXTAS (Fragile X-associated Tremor/Ataxia 

Syndrome) (WITTENBERG et al., 2007; HAGERMAN et al., 2004).  

Em indivíduos com o alelo PM os níveis de mRNAs do gene FMR1 estão aumentados. 

Muitos problemas observados em indivíduos com PM estão relacionados ao ganho de função 

secundária de RNA obtido pela elevada quantidade de mRNAs presentes (CHONCHAIYA et 

al., 2009). Os elevados níveis de mRNAs levam à toxicidade celular, principalmente em 

neurônios (HAGERMAN et al., 2004; HAGERMAN; HAGERMAN, 2008), já que causam 

desregulação de muitas proteínas (CHONCHAIYA et al 2009).   

Mulheres portadoras de PM que geralmente apresentam um quociente QI normal 

manifestam um risco aumentado para POF (WITTENBERGE et al., 2007), depressão e 

ansiedade, (HESSL et al., 2005), hipotireoidismo, fibromialgia, neuropatia e FXTAS 

(COFFEY et al., 2008). Homens podem desenvolver problemas que incluem: perda da 

memória de curto prazo, parkinsonismo, neuropatia periférica, ansiedade, comportamento 

reclusivo, demência, fraqueza muscular, disfunção do sistema nervoso autônomo 

(JACQUEMONT et al., 2003), déficits de atenção e de função executiva, hiperatividade, 

problemas de memória e desordens relacionadas ao autismo (AZIZ et al., 2003; FARZIN et 

al., 2006). Problemas psicopatológicos mais comuns (ansiedade, depressão e comportamento 
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obsessivo compulsivo) são clinicamente significantes em 25 a 40% dos pacientes 

(CHONCHAIYA et al., 2009).    

A POF é definida como menopausa ou amenorréia hipoestrogênica que ocorre antes 

dos 40 anos (HAGERMAN; HAGERMAN, 2002). Estimativa desse problema nas mulheres 

com PM são da ordem de 4% aos 30 anos e 25% aos 39 anos de idade (HUNDSCHEID et al., 

2000).  

A FXTAS é uma desordem degenerativa que ocorre predominantemente em homens 

de 50 a 70 anos com PM (HAGERMAN; HAGERMAN, 2004), embora aproximadamente 

8% das mulheres com PM são afetadas (COFFEY et al., 2008). As características dessa 

desordem incluem: intenso tremor, ataxia, parkisionismo, neuropatias, déficits cognitivos e de 

funções executivas, eventual declínio à demência e disfunções autônomas como hipertensão, 

impotência, e eventuais incontinências urinária e intestinal (JACQUEMONT et al., 2003; 

BERRY-KRAVIS et al., 2007; COFFEY et al., 2008).   

 

2.4.6 Fenótipos em indivíduos com GZ. 

Pacientes GZ podem apresentar algumas deficiências como dificuldades de 

aprendizado e distúrbio comportamental (MITCHELL et al., 2004). Em um estudo na 

Tasmânia, com meninos que apresentavam necessidades especiais, Mitchell et al. (2004) 

relataram que 3,4% deles apresentaram alelos GZ. Vale ressaltar que Bretherick et al. (2005), 

realizando estudo em pacientes com POF, observaram que algumas pacientes possuíam alelos 

GZ.  

 

 

2.5 Prevalência populacional da SXF 

A prevalência da expansão das repetições CGG é similar na maioria dos grupos étnicos, 

mas podem ocorrer variações entre as populações (QUEIROZ, 2006). Há pouco consenso da 

prevalência dessa síndrome na população geral (principalmente quando se consideram 

variações geográficas) e entre os gêneros feminino e masculino (HAGERMAN, 2008).  

Considerando o consenso internacional sobre o fato da SXF ser subdiagnosticada, a 

prevalência de 1:4000 (TURNER et al., 1996) foi amplamente utilizada até recentemente, 

quando HAGERMAN, 2008 em um amplo estudo sobre prevalência da SXF, sugere que seja 

considerada a prevalência de 1:2500 dessa síndrome tanto em homem como mulheres. 

Um estudo em pacientes do Canadá revelou a prevalência do alelo PM em 1:259 

mulheres (ROUSSEAU et al., 1995). Os mesmos pesquisadores (DOWBROWSKI  et al., 
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2002) realizaram um estudo em outros 10.572 homens e puderam observar uma prevalência 

de 1:813 do alelo PM. Toledano et al. (2001) analisaram 14.334 mulheres em fase pré-

conceptiva ou gestacional, sem histórico familiar de retardo mental. Os resultado obtidos 

identificaram a presença de alelos com número de repetições CGG maior que 54 em 1:113 

mulheres e de alelos com número de repetições CGG menor que 54 em 1:69 mulheres. Tais 

resultados ainda, proporcionaram aos autores evidenciar a alta prevalência de alelos PM na 

população em geral, recomendando a triagem de mulheres portadoras de PM em larga escala. 

  

 

2.6 Diagnósticos laboratoriais da SXF 

Como as características clínicas da SXF podem ser comuns a outros casos de atraso e 

distúrbios gerais de desenvolvimento, é necessária a confirmação da referida síndrome por 

uma avaliação laboratorial específica. O diagnóstico da SXF pode ser fornecido pela análise 

da presença e do número de repetições CGG expandidas e/ou pela presença ou ausência de 

metilação (QUEIROZ, 2006). 

Muitas técnicas para identificação da SXF já foram relatadas na literatura: análise 

citogenética (LUBS, 1969), teste de identificação da proteína FMRP em células ou tecidos 

(WILLEMSEN et al., 1995; WILLEMSEN et al., 1997; WILLEMSEN et al., 2002) e testes 

moleculares (ROUSSEAU et al., 1991; HADDAD et al., 1996; HEID et al., 1996; HAMDAM  

et al., 1997; PANAGAPOULOS et al., 1999; SALUTO et al., 2005; ROSALES-REYNOSO 

et al., 2007; DAHL et al., 2007; TASSONE et al., 2008; DODDS et al., 2009; SAUL; 

TARLETON, 2010; FILIPOVIC-SADIC et al., 2010; CHEN et al., 2010). 

O primeiro método descrito para diagnóstico da SXF foi a análise citogenética que 

consiste no estudo numérico e morfológico de cromossomos em metáfase (LUBS, 1969). 

Nessa análise, as culturas celulares são realizadas em meios modificados, geralmente com 

deficiência de ácido fólico, para induzir sítios frágeis (SAUL; TARLETON, 2010). Essa 

técnica demonstra insuficiente especificidade e sensibilidade (MADDALENA et al., 2001; 

SAUL; TARLETON, 2010), além disso, é muito mais cara que os testes moleculares (SAUL; 

TARLETON, 2010). Portanto, esse método não tem mais sido recomendado para o 

diagnóstico da SXF (MADDALENA et al., 2001). 

O primeiro teste de identificação da proteína FMRP foi descrito por Willemsen et al. 

(1995). Esse teste informa o percentual de FMRP em linfócitos de amostras de sangue 

analisadas. Pacientes afetados possuem de 0-15% de FMRP, enquanto pessoas normais 

apresentam de 80-10%. O teste pode ser aplicado em células (imunocitoquímica) ou em 
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tecidos (imunohistoquímica) (WILLEMSEN et al., 1995; WILLEMSEN et al., 2002). Tais 

testes são limitados para detectar portadores de alelo FM (MADDALENA et al., 2001). 

Segundo Saul e Tarleton (2010), esse método não é realizado rotineiramente nos laboratórios 

provavelmente por requerer sangue fresco, o que confere uma limitação ao seu emprego.  

Os testes moleculares para diagnóstico da SXF tem sido mais utilizados pelos 

laboratórios, pois apresentam resultados mais sensíveis e específicos. Os testes convencionais 

envolvem as técnicas de Southern Blot (ROUSSEAU et al., 1991) e PCR (Polimerase Chain 

Reaction) (HADDAD et al., 1996; HAMDAM et al., 1997; PANAGAPOULOS et al., 1999; 

SALUTO et al., 2005; ROSALES-REYNOSO et al., 2007; DAHL et al., 2007; TASSONE et 

al., 2008; FILIPOVIC-SADIC et al., 2010; CHEN et al., 2010). Doods et al. (2009) 

apresentaram uma associação de PCR com a técnica de digestão nuclear e espectometria de 

massas afim de melhorar a obtenção de resultados. Além das técnicas convencionais, também 

podem ser realizadas técnicas como: RT-PCR (Reverse Transcrition PCR) (HEID et al., 

1996), análise por FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) (SAUL; TARLETON, 2010) e 

seqüenciamento do DNA. 

Por meio da PCR é possível amplificar a região do gene FMR1 que flanqueia à 

repetição CGG para verificar se há a presença de alelos expandidos e qual o seu tamanho. 

Porém, a eficiência da reação da PCR diminui conforme aumenta o número de repetições 

(HAMDAN et al., 1997; SALUTO et al., 2005). No método Southern blot, o DNA genômico 

é digerido com enzimas de restrição, os fragmentos são separados por eletroforese e 

transferidos para uma membrana, a qual é exposta à hibridização com uma sonda marcada 

(com radioisótopo ou fluorescência) para detectar a expansão CGG. Dessa forma, 

determinam-se o tamanho dos alelos e a identificação da metilação nos mesmos (ROUSSEAU 

et al., 1991). Entretanto, como o Southern blot é um método de alto custo e trabalhoso, a 

maioria dos laboratórios realiza a PCR como método de triagem e o Southern blot somente 

em amostras que deixaram dúvida pela PCR, ou aquelas em que é necessário verificar o 

estado de metilação do alelo (SALUTO et al., 2005). 

Algumas dificuldades metodológicas estão relacionadas ao emprego da PCR para a 

triagem de indivíduos com SXF. Como as repetições CGG são ricas em nucleotídeos Citosina 

e Guanina, há a tendência de se formarem estruturas secundárias (hairpins) reconhecidas pela 

DNA polimerase como sítios de pausa, resultando em amplificações incompletas e produtos 

da PCR com múltiplas bandas (QUEIROZ, 2006). Para diminuir tais estruturas secundárias 

pode-se utilizar na PCR o 7-deaza-2´- deoxiguanosina trifosfato e também o dimetilsulfóxido 

(DMSO). A utilização desses reagentes dificulta a visualização de bandas em gel de agarose. 
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Assim, como os produtos de PCR não são visíveis no gel de agarose, são utilizados 

desoxinucleotídeos marcados com 32P, permitindo a visualização dos produtos da PCR por 

autoradiografia, porém somente após 1 a 4 dias de exposição (HAMDAM et al., 1997). Por 

outro lado, mesmo utilizando os reagentes mencionados acima, há a possibilidade de 

visualização dos produtos da PCR em gel de poliacrilamida (HADDAD et al., 1996).  

Seja em gel de agarose ou de poliacrilamida, por meio da PCR convencional algumas 

amostras não fornecem um diagnóstico preciso. Por exemplo, amostras de mulheres que 

amplificam somente uma banda na faixa da normalidade podem na verdade ser heterozigotas 

e carregar um alelo FM (o qual, pelo seu longo tamanho de amplicon1 acaba não sendo 

visualizado). O mesmo ocorre com amostras de homens que não produziram bandas, 

sugerindo que podem ter um alelo FM, cujo amplicon não foi detectável pelo método 

(HADDAD et al., 1996; QUEIROZ, 2006).  

Em face dessas dificuldades, vários autores propuseram modificações no método da 

PCR, além de outras técnicas para o diagnóstico da SXF; por exemplo, detectar alelos 

metilados na região de expansão CGG no gene FMR1. A expansão das repetições CGG 

aumenta a chance de ocorrer metilação na região. Para essa detecção, costuma-se utilizar o 

DNA genômico tratado com bissulfito, para análise por PCR com primers específicos que 

detectam alelos metilados (MS-PCR, Methylation Specific PCR), além de proporcionar uma 

redução na dificuldade de amplificação da região por PCR. Essas técnicas para detectar 

metilação utilizam eletroforese em gel de agarose (PANAGOPOULOS et al., 1999), 

poliacrilamida (ROSALES-REYNOSO et al., 2007) e até PCR em tempo Real (DAHL et al., 

2007). Porém, o problema para diagnosticar mulheres portadoras de um alelo FM persistiu, 

pois assim como nos métodos da PCR convencional, ocorre a amplificação preferencial do 

alelo NL em mulheres heterozigotas. 

Algumas modificações no protocolo da PCR convencional incluíram a adição de 

betaina para reduzir as estruturas secundárias do DNA e utilização de tipos alternativos de 

DNA polimerase que são capazes de expandir cadeias longas com alta fidelidade, como uma 

combinação da DNA polimerase do tipo Pfu (proofreading enzyme) com a Taq DNA 

polimerase (HAMDAM et al., 1997), ou a enzima Expand Long Template PCR System 

(Roche) (SALUTO et al., 2005). Tais modificações facilitaram a visualização dos produtos da 

PCR com até 300 repetições CGG em pacientes do gênero masculino e 160 repetições em 

pacientes do gênero feminino, em gel de agarose (SALUTO et al., 2005). Mesmo assim 

                                                 
1 Sequência de DNA produzida pela PCR  
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persistia a não distinção de mulheres heterozigotas com alelo FM (expansão > 200 repetições, 

cujo amplicon não é visualizado no gel), de homens afetados (com alelo FM) e de homens 

mosaico para SXF. Nesses casos a banda que caracteriza o alelo FM não é distinguível no gel 

(SALUTO et al., 2005). 

Comparando o método da PCR com o Southern blot, não há dúvida de que a PCR 

mostra as vantagens de ser um método mais econômico, rápido, de maior biossegurança e que 

necessita de menos quantidade de DNA genômico para sua realização. Por esses motivos a 

PCR tem sido empregada como método de triagem da SXF. No entanto, a PCR não tem sido 

utilizada como método de diagnóstico da SXF devido à sua limitação em identificar com 

precisão casos como mulheres heterozigotas (ou homozigotas para a FM, evento raro) e 

homens mosaicos, pois nessas situações os indivíduos portam alelos com FM de mais de 300 

repetições CGG de maneira que tal amplicon não pode ser visualizado no gel.  

Métodos alternativos tem sido buscados para aumentar a eficiência da PCR para que 

possa ser empregado como método de diagnóstico da SXF. Tassone et al. (2008) descreveram 

um novo método da PCR de triagem da SXF. Nele, os autores introduzem modificações no 

método da PCR anteriormente descrito por Saluto et al. (2005), além de inovar com a 

possibilidade de distinguir (em gel de agarose) mulheres homozigotas para o alelo NL de 

mulheres heterozigotas que carregam o alelo FM ou PM muito longos, caracterizando uma 

grande vantagem. Além disso, também foi possível detectar visualmente a presença de alelos 

FM e PM em homens cujo produto de PCR não amplificava, podendo também identificar 

mosaicismo (TASSONE et al., 2008). 

A metodologia desenvolvida por Tassone et al. (2008) é simples: para as amostras 

inconclusivas pelo método de Saluto et al. (2005), realiza-se uma segunda reação de PCR com 

um novo primer denominado quimérico. Na região 3’ desse primer há uma repetição de  4  

trinucleotideos CCG que se anela ao acaso na região de repetições CGG do gene FMR1 , de 

forma que produz um arraste no gel de agarose depois de corado por brometo de etídio. Esse 

arraste comprova a existência de um alelo mutado não distinguível em gel para mulheres que 

apresentavam somente uma banda e homens que não amplificavam nenhuma banda. 

O método desenvolvido por Tassone et al. (2008) parece ser revolucionário, pois 

somente a PCR resolveria a maioria dos casos de suspeita de SXF (afetados ou portadores de 

alelos PM ou FM, de ambos os sexos, inclusive mosaicos). Assim, o Southern Blot seria 

empregado somente em casos onde não foi possível obter diagnóstico por PCR e naqueles  em 

que seja importante saber se os alelos estão metilados. Além disso, o método de Tassone  et 

al. (2008) parece ser rápido, de baixo custo e utiliza pouca quantidade de DNA. Os autores 
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demonstraram a aplicabilidade do método para rastreamento da SXF em recém-nascidos, 

utilizando manchas de sangue em papel absorvente especial. No entanto, observou-se a 

ausência de detalhes importantes na metodologia, como: a quantidade de enzima utilizada, a 

forma de realização do hot start, as adaptações realizadas para a aplicação do método com 

uma enzima alternativa. A ausência desses detalhes dificulta a reprodução da técnica. 

Observou-se também a ausência de ilustração do padrão de bandas obtidas no gel de agarose 

para indivíduos do sexo masculino portadores de alelos PM e FM, quando realizada a 2a PCR 

Recentemente, Chen et al. (2010) descreveram uma técnica de PCR que combina: (i) a  

utilização de reagentes que amplificam com alta eficiência regiões ricas em nucleotídeos GC 

(FILIPOVIC-SADIC et al., 2010) e (ii) o primer quimérico descrito por Tassone et al. (2008),  

com uma repetição CGG a mais. Segundo os autores, a técnica é capaz de detectar em gel de 

agarose até 1300 repetições CGG tanto em homens quanto em mulheres. Utilizando em 

seguida a eletroforese capilar, é possível obter os resultados com melhor precisão, e inclusive 

detectar repetições AGG. Assim essa técnica detectaria todos os alelos para a SXF, inclusive 

em casos de heterozigosidade. Devido a isso, o Southern blot seria aplicado somente em casos 

nos quais deseja-se saber o estado de metilação dos alelos. 

 

 

2.6.1 Indivíduos que devem ser testados para a SXF 

Segundo Hagerman e Hagerman, 2008, é altamente aconselhável a realização de testes 

moleculares no gene FMR1 em alguns grupos de pacientes: (i)  crianças com deficiências 

intelectuais e de desenvolvimento, além de comportamento autista; (ii) mulheres adultas com 

características de menopausa precoce e outros adultos com ataxia ou tremor intenso; (iii) e 

indivíduos com deficiências cognitivas ou demência, neuropatias, parkinsonismo, esclerose 

múltipla atípica, e distúrbios de ansiedade, principalmente se há histórico familiar de 

distúrbios intelectuais e do desenvolvimento, além de comportamento autista.  

 

 

2.6.2 Aconselhamento genético e tratamento da SXF 

Os testes diagnósticos para a SXF são importantes para correlacionar os distúrbios  

com a presença de ambos alelos PM e FM. O conhecimento da herança genética é importante 

para facilitar a intervenção precoce nos transtornos (HAGERMAN; HAGERMAN, 2008). As 

intervenções incluem: aconselhamento genético para toda a família; intervenções 

comportamentais e médicas diretas para crianças com deficiências de desenvolvimento; novas 
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opções de reprodução para mulheres que estão com o risco de desenvolver POF (ou POI); 

tratamento para adultos com PM que apresentam sinais de FXTAS; e tratamento precoce de 

depressão ou ansiedade (HAGERMAN, 2008; HAGERMAN et al., 2009). Testes de triagem 

em recém nascidos facilitam a intervenção precoce em crianças e o aconselhamento genético 

da família, além da identificação precoce e tratamento de outros membros da família 

(HAGERMAN; HAGERMAN, 2008).  

No aconselhamento genético, o profissional responsável revisará os padrões genéticos 

da SXF permitindo a identificação de indivíduos com risco de portarem alelos PM e FM. 

(MCCONKIE-ROSELL et al., 1995). O profissional também pode aconselhar sobre opções 

reprodutivas para futuras gerações, incluindo doação de óvulos, diagnóstico pré-natal, adoção, 

e diagnóstico genético pré-implantação (GANE; CRONISTER in HAGERMAN; 

HAGERMAN, 2002; CEDERBAUM, 2007; McCONKIE-ROSELL  t al., 2007).  

Existem vários medicamentos que ajudam no tratamento de vários sintomas da SXF, 

principalmente em crianças (CHONCHAIYA et al., 2009). O uso de tratamentos direcionados 

é uma área interessante de investigação que promete reverter a epilepsia, problemas de 

comportamento e deficiências cognitivas (CHONCHAIYA et al., 2009). Bear et al. (2005), 

utilizando modelos animais, demonstraram que a inibição do receptor metabotrófico 

glutamato 5 (mGlu5) com antagonistas, normaliza parcialmente a depressão a longo prazo.  

 

 

2.7 Justificativa e relevância do projeto 

Conforme o exposto, o teste de diagnóstico da SXF deveria ser aplicado em um grande 

grupo de indivíduos e a descoberta precoce da síndrome é muito importante para o 

aconselhamento genético e eventuais intervenções de tratamento. Assim, faz-se necessária a 

existência de procedimentos de diagnóstico mais rápido e de baixo custo. Dentre as técnicas 

alternativas ao Southern blot existentes (HADDAD et al., 1996; HAMDAM et al., 1997; 

PANAGAPOULOS et al., 1999; SALUTO et al., 2005; ROSALES-REYNOSO et al., 2007; 

DAHL et al., 2007), a técnica desenvolvida por Tassone et al. (2008), abrange os dois gêneros 

(masculino e feminino) e as três formas alélicas possíveis (NL, PM, FM). Segundo os autores, 

a técnica é uma boa alternativa de triagem da SXF (TASSONE et al., 2008).  

Apesar da ausência de informações metodológicas importantes para reproduzir a técnica 

de Tassone et al. (2008), o presente trabalho enfrentou esse desafio, buscando padronizar a 

referida técnica e comparar os resultados obtidos com os de Southern blot (padrão-ouro). 

Também investigou-se a aplicação da referida técnica utilizando DNA de material biológico 
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extraído de outras fontes como células da mucosa oral e a estimativa de custo  e do tempo de 

execução do método no mercado nacional.  

Se confirmada a eficiência desse novo método da PCR como alternativa ao Southern 

blot, e se confirmando seu baixo custo no mercado nacional, poderá ser sugerida a futura 

utilização deste para triagem da SXF em indivíduos com suspeita clínica, como alunos que 

freqüentam escolas especiais, mulheres com falha prematura de ovário e homens com 

diagnóstico diferencial de outras ataxias, como FXTAS ou sintomas clínicos de portador de 

pré-mutação do gene FMR1.  
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3 OBJETIVOS 

O presente trabalho tem os seguintes objetivos:  

• Reproduzir a técnica proposta por Tassone et al. (2008) para triagem da 

Síndrome de X Frágil, realizando a padronização necessária para isso, em vista 

da não descrição pelos autores de detalhes metodológicos importantes. 

• Procurar comprovar em pacientes brasileiros, a exatidão (acurácia), sensibilidade 

e especificidade da técnica adaptada de Tassone et al. (2008), com o método 

padrão-ouro de diagnóstico da SXF, o Southern blot.  

 

 

3.1 Objetivos secundários 

• Avaliar a aplicação da técnica adaptada de Tassone et al. (2008) utilizando 

DNA extraído de diferentes materiais biológicos. 

• Estimar o custo do método no mercado nacional e o número de horas 

necessário para a sua execução. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1  Casuística  

A casuística consistiu de 78 amostras de DNA. Dessas, 62 amostras foram cedidas por 

colaboração da Profa. Dra. Débora Aparecida Rodrigueiro da Faculdade de Ciências Médicas 

e da Saúde (FCMS/PUC-SP) juntamente com a Profa. Dra. Ângela Maria Vianna-Morgante 

do Instituto de Biociências de São Paulo - USP. Outras 16 amostras foram coletadas de 

pacientes encaminhados pelo Prof. Dr. Valter Curi Rodrigues, pediatra com larga experiência 

em casos de dismorfologias clínicas do Centro Universitário de Araraquara (UNIARA). Após 

obter o consentimento livre e esclarecido dos voluntários, foram coletadas gotas de sangue 

periférico em um cartão FTA (Whatman), onde o DNA fica aderido após purificação com o 

reagente FTA (Whatman). Esse material biológico foi utilizado para realização da técnica 

adaptada de Tassone et al. (2008). Além disso, cerca de 15 μg de DNA de cada paciente, 

obtidos de  célula da mucosa oral, foram encaminhados para um laboratório particular para 

realização do Southern Blot. Esse estudo contou com a aprovação do Comitê de Ética em 

Seres Humanos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas do Campus de Araraquara 

(CEP/FCFAr no 24/2008). 

 Visando ampliar as possibilidades de obtenção de DNA para realização do método de 

triagem da SXF, diferentes materiais biológicos foram utilizados. Isso se justifica pela 

probabilidade de pacientes se recusarem a doar sangue para realização do teste, já que há a 

utilização de agulhas. Na doação de células da mucosa oral, por exemplo, tal inconveniente 

não existe.  

 

 

4.2  Obtenção do DNA 

4.2.1 Cartão FTA (Whatman) 

Essa metodologia buscou acompanhar o protocolo descrito por Tassone et al. (2008). 

Foram coletadas no cartão FTA (Whatman) gotas de sangue periférico de cada paciente por 

meio da perfuração do dedo, utilizando uma lanceta descartável. Os cartões foram mantidos à 

temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, o sangue foi purificado utilizando-se o 

Reagente de purificação FTA (Whatman). Segue-se o protocolo de purificação para cada 

paciente recomendado pelo fabricante: 
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• Um círculo de 1.5 mm foi removido do cartão, com o auxílio do Harris Uni-Core 

cutting mat – 1.5 mm (Whatman). O círculo foi transferido para um microtubo de 0.2 

mL.  

• Foi adicionado 200 μL do reagente de purificação e, após 5 min à temperatura 

ambiente o reagente foi removido com micropipeta. Este passo foi repetido mais duas 

vezes. 

• Adicionou-se 200 μL de tampão T.E (10mM Tris-HCl, 0,1mM EDTA – pH 8,0) e 

incubou-se por 5 min, removendo o tampão em seguida com micropipeta. Repetiu-se 

esse passo. 

• Manteve-se o círculo de papel FTA em estufa à 37°C por 1 hora para secagem. Dessa 

maneira o material pôde ser armazenado em temperatura ambiente até o momento da 

realização da PCR. 

 

4.2.2    Sangue coletado pelo sistema à vácuo e DNA extraído com solventes orgânicos 

 O sangue foi recolhido em tubos próprios (Vacuette) que continham EDTA como 

anticoagulante. O sangue foi transferido para tubos falcon de 15 mL, onde foi “lavado” várias 

vezes (até que o pellet de células ficasse branco) com solução de lise (10 mM Tris –HCl, 

5mM MgCl2 , 10mM NaCl – pH 7,5) para remoção das hemácias. Em seguida foi realizada a 

extração do DNA. 

 O pellet de células foi transferido para um microtubo de 1,5 mL. Foi adicionado 500 

μL de solução tampão (1M Tris-HCl, 0,5M EDTA, SDS 0,5%) e 2,5 μL de proteinase K 

(USB). Os microtubos foram incubados à 56ºC por 2 horas. Após, foram adicionados 600 μL 

da mistura Fenol/Clorofórmio/Álcool Isoamílico (25:24:1), agitou-se manualmente por 2 

minutos e centrifugou-se por 3 min a 14.000 rpm. Transferiu-se o sobrenadante para um novo 

microtubo e repetiu-se esse passo. Ao sobrenadante em um novo microtubo adicionou-se 600 

μL de clorofórmio. Agitou-se manualmente por 2 minutos e centrifuga-se por 3 min a 14.000 

rpm. Estimou-se o volume do sobrenadante coletado, que continha o DNA, e precipitou-se o 

mesmo com acetato de sódio (3M, pH 5,2; sendo 1/10 do volume do sobrenadante) e o dobro 

do volume de etanol absoluto. Os microtubos foram mantidos à –20ºC por 12 horas. Em 

seguida foi realizada uma lavagem com 400 μL de etanol 70%. O etanol foi removido e o 

DNA mantido à temperatura ambiente para secagem. Foi adicionado 100 μL de água livre de 

DNAses e RNAses (Ambion). O DNA foi mantido à temperatura ambiente por 2 horas para 
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que ressuspendesse, quando, então, foi realizada a leitura da sua concentração e pureza, em 

um espectrofotômetro (Biophotometer, Eppendorf). 

  

4.2.3  Células da mucosa oral e DNA extraído com solventes orgânicos 

 Foram coletadas células da mucosa oral por meio de bochecho com solução de 

glicose a 3%. O bochecho foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 min. Após essa centrifugação 

o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 500 μL de solução tampão (1M Tris-HCl, 0,5M 

EDTA, SDS 0,5%) e 2,5 μL de proteinase K (USB). Após 2 horas a 56 ºC, realizou-se a 

extração do DNA com Fenol/Clorofórmio/Álcool Isoamílico (25:24:1), sua precipitação com 

acetato de sódio e etanol, secagem e leitura da concentração do DNA, conforme citado no 

subitem anterior. 

  

4.3   PCR para diagnóstico de alelos NL, PM e FM (1a PCR) 

  Para amplificar as repetições CGG referentes a alelos normal, pré-mutado e mutado 

do gene FMR1  foram utilizados os primers “c” e “f” descritos por Fu et al., (1991) e 

utilizados por Saluto et al., (2005) e Tassone et al., (2008): 

 

Primer Forward (c) -  5´  GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT 3´ 

Primer Reverse (f) -  5’  AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CC A  3’  
 
 

A Reação de PCR foi padronizada num volume final de 30 μL contendo: 1,5 mm do 

cartão FTA contendo o DNA aderido ou 100 à 900 ng de DNA extraído com 

Fenol/Clorofórmio/Álcool Isoamílico (25:24:1), Tampão 2 do kit Expand Long Template 

PCR System (Roche Diagnostics) contendo 2,25 mM de MgCl2, 500 μM de dNTPs, 0,33 μM 

de cada primer e 2,2 M de Betaina (USB) e 0,5 U da enzima Expand Long Template PCR 

System (Roche Diagnostics).  

Foram realizadas PCRs com as seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial 

a 98oC por 10 min.; 68oC por 2 minutos (hot start); seguida por 10 ciclos de 97oC por 35 s, 

64oC por 35 s e 68oC por 4 min.; 25 ciclos de 97oC por 35 s, 64oC por  35s e 68oC por 4 min. 

(com 20 segundos de incremento em cada ciclo); e uma extensão final a 68oC por 10 min.  

Também realizou-se a padronização com a enzima FastStart Taq DNA Polymerase 

(Roche Diagnostic) que, segundo Tassone et al. (2008), elimina a necessidade de hot start, 
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porém os autores não descreveram detalhes metodológicos do uso dessa enzima. Após várias 

tentativas de padronização com essa enzima alternativa, decidiu-se realizar as reações da PCR 

com volume final de 30 μL contendo: 1,5 mm do cartão FTA contendo o DNA aderido ou 100 

a 900 ng de DNA extraído com Fenol/Clorofórmio/Álcool Isoamílico (25:24:1), tampão sem 

MgCl2 do kit FastStart Taq DNA Polymerase (Roche Diagnostic);  2,25 mM de MgCl2, 500 

μM de dNTPs, 0,33 μM de cada primer e 2,2 M de Betaina (USB) e 0,5 U da enzima 

FastStart Taq DNA Polymerase (Roche Diagnostic). As condições de ciclagem foram as 

mesmas anteriormente citadas, com exclusão do passo de hot start (68oC por 2 minutos) e 

alteração na temperatura da enzima (de 68oC para 72oC). 

A cada realização da PCR foram adicionadas duas reações: uma de controle negativo e 

outra chamada “branco”. Na reação de controle negativo foi usado o DNA de um indivíduo 

do sexo feminino com alelos NL para a SXF, para que fosse  possível avaliar o funcionamento 

da PCR e comparar os resultados obtidos com um resultado normal. Na reação “branco” 

foram colocados os reagentes da PCR, sem o DNA. A utilidade da reação “branco” foi avaliar 

se houve alguma contaminação de reagentes na elaboração da PCR. As concentrações de 

reagentes utilizadas para as reações de controle negativo e do “branco” foram as mesmas 

utilizadas nas outras reações da PCR.  

Após a PCR as amostras foram submetidas à eletroforese horizontal em géis de 

agarose (2%) contendo Brometo de Etídio a 60 V por 60 min. Ao final da eletroforese as 

bandas foram visualizadas com o auxílio de um transiluminador (UVP, USA) Os géis foram 

fotografados com o fotodocumentador GDS-8000 System (UVP, USA). 

As amostras visualizadas apresentam, em caso de normalidade bandas numa faixa de 

aproximadamente 239 a 383 pares de bases (pb) (incluindo de 6 a 54 repetições CGG, que é 

neste estudo é considerado normal). Em caso de indivíduos pré-mutados (ambos os gêneros) 

as bandas apresentam um tamanho de aproximadamente de 386 a 600 pb (incluindo de 55 a 

200 repetições CGG, que é considerado alelo pré-mutado). Indivíduos que portam o alelo 

completamente mutado apresentam bandas com tamanho maior que 600 pb. 
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4.4     PCR para diagnóstico conclusivo de mulheres que apresentam uma única banda 

na faixa da normalidade e homens com ausência do produto amplificado (2a PCR).  

 Foi realizada uma segunda reação de PCR utilizando um primer quimérico 

conforme Tassone et. al., (2008) juntamente com o primer “c” (FU et. al., 1991) 

anteriormente citado. 

 

 Primer quimérico:5´AGC GTC TAC TGT GTC GGC ACT TGC CCG CCG CCG CCG 3´ 

 

As concentrações de reagentes e condições de ciclagem permaneceram as mesmas do 

PCR inicial e os produtos da reação também foram visualizados em gel de agarose a 2% 

contendo brometo de etídio. Também houve a realização das reações de controle negativo e 

“branco”. A eletroforese ocorreu a 60V por 60 min. A presença de alelos expandidos (PM e 

FM) proporciona o anelamento ao acaso do primer quimérico na região das repetições CGG, 

produzindo no gel um arraste (smear) como indicado na Figura 6 (retirada de Tassone et al. 

2008). 

 

 
Figura 6. Esquema do método da 2a PCR para resolver a aparente homozigose de mulheres. Esta abordagem 
utiliza uma combinação de betaina e um primer quimérico que anela ao acaso, mas com tamanho que permite a 
amplificação de pequenas expansões da repetição CGG. Para uma mulher normal (30,30 repetições de CGG) 
(lane 2: primers c e f de Fu et al., 1991; setas abertas), somente pequenos produtos de PCR são produzidos com 
o primer quimérico (lane 4: c setas abertas, e primer quimérico; setas dobradas). Entretanto, para uma mulher 
com mutação completa (28, 510, 615 repetições CGG) (lane 3: primers c e f, indicando ser aparentemente 
homozigota), um extenso  “arraste”  é produzido na segunda PCR pelo primer quimérico (lane 5: primers c e 
quimérico), indicando o anelamento com as regiões expandidas de repetições CGG. Para alelos com mutação 
completa, o anelamento do primer f com o DNA molde não ocorre. A representação dos produtos de PCR em 
cada lane é dado pela imagem do gel de agarose 2%. 
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4.5       Análise Estatística 

 Todos os pacientes para os quais foi aplicado o método adaptado de triagem da SXF 

por PCR (Tassone et al., 2008) tiveram também um resultado de diagnóstico por Southern 

blot. O Southern blot, considerado o método padrão-ouro para diagnóstico da SXF, foi 

realizado por laboratório terceirizado. Foi realizada uma comparação dos dois métodos para 

avaliar a exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade do método de Tassone et al. 

(2008). 

 A exatidão (acurácia) é a  proporção das predições corretas, isto é, a soma de 

resultados positivos verdadeiros e de resultados negativos verdadeiros, dividida pelo total de 

casos (SABBATINI, 1995). A sensibilidade (S) é definida como a probabilidade de um teste 

dar positivo na presença da doença, isto é, avalia a capacidade do teste detectar a doença, 

quando esta é presente. A especificidade (E) é a proporção de negativos verdadeiros, ou seja, 

mede a capacidade do método em apontar ausência da condição nos casos que realmente esta 

não existe (SABBATINI, 1995). Em geral, a sensibilidade e a especificidade variam em 

direções opostas, ou seja, se o teste é muito sensível, este tende a gerar muitos resultados 

falso-positivos, diminuindo a especificidade. Quando o teste tem uma alta especificidade, 

ocorre o oposto: a sensibilidade cai devido ao grande número de resultados falso-negativos 

gerados. Consequentemente, é raro alcançar um método de decisão perfeito (100 % de 

sensibilidade e especificidade), sendo necessário atingir um balanço entre ambas medidas de 

desempenho (SABBATINI, 1995). 

 Na figura 7 representa-se a aplicação do teste de sensibilidade e especificidade. 
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Figura 7. Esquema do cálculo da exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade. 

 

 A análise de especificidade e sensibilidade será realizada com o auxílio do programa 

BIOESTAT 5.0 (AYRES et al., 2007). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Análise e escolha da melhor enzima para a realização do método 

Tassone et al. (2008), descreve a utilização de dois tipos diferentes de enzima: a 

Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostic) e a FastStart Taq DNA Polymerase 

(Roche Diagnostics). Após o encaminhamento dos primeiros pacientes pelo Dr. Valter Curi, 

realizaram-se as coletas de sangue periférico em cartão FTA e procedeu-se a purificação do 

DNA. Apesar da ausência de detalhes metodológicos, através de adaptações, foram realizadas 

as duas reações de PCR, utilizando-se a enzima Expand Long Template PCR System (Roche 

Diagnostic). Obteve-se um resultado condizente com o proposto por Tassone et al. (2008) 

para todas as amostras (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Gel de agarose 2% ilustrando os resultados iniciais da 1a PCR (lanes ímpares) e 2a PCR (lanes pares). 
Parte A: lanes 1 e 2- amostra de indivíduo do gênero masculino portador da síndrome do cromossomo X frágil 
(no lane 1 a altura da banda visualizada corresponde a um alelo mutado, onde calcula-se que o número de 
repetições CGG seja maior do que 300 repetições; no lane 2 visualiza-se um arraste discreto, entretanto, Tassone 
et al. (2008) não preconiza a realização da segunda PCR para afetados do gênero masculino); lanes 3 e 4 – 
amostra de indivíduo do gênero feminino, no caso, mãe do indivíduo portador da Síndrome (no lane 3 é possível 
visualizar duas bandas que confirmam a heterozigozidade da mãe, ou seja, a mesma possui um alelo normal e 
um alelo pré-mutado; no lane 4 não aparece banda, o que confirma a presença de um alelo pré-mutado, ao 
contrário de um alelo mutado, onde, segundo Tassone et al. (2008), apareceria um extenso arraste); lanes 5 e 6- 
amostra de indivíduo do gênero feminino, prima do portador da Síndrome (no lane 5, a presença de uma única 
banda indica homozigose para o alelo normal; no lane 6 aparece uma banda fraca indicando a presença de 
pequenos produtos da PCR que são produzidos com o primer quimérico, confirmando a existência do alelo 
normal); lanes 7 e 8 – indivíduos do gênero feminino, irmã da mãe do portador da Síndrome,  (o padrão de 
bandas é igual a dos lanes 3 e 4, o que era esperado, já que as amostras correspondem à  duas irmãs que tiveram 
filhos do gênero masculino com a Síndrome); lane 9 – marcador de peso molecular Phi X 174 Hae III (New 
England). Parte B: lanes 1 e 2; 3 e 4 – possuem amostras de indivíduos do gênero feminino (controle negativo)  
(o padrão de bandas é o mesmo dos  lanes 5 e 6 da Parte A, o que comprova a normalidade dos alelos; lane 5 – 
marcador de peso molecular Phi X 174 Hae III (New England); Lane 6 – amostra “branco” para a 1a PCR; Lane 
7 – amostra “branco” para a 2a PCR. 

  1    2  3 4      5      6     7       8     9     10 

Parte A 

Parte B 
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 É importante salientar que Tassone et al. (2008) menciona a utilização de duas 

diferentes enzimas, a Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics) e a FastStart 

Taq DNA Polymerase (Roche Diagnostics). No entanto, ao ilustrar os resultados na 

publicação, os autores não mencionam qual enzima foi utilizada. A diferença entre as duas 

enzimas é que para a utilização da primeira (Expand Long Template PCR System) há 

necessidade de realizar hot start, ou seja, a polimerase foi adicionada após a desnaturação 

inicial. Como nesse método de PCR é necessária uma agressiva desnaturação do DNA (98ºC 

por 10 minutos), se a enzima polimerase fosse adicionada já no início do processo ela perderia 

sua eficiência precocemente. Procedimentos utilizando hot start para enzima Expand Long 

também foram descritos por Houdayer et al. (1999) e Hecimovic et al. (2001) em PCR para 

triagem da SXF.   

Tassone et al. (2008) menciona a utilização da enzima FastStart Taq DNA Polymerase 

(Roche Diagnostics) para evitar a necessidade de realizar hot start. Apesar de não haver 

detalhamento da utilização dessa enzima, por exemplo, qual dos tampões que deveria ser 

empregado, qual a concentração de magnésio, quais as condições de ciclagem, etc, buscou-se 

a padronização. Mesmo após inúmeras tentativas, observou-se o sucesso da amplificação 

somente na 1ª PCR (Figura 9a). A 2ª PCR, que permitiria dar o resultado conclusivo, 

principalmente para mulheres que apresentam apenas uma banda, não amplificava (Figura 

9b).  

 

  

                    
Figura 9. Gel de agarose 2% ilustrando resultados do método utilizando a enzima FastStart Taq DNA 
Polymerase (Roche Diagnostics). A, resultados da 1ª PCR: lanes 1 à 4, amostras de indivíduos do gênero 
masculino. Lanes 5 à 7: amostras de inidivíduos do gênero feminino  Lane 8: amostra de indivíduo do gênero 
feminino com alelos normais para a SXF (controle negativo). Lane 9: amostra “branco”. Lane 10: marcador de 
peso molecular Phi X 174 Hae III (New England). B, resultados da 2ª PCR onde todas as amostras apresentaram 
o mesmo padrão de bandas inespecíficas, demonstrando a não especificidade da 2ª PCR.  

 

Assim, diante dos resultados apresentados, decidiu-se abandonar a utilização da 

enzima FastStart Taq DNA Polymerase. Vale ressaltar que recentemente, Fernandez-Carvajal  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A B
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et al. (2009), apresentam resultados satisfatórios em um artigo de triagem da SXF, na qual 

utilizaram a técnica de Tassone  et al. (2008), com o uso da enzima FastStart Taq DNA 

Polymerase (Roche Diagnostics). Porém, no referido artigo também há ausência de 

informações detalhadas quanto ao uso dos demais reagentes. 

 

  

5.2     Comprovação da exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade do método 

 Foi realizada a triagem do diagnóstico da SXF por PCR de 78 amostras de indivíduos 

dos gêneros feminino e masculino. Dentre eles ilustra-se o heredograma (Figuras 10 e 11) de 

duas famílias que possuem indivíduos afetados pela SXF e indivíduos que segregam o alelo 

PM ou FM. 

 

 

 
 
Figura 10. Heredograma da Família 1. Os indivíduos indicados por números romanos (geração) e arábicos 
(indivíduo) são os que aceitaram participar deste estudo. A seta apontando o indivíduo III. 17 indica que o 
mesmo é o probando. 
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Figura 11. Heredograma da Família 2. Os indivíduos indicados por números romanos (geração) e arábicos 
(indivíduo) são os pacientes que aceitaram participar deste estudo. A seta apontando o indivíduo IV. 7 indica que 
o mesmo é o probando. 
 

 

 

Os resultados das triagens diagnósticas por PCR dos pacientes participantes deste 

estudo estão agrupados na Tabela 2, juntamente com os resultados obtidos por Southern blot.
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Tabela 2. Resultados das triagens por PCR e dos diagnósticos por Southern blot 

 

  

Obteve-se o resultado de triagem por PCR de 75 amostras. Para 3 indivíduos, houve 

resultado inconclusivo. Segundo Tassone et al. (2008), em casos em que o método de triagem 

por PCR não é conclusivo, as amostras devem ser encaminhadas para a realização do 

Southern blot, que é o método padrão-ouro de diagnóstico da SXF.   

Dos resultados conclusivos referentes a 75 amostras de DNA, 5 não coincidiram com 

aquele fornecido pelo exame Southern blot, perfazendo 6,7%. Dessas 5 amostras com 

resultados não coincidentes para os dois métodos, 4 delas referem-se a indivíduos triados por 

PCR como FM, quando por Southern blot os mesmos foram diagnosticados como PM. Nessas 

quatro amostras, como não houve a amplificação de nenhum alelo PM na 1a PCR, realizou-se 

a 2a PCR e observou-se um extenso arraste, que segundo Tassone et al., (2008), demonstra a 

existência de alelo FM. Assim, classificaram-se os indivíduos como portadores de alelos FM. 

Segundo Tassone et al. (2008), o método tem a capacidade de detectar na 1a PCR  alelos até o 

intervalo superior de PM (aproximadamente 200 repetições CGG). Caso os alelos não sejam 

identificados, a 2a PCR identificaria a presença dos alelos com PM, através da visualização do 

arraste. Porém, os próprios autores sugerem que em casos onde houver o arraste na 2a PCR, as 

Número de 
Indivíduos (%) Gênero Resultado por PCR Resultado por 

Southern blot 
01 (1,3) masculino NL  (1a e 2a PCRs) NL 

    
02 (2,5) feminino NL  (1a e 2a PCRs)  NL 

    
10 (12,8) masculino PM  (1a  PCR) PM 

    
02 (2,5) masculino FM  (1a e 2a PCRs) PM 

    
20 (25,7) feminino PM (1a  PCR) PM 

    
02 (2,5) feminino FM  (1a e 2a PCRs) PM 

    
26 (33,4) masculino FM  (1a e 2a PCRs) FM 

    
11 (14,1) feminino FM  (1a e 2a PCRs) FM 

    

01 (1,3) masculino PM  (1a e 2a PCRs) PM e FM 
(mosaicismo) 

    
03 (3,9) feminino Inconclusivo  (1a e 2a PCRs) FM 

Total   78 (100)    
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amostras devem submetidas ao Southern blot para a legitimação dos alelos. Assim, entende-se 

que sempre que houver a necessidade da utilização da 2a PCR e observar-se como resultado, a 

presença de um arraste extenso, não é possível identificar precisamente se o alelo é PM ou 

FM. Talvez a não coincidência de resultados entre a PCR e o Southern blot possa estar no fato 

do presente método da PCR ter sido realizado com adaptações do artigo de Tassone et al. 

(2008), o qual não mencionava detalhes importantes sobre  a enzima, como a quantidade 

utilizada da mesma e as condições para realização do hot start  

A quinta amostra com resultado não coincidente refere-se a um indivíduo 

diagnosticado por Southern blot como mosaico para os alelos PM e FM. Para o alelo PM o 

método da PCR adaptado de Tassone et al. (2008) funcionou, identificando uma banda 

amplificada na 1a PCR. Assim, o indivíduo foi classificado como portador de alelo PM. 

Porém, quando se obteve o resultado do Southern blot, observou-se que o indivíduo também 

era portador de alelo FM, sendo mosaico. Por causa desse resultado, decidiu-se realizar a 2a 

PCR para verificar se haveria a presença de um alelo expandido (arraste). O resultado 

observado foi um arraste extenso, como o observado no caso dos 4 indivíduos com alelos PM 

pelo Southern blot e diagnosticados como FM pelo presente método da PCR.  

Considerando os indivíduos apresentados nas figuras 11 e 12 que foram investigados 

neste estudo, é válido informar o que consta da Tabela 3. 
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Tabela 3. Informação da triagem por PCR e do diagnóstico por Southern blot dos indivíduos 

apresentados nas figuras 11 e 12.  

Heredograma Indivíduo Gênero 
Resultado por 

PCR 

Resultado por 

Southern blot 

Figura 10 

 

II. 5 Feminino PM PM 

II.12 Feminino FM FM 

III.2 Masculino FM FM 

III. 9 Feminino FM PM 

III.17 Masculino PM PM e FM (mosaico)

III.24 Masculino FM FM 

Figura 11 

 

III. 4 Feminino PM PM 

III. 8 Feminino PM PM 

III.10 Feminino PM PM 

III.13 Feminino PM PM 

IV.7 Masculino FM FM 

IV. 11 Feminino NL NL 

 

Foi possível observar que houve 83,3% de concordância dos resultados obtidos entre 

os dois métodos de investigação da SXF nos indivíduos das duas famílias apresentadas nos 

heredogramas. Apenas o resultado de um indivíduo mosaico para os alelos PM e FM e outro 

de um indivíduo PM por Southern blot, totalizando (16,7%) não coincidiram com os 

resultados obtidos por PCR. 

Realizou-se a análise da exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade dos 

resultados obtidos entre os dois métodos. A análise foi feita de três formas: (i) englobando 

todos os 75 resultados; (ii) englobando somente os resultados que mostraram a presença de 

alelos PM  e NL por PCR (34 amostras); (iii) englobando somente os resultados que 

demonstraram a presença de alelos FM e NL  por PCR (44 amostras). Os resultados da análise 

estatística são apresentados na  Tabela 4. Para maiores detalhes vide ANEXOS.  
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Tabela 4. Resultados da exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade. 

Alelos Número de 
resultados 
analisados  

Exatidão 

(Acurácia) 

Sensibilidade Especificidade 

PM, FM e NL 75 100% 100% 100% 

PM e NL 34 89,5% 88,6% 100% 

FM e NL 44 88, 9% 97,4% 42, 9% 
Obs: A soma do número de resultados analisados (em PM e NL; FM e NL = 78) não coincidem com o total de 
resultados conclusivos (75), pois houve a repetição dos alelos NL nas análises. 

 

É possível observar que o método da PCR adaptado de Tassone et al., (2008) é 

acurado, isto é, apresenta exatidão de 100% quando todos os alelos são analisados 

conjuntamente (ANEXO A). O mesmo ocorre para a sensibilidade - que é a capacidade do 

teste em detectar a doença quando ela está presente – e para a especificidade - que é a 

capacidade do método em diagnosticar a ausência da doença em casos em que ela realmente 

não existe. Isto comprova que, conforme apresentado por Tassone et al. (2008), o método 

proposto tem a capacidade de detectar a presença de todos os tipos de alelos. Fernandez-

Carvajal et al. (2009) em um estudo de triagem populacional, demonstram a aplicabilidade do 

método de Tassone  et al., (2008), em  detectar todos os tipos de alelos, inclusive alelos GZ. 

Vale lembrar que os alelos GZ que não foram abordados neste presente estudo. Na literatura 

científica, outro trabalho enfocando um método de triagem da SXF através de análise do 

estado de metilação, já havia demonstrado em 29 pacientes, ser 100% específico e sensível 

(ROSALES-REYNOSO et al., 2007).  

Quando os tipos de alelos são analisados separadamente, a exatidão (acurácia), a 

sensibilidade e a especificidade variam. No caso da análise feita com as amostras de 

indivíduos diagnosticados por PCR como PM e NL, a sensibilidade e a exatidão (acurácia) 

diminuem. Como citado anteriormente, o método de PCR não conseguiu detectar o verdadeiro 

alelo PM (por Southern blot) em 4 indivíduos. Assim, os indivíduos foram classificados como 

FM, erroneamente pela PCR. Já a especificidade, permanece em 100%, demonstrando que o 

teste por PCR conseguiu diagnosticar todos os indivíduos NL, ou seja, indivíduos com 

resultados negativos verdadeiros para a doença (ANEXO B). Sabbatini (1995), já havia citado 

que quando o teste possui alta especificidade, a sensibilidade diminui, devido ao fato de 

existirem muitos falso-negativos. Neste caso os falso-negativos são os pacientes que deveriam 

ser classificados como PM e que não foram, já que, pela PCR foram classificados como FM. 
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Na análise realizada com as amostras de indivíduos diagnosticados como FM e NL, a 

exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade diminuem. Isso ocorre, novamente, devido 

ao fato do método da PCR diagnosticar os 4 indivíduos com alelos PM, como FM. Além 

disso, o método da PCR diagnosticou erroneamente um indivíduo mosaico para os alelos PM 

e FM, somente como portador de alelo PM (ANEXO C). Nesse caso, o teste torna-se pouco 

específico, pois o número de pacientes falso-negativos aumenta (1). Ou seja, o teste tende a 

diagnosticar os indivíduos como portadores de FM, quando na verdade os mesmos são 

portadores do alelo PM. Além disso, no caso do mosaicismo, o teste da PCR não diagnosticou 

a presença do alelo FM juntamente com o PM. A sensibilidade diminuiu para 97,4%, 

demonstrando que o método por PCR é ainda capaz de detectar a FM na maioria dos casos em 

que está presente. Sabbatini (1995) descreveu que quando a sensibilidade é alta, a 

especificidade diminui, devido ao fato de gerarem falso-negativos. Neste caso o falso-

negativo é o indivíduo que tem também o alelo FM e que a PCR não o detectou. 

Assim, apesar da dificuldade encontrada em diferenciar alelo PM e FM em alguns 

indivíduos, o método apresentado neste estudo parece ser útil para a triagem da SXF, pois 

detecta os indivíduos com alelos NL e a maioria dos pacientes PM e FM. Ressalta-se que 

quando alelos PM não são diagnosticados na 1a PCR, e na 2a PCR ocorre um extenso arraste, 

o  diagnóstico fica inconclusivo, não podendo concluir se há um alelo PM muito extenso ou 

um FM. Desta forma, o Southern blot continua sendo necessário, inclusive nos casos em que 

se deseja saber o estado de metilação dos alelos e/ou definir o tamanho das repetições CGG. 

 

 

5.3     Avaliação da aplicação do método adaptado de Tassone et al. (2008), utilizando 

DNA obtido de diferentes materiais biológicos 

 Foi realizada a coleta de três tipos de material biológico diferentes: gotas de sangue 

em cartão FTA, sangue coletado pelo sistema à vácuo e células da mucosa oral. Os materiais 

biológicos foram coletados de um mesmo indivíduo do sexo feminino com alelo NL para a 

SXF (voluntário K.M.C.C).  A extração do DNA desse indivíduo, foi realizada de acordo com 

a metodologia descrita em Materiais e Métodos, itens 4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3. Foram feitas as duas 

PCRs de acordo com os itens 4.3 e 4.4 de Materiais e Métodos. Obteve-se sucesso para a 1a e 

2a PCRs  em todas as amostras de DNA dos diferentes materiais biológicos. Para a 1ª PCR foi 

observado que as bandas obtidas de DNA de sangue extraído com solventes orgânicos se 

mostraram menos intensas que as obtidas de DNA extraído de sangue coletado em cartão 

FTA, as quais foram menos intensas que as bandas observadas de DNA de células da mucosa 
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oral também extraído com solventes orgânicos (Figura 12). Optou-se por manter a coleta de 

material biológico dos pacientes com o cartão FTA (Whatman), para acompanhar a 

metodologia descrita por Tassone  et al. (2008). 

 

 

 
Figura 12. Gel de agarose a 2% contendo resultados das duas PCRs de amostras de DNA de mesmo indivíduo 
do gênero feminino portadora de alelos normais para a SXF. As amostras foram extraídas de materiais biológicos 
diferentes. Nos lanes ímpares é possível visualizar os resultados da 1ª PCR e nos pares, os resultados da 2ª PCR. 
Lanes 1 e 2 amostra de DNA de sangue extraído com solventes orgânicos. Lanes 3 e 4 amostra de DNA extraída 
de gotas de sangue em cartão FTA. Lanes 5 e 6: amostra de DNA de células da mucosa oral extraído com 
solventes orgânicos. Lane 7: marcador de peso molecular Phi X 174 Hae III (New England). Ressalta-se que as 
amostras “branco” não são apresentadas na figura. 
 
 
 No artigo de Tassone et al. (2008), foi utilizado DNA extraído de sangue total. 

Posteriormente, a mesma técnica foi aplicada em DNA obtido de gotas de sangue coletadas 

em cartão FTA (Whatman). Os autores descreveram sucesso na reprodução da técnica com o 

DNA obtido dos cartões, com discretas variações. Diante disso, eles sugerem a aplicação do 

método em sangue coletado em cartão FTA, pois utiliza pouco material biológico e pode ser 

facilmente aplicado em recém-nascidos. Holden et al. (1996) já haviam realizado PCR 

utilizando DNA eluído de sangue coletado em cartões para analizar as regiões de repetições 

trinucleotídeos do gene FMR1 . Segundo os autores, um número de até 75 repetições de CGG 

(correspondente aos alelos NL e PM) foi identificado em PCR com DNA extraído de sangue 

coletado de modo convencional. Os mesmos resultados foram obtidos na PCR com DNA 

eluído de sangue coletado em cartões. Porém, segundo os autores, a partir desse mesmo 

material, não se obteve resultado da PCR quando foram analisadas grandes repetições de 

CGG. Mesmo assim, os autores sugerem a utilização de sangue coletado em cartões com as 

finalidades de: estabelecer freqüências alélicas; realizar triagem genética; e/ou para 

mapeamento. As vantagens de se utilizar amostras de sangue coletadas com cartão FTA são: 

1 2 3 4 5 6 7
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(i) não há necessidade de treinamento específico para coleta; (ii) o transporte e a estocagem 

das amostras é fácil; (iii) a coleta de sangue de crianças utilizando a lanceta para picada 

digital é menos traumática que a coleta por seringas ou tubos à vácuo; (iv) rápida extração de 

DNA. 

 Por meio dos resultados aqui apresentados, é possível verificar que a utilização de 

células da mucosa oral é uma importante opção à utilização de sangue para obtenção de DNA 

para realização do método de triagem da SXF. Normalmente, alguns pacientes, na maioria   

crianças, tendem a relutar em fornecer sangue por medo das agulhas. Pelas características 

psicológicas e cognitivas dos pacientes com SXF, há a tendência de serem agressivos no 

momento da coleta de sangue, o que dificulta, ou  até impossibilita o procedimento. Nesse 

aspecto, a coleta de células da mucosa oral acaba sendo uma opção menos invasiva, mais 

tranqüila e melhor aceita pelos pacientes. Por isso foi  importante demonstrar os resultados 

eficientes das PCRs realizadas com DNA extraído de células da mucosa oral. Hagerman et al. 

(1994), já haviam descrito um programa piloto utilizando saliva para identificar SXF em 

crianças com dificuldades de aprendizagem. Os autores conseguiram obter resultados 

equivalentes àqueles obtidos com sangue. Cristofolini  et al. (2006), por sua vez, descreveram 

um trabalho onde comparavam a realização de PCR de triagem da SXF, com DNA extraído 

de sangue e DNA extraído de células da mucosa oral. Nesse trabalho os autores relataram que 

a quantidade de DNA obtida de células da mucosa oral é menor do que a quantidade obtida de 

sangue, provavelmente por isso em alguns casos não houve sucesso da PCR. Porém, nos casos 

em que a PCR apresentou resultados, os mesmos foram equivalentes aos observados quando 

houve utilização de DNA extraído de sangue. Assim, o uso de células da mucosa oral é uma 

importante alternativa na obtenção de DNA para triagem da SXF, principalmente em 

pacientes com agravada deficiência mental. Além disso, outras vantagens do uso de células da 

mucosa oral podem ser observadas, segundo Cristofolini et al. (2006): coleta fácil e indolor; 

os pais podem ajudar na coleta; os resultados obtidos são confiáveis. 

 

 

5.4      Estimativa do custo do método no mercado nacional e do tempo necessário de 

execução  

 Após a padronização do método com a enzima Expand Long PCR System (Roche 

Diagnostic), foi possível realizar uma estimativa do custo para o mercado nacional e do tempo 

necessário para sua execução. Na estimativa também foram incluídas as diferentes formas de 
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obtenção do DNA. Os valores apresentados na Tabela 5 referem-se aos custos orçados em 

junho de 2010. 

Tabela 5.  Estimativa de custo e tempo para realização do método da PCR por paciente. 

Etapa 
Valor Estimado 

(R$) 

Tempo 

estimado  

Obtenção e 

Extração do 

DNA 

Sangue (Cartão FTA) 5,50 2 horas  

Sangue (Sistema à vácuo) 2,50 8 horas 

Células da mucosa oral 2,00 7 horas  

 1° e 2° PCR 2,00 7 horas  

Eletroforese e visualização do resultado 1,50 2 horas  

 

É possível observar que o método de obtenção e extração do DNA por células da 

mucosa oral tem o menor custo, mas demanda mais tempo. No entanto, utilizando o cartão 

FTA (Whatman), como feito por Tassone et al. (2008), observou-se que o custo foi 

comparativamente mais elevado, mas se mostrou o método mais rápido. Fernandez-Carvajal 

et al. (2009) em um estudo populacional na Espanha, também afirmam ser rápido o método de 

Tassone et al. (2008) que utiliza sangue coletado em cartões FTA. Em outro estudo molecular 

da SXF que utilizou DNA obtido de sangue coletado em cartões, os autores mencionam a 

rápida aquisição de resultados (HOLDEN et al., 1996)  

Como já dito anteriormente, o método padrão-ouro para diagnóstico da SXF é o 

Southern blot (utilizando sondas marcadas com radioisótopo). Segundo informações de um 

laboratório que realiza esse método rotineiramente, há um custo de R$ 650,00, com entrega 

em 60 dias (informações de junho de 2010). Considerando os resultados deste trabalho, 

observa-se que o custo nacional do método de Tassone et al. (2008) incluindo a coleta do 

sangue por cartão FTA, é de R$ 9,00 com demanda de 11 horas para realização do teste de 

triagem. Portanto, nota-se que o custo para realização do presente método representa 

aproximadamente 1,4% do custo e 0,77% do tempo necessário para realização do Southern 

blot.  

Além de Tassone et al. (2008), outros autores descrevem técnicas de triagem por PCR  

mais rápidas e com uma relação custo-benefício melhor do que o Southern blot. Haddad et al. 

(1996), por exemplo, apresenta um método de detecção de alelo FM em homens, que segundo 

os autores é de baixo custo e rápido. Panagapoulos et al. (1999), descrevem uma técnica que 

posteriormente foi aplicada por Rosales-Reynoso et al. (2007). Segundo os autores, essa 
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técnica que detecta alelos através do estado de metilação, apresenta alta concordância de 

resultados com o Southern blot, porém demanda menos tempo de realização e possui melhor 

custo-benefício. Dahl et al. (2007), apresentam uma técnica de PCR em tempo real que realiza 

o diagnóstico através do estado de metilação dos alelos (MS-PCR). Essa técnica, segundo os 

autores, representa um procedimento de triagem inicial, com baixo custo.  

O baixo custo aliado à rapidez do método de triagem por PCR (comprovados neste 

trabalho) reforçam a importância da utilização de métodos de PCR como triagem da SXF. A 

literatura se mostra farta em apresentar a importância da utilização de métodos de PCR como 

triagem, já que se tem buscado frequentemente modificações na técnica de PCR afim de obter 

melhores resultados (HADDAD et al., 1996; HAMDAM et al., 1997; PANAGAPOULOS et 

al., 1999; SALUTO et al., 2005; ROSALES-REYNOSO et al., 2007; DAHL et al., 2007; 

TASSONE et al., 2008). Assim, deveria-se em caso de suspeita da SXF, aplicar inicialmente o 

método de triagem por PCR e de acordo com Saluto et al., (2005), o Southern blot seria 

aplicado somente para casos em que não foi possível obter o diagnóstico da SXF, ou nos quais 

necessita-se saber o estado de metilação dos alelos. E ainda, conforme descreve Fernandez-

Carvajal et al., (2009), para determinar o tamanho dos alelos. 
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6. CONCLUSÕES 

Apesar da ausência de informações metodológicas, obteve-se sucesso na reprodução 

do método da PCR para triagem da SXF descrito por Tassone et al. (2008) utilizando-se 

enzima Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics), que exige hot start. Após 

inúmeras tentativas em reproduzir o método com a enzima FastStart Taq DNA Polymerase 

(Roche Diagnostics) não foi  possível obter resultados para 2a PCR. 

Com o método de triagem adaptado de Tassone et al. (2008) apresentado neste estudo, 

foi possível obter resultados para 75 das 78 amostras de indivíduos investigadas. Dos 75 

resultados por PCR, 70 foram coincidentes com o resultado obtido por Southern blot. Para os 

5 resultados não coincidentes, houve falha do método da PCR em diferenciar corretamente 

alelos PM e FM. As análises da exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade 

demonstraram que o método é capaz de identificar a presença dos diferentes tipos de alelos 

para a SXF em 100% dos pacientes. Porém a diferenciação dos alelos PM e FM não é precisa, 

o que promoveu a diminuição da exatidão (acurácia), sensibilidade e especificidade do 

método da PCR. 

Houve reprodutibilidade dos resultados da triagem por PCR adaptada utilizando DNA 

obtido de diferentes materiais biológicos/métodos de extração. Esse resultado é importante, 

principalmente, pois facilita a realização do exame em casos em que há relutância na doação 

de material biológico, como o sangue. Além disso, permite a aplicação de métodos de coleta 

em que não é necessária a existência de pessoas especializadas e cujo material pode ser 

facilmente transportado e armazenado.  

O custo aproximado para a realização da triagem da SXF por PCR adaptada no 

mercado nacional, considerando a coleta com cartão FTA, é de R$ 9,00 com demanda de 11 

horas. Independentemente do material biológico a ser utilizado para a identificação da SXF, a 

realização do método da PCR, é mais rápido e econômico que o método Southern blot. Isso 

satisfaz um dos principais requerimentos de um teste de triagem: ser rápido e ter um bom 

custo-benefício.  

Em conjunto, os resultados indicam que método da PCR adaptado de Tassone et al., 

(2008) é útil como triagem da SXF, no entanto, o Southern blot continua configurando o 

método padrão-ouro para diagnóstico molecular da SXF.  
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ANEXOS - Esquemas da aplicação da análise da exatidão (acurácia), especificidade e 

sensibilidade do método de triagem da PCR, comparado com o Southern blot.  

 

 

ANEXO A - Esquema da aplicação da análise em todos os 75 indivíduos com resultados 

conclusivos pela PCR. 

 

 
 
Legenda: a: indivíduos que por Southern blot (SB) possuem algum alelo para a SXF e que a PCR conseguiu 
diagnosticar (verdadeiros positivos); b: indivíduos que por SB não possuem alelos para a SXF, mas que a PCR 
diagnostica  algum alelo (falso-positivo); c: indivíduos que possuem por SB algum alelo para a SXF e que a PCR 
não diagnosticou nenhum alelo para a SXF (falso-negativo); d: indivíduos que por SB não possuem nenhum 
alelo para a SXF e que a PCR não diagnostica nenhum alelo (verdadeiro negativo). 
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ANEXO B - Esquema da aplicação da análise em indivíduos diagnosticados com alelos 

PM e NL pela PCR. 

 
 

 
 

Legenda: a: indivíduos que por Southern blot (SB) possuem alelo PM para a SXF e que a PCR conseguiu 
diagnosticá-lo  (verdadeiros positivos); b: indivíduos que por SB não possuem alelo PM para a SXF, mas que 
por meio da PCR há o há o diagnóstico do alelo PM (falso-positivo); c: indivíduos que por SB possuem alelo 
PM para a SXF e que por PCR foi identificado erroneamente como alelo FM (falso-negativo); d: indivíduos que 
não possuem por SB alelo PM para a SXF e que a PCR não diagnostica nenhum alelo expandido (verdadeiro 
negativo).  
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ANEXO C - Esquema da aplicação da análise em indivíduos diagnosticados com alelos FM e 

NL pela PCR. 

 

 
 

Legenda: a: indivíduos que possuem por Southern blot (SB) alelo FM para a SXF e que a PCR conseguiu 
diagnosticá-lo  (verdadeiros positivos); b: indivíduos que por SB não possuem alelo FM para a SXF, mas que 
por meio da PCR houve o diagnóstico do alelo FM (falso-positivo); c: indivíduo que por SB possui alelo FM 
para a SXF e que a PCR não conseguiu diagnosticá-lo (falso-negativo), de forma que por PCR, esse paciente foi 
identificado como sendo portador somente do alelo PM, não identificando o mosaicismo; d: indivíduos que não 
possuem alelo FM para a SXF e que a PCR não diagnostica nenhum alelo (verdadeiro negativo).  
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