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RESUMO 
 
 
VIVEIROS, Maria Teresa Martins. Análise clínica e molecular em indivíduos com 
deficiência mental idiopática no Maranhão: diagnóstico diferencial da síndrome do X 
frágil. 2013. 89 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – 
Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro e Universidade Federal do Maranhão, São Luiz, 2013. 
 

O retardo mental (RM) representa um problema de saúde pública mundial 
ainda negligenciado no Brasil e, em especial nas regiões mais pobres como o 
Nordeste. A síndrome do X frágil (SXF) é uma das formas mais estudadas de RM 
hereditário em seres humanos. Esta doença monogênica, de herança ligada ao X 
dominante, é decorrente de uma mutação no exon 1 do gene FMR1, localizado na 
região Xq27.3. A mutação no FMR1 se caracteriza pelo aumento de repetições de 
trinucleotídios CGG em tandem na região 5’ UTR desse gene, sendo a expansão 
dessas trincas o principal evento mutacional responsável pela SXF. De maneira 
geral, os fenótipos cognitivos de indivíduos do sexo masculino com a síndrome 
incluem deficiência intelectual de moderada à grave. No presente trabalho, 
realizamos um estudo transversal da SXF em indivíduos portadores de retardo 
mental de causa desconhecida, engajados em Programas de Educação Especial e 
em instituições psiquiátricas de São Luís-MA, rastreando amplificações de 
sequências trinucleotídicas no gene FMR1. A amostra foi composta por 238 
indivíduos do sexo masculino, não aparentados, na faixa etária de 4 a 60 anos 
(média = 21 ± 9 anos). O DNA dos participantes foi obtido a partir de 5 mL de 
sangue coletados em tubos com anti-coagulante EDTA e a análise molecular da 
região gênica de interesse foi realizada através da reação em cadeia da polimerase, 
utilizando-se três primers. Dentre os indivíduos triados quanto à presença de 
mutações no gene FMR1, apenas um apresentou um resultado inconclusivo e 2 
(0,84%) foram positivos para a SXF, sendo que um deles (3503) apresentou mais de 
200 repetições CGG no locus FRAXA e o outro indivíduo (3660) apresentou uma 
deleção de ~197 pb envolvendo parte das repetições CGG e uma região proximal às 
repetições CGG. Ambos possuíam história familiar de RM ligado ao X. No indivíduo 
3503 observamos as seguintes características clínicas: temperamento dócil, orelhas 
grandes, mandíbula proeminente e flacidez ligamentar. O indivíduo 3660 
apresentava hiperatividade, contato pobre com os olhos, orelhas grandes, 
mandíbula proeminente, pectus excavatum, macroorquidismo e pouca comunicação. 
O esclarecimento sobre a doença oferecido às famílias de ambos contribuiu 
sobremaneira para o entendimento da condição, do prognóstico e dos riscos de 
recorrência. A prevalência da SXF em nossa amostra, 0,84%, embora relativamente 
baixa, encontra-se na faixa de incidência de casos diagnosticados em outras 
populações que, em sua maioria, relatam incidências variando de 0 a 3%. Em parte, 
atribuímos o percentual encontrado aos critérios de inclusão utilizados em nosso 
estudo. Concluímos que o protocolo de triagem molecular utilizado em nosso estudo 
se mostrou eficiente e adequado para a realidade do Maranhão, podendo constituir 
uma ferramenta auxiliar a ser aplicada na avaliação de rotina dos portadores de RM, 
com grandes benefícios para o Estado. 

Palavras-chave: Síndrome do X Frágil. Retardo mental.  Mutação. FMR1. 
 



ABSTRACT 

 

 

Mental retardation (MR) is considered a global public health problem in Brazil 
and it is still ignored mainly in poor regions like Northeast Brazil. The fragile X 
syndrome (FXS) is one of the most common heritable disease in humans. it  is a 
monogenic disease with X-linked dominant inheritance due to a mutation in exon 1 of 
the FMR1 gene, located at Xq27.3 region. The mutation in FMR1 is characterized by 
the increase in number of CGG repeats in the 5 'UTR of the gene. This expansion of 
CGG triplets in the first exon of the FMR1 gene is the main mutational event 
responsible for FXS. In general, the cognitive phenotypes of males with this 
syndrome include intellectual disabilities from moderate to severe. In this work, we 
conducted a cross-sectional study of FXS in individuals with MR of unknown cause, 
in Especial Education Programs and Psyquiatric Instituitions in São Luís-MA, by 
screening for amplifications of trinucleotide sequences within the FMR1 gene. The 
sample consisted of 238 unrelated males, which ages were from 4 to 60 years (mean 
= 21 ± 9 years). The DNA of all individuals was obtained from 5 mL of peripheral 
blood which was colected in EDTA-anticoagulated tubes. The molecular analysis of 
the genetic region of interest was performed by polimerase chain reaction using three 
primers. Of the individuals screened for the presence of the mutation in the FMR1 
gene, only one was inconclusive and two (0.84%) were positive for FXS. One (3503) 
presented more than 200 CGG repeats in FRAXA locus, and the other (3660) 
presented with a ~ 197 bp deletion involving part of CGG repeats and a proximal 
region to the CGG repeats. Both of these individuals have family history of X-linked 
Mental Retardation. The individual 3503 has the following clinical features: docile 
temperament, large ears, prominent jaw and ligamentous laxity. The individual 3660 
presents hyperactivity, poor contact with eyes, large ears, prominent jaw, pectus 
excavatum, macroorchidism and little communication. Information about the disease 
helped the families of both individuals with FXS to understand the condition, the 
prognosis and about the recurrence risk. We found a FXS prevalence of 0.84% in our 
sample, although relatively low, it is in the range of incidence of diagnosed cases in 
other populations that report mostly incidences ranging from 0 to 3%. We partially 
attribute the percentage found due to the inclusion criteria used in our study. We 
conclude that the protocol for molecular screening used in our study proved to be 
efficient and appropriate to the reality of Maranhão, constituting an auxiliary tool to be 
applied in the routine assessment of patients with MR, with great benefits for the 
state. 

 
 Keywords: Fragile X Syndrome.  Mental Retardation.  Mutation.  FMR1. 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1-   Visão geral das causas de retardo mental............................... 16 

Figura 1 -  Micrografia eletrônica mostrando o sítio frágil na região Xq27.3 17 

Figura 2 - Paradoxo de Sherman................................................................ 19 

Figura 3 -  Gene FMR1................................................................................ 21 

Figura 4 - Proteína FMRP e gene FMR1...................................................... 22 

Figura 5 - Esquema da transcrição e tradução do gene FMR1................... 23 

Figura 6 - Aumento ou diminuição do número de repetições de 

marcadores STRs por replication slippage................................. 

 

25 

Figura 7-  Redução da força sináptica nas células dendríticas na síndrome 

do X frágil em relação ao normal................................................. 

 

28 

Quadro 1- Instituições envolvidas na pesquisa............................................. 36 

Quadro 2 - Concentração dos reagentes utilizados na reação em cadeia da 

polimerase................................................................................... 41 

Figura 8 - Esquema do gene FMR1 e estratégia de triagem por PCR ....... 43 

Quadro 3 - Indivíduos participantes da análise molecular do gene FMR1..... 46 

Figura 9 - Gel de poliacrilamida e heredograma do indivíduo 3503............ 56 

Figura 10 - Gel de poliacrilamida e heredograma do indivíduo 3660............ 56 

Figura 11 - Eletroferograma e região deletada do indivíduo 3660 ................ 57 

Figura 12 - Foto do indivíduo 3503 com a expansão CGG no gene FMR1.. 58 

Figura 13 - Heredograma do probando 3503................................................. 58 

Figura 14 - Foto da família do indivíduo 3660 com deleção no gene FMR1.. 59 

Figura 15 - Heredograma do probando 3660................................................. 60 

Gráfico 2 - Distribuição das características clínicas, físicas 

comportamentais dos indivíduos analisados para SXF............... 
61 

Gráfico 3 - Distribuição dos probandos analisados por idade....................... 64 



LISTA DE TABELAS  

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1 - Classificação do retardo mental de acordo com o quociente de 

inteligência...................................................................................... 15 

Tabela 2 - Iniciadores utilizados na reação em cadeia da polimerase ........... 40 

Tabela 3 - Resultados quanto à presença de mutação...................................  55 

Tabela 4 - Fenótipo dos indivíduos que apresentam mutação no gene FMR1 62 

Tabela 5 - Estimativa de prevalência da síndrome do x frágil em indivíduos 

com desabilidade intelectual.......................................................... 66 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

µL  Microlitro 

ADHD  Desordem de déficit de atenção com hiperatividade 

APAE  Associação dos Pais e Amigos dos excepcionais 

CEPEC-MA Centro de Pesquisa Clínica do Maranhão 

DNA Ácido desoxirribonucleico  

FMR1 Fragile X Mental Retardation 1 

FMRP 

FXR1 

FXR2 

FXR1P 

FXR2P 

Fragile Mental Retardation Protein 

Fragile X Mental Retardation, Autosomal Homolog 1 

Fragile X Mental Retardation, Autosomal Homolog 2 

Fragile X Mental Retardation, Syndrome-related Protein 1 

Fragile X Mental Retardation, Syndrome-related Protein 2 

FXTAS Síndrome do tremor/ataxia associado ao X frágil 

QI Quociente de inteligência 

KH1    Domínios de homologia á ribonucleoproteínas nucleares 

heterogêneas humana K 1 

KH2    Domínios de homologia á ribonucleoproteínas nucleares 

heterogêneas humana K 2 

MBP Proteína mielínica  básica 

mL Mililitro 

mRNP  Partículas de ribonucleoproteínas mensageiras 

NES   Sinal de exportação nuclear 

NLS   Sinal de localização nuclear 

NMT Macho normal transmissor 

OMS Organização mundial de saúde 

ORF Open reading frame 

PCR   Reação em cadeia da polimerase 

POF  Falha ovariana prematura 

Pré –RNAm Ácido ribonucleico mensageiro primário 

RGG  Box    Bloco RGG 

RM      Retardo mental 

RNA Ácido ribonucleico 



RNAm Ácido ribonucleico mensageiro 

RPM   Rotações por minuto 

SERVGEN    Serviço de Genética Humana da UERJ 

STRs Pequenas Repetições em tandem 

SUS  Sistema Único de Saúde 

SXF     Síndrome do X frágil 

UERJ Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

UTR     Região não traduzida 

XLMR     Retardo mental ligado ao X 

 

     

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO  

 

 INTRODUÇÃO................................................................................................   14 

1 O RETARDO MENTAL NO MUNDO...............................................................   15 

1.1 A síndrome do X frágil................................................................................... 17 

1.1.1  Padrão de herança........................................................................................... 18 

1.1.2  Características clínicas da SXF........................................................................  19 

1.1.3 O gene FMR1 e a base molecular SXF............................................................ 20 

1.1.4 A proteína FMRP.............................................................................................. 25 

1.1.5 Diagnóstico molecular...................................................................................... 28 

1.1.6 Aconselhamento genético e terapias alternativas............................................  30 

2 JUSTIFICATIVA..............................................................................................   31 

3 OBJETIVOS.....................................................................................................   32 

3.1 Objetivo geral..................................................................................................   32 

3.2 Objetivos específicos..................................................................................... 32 

4 METODOLOGIA...............................................................................................    33 

4.1 Tipo de estudo................................................................................................   33 

4.2 Critérios de exclusão.....................................................................................   33 

4.3 Amostra...........................................................................................................   34 

4.4 Avaliação Clínica...........................................................................................    37 

4.5 Métodos..........................................................................................................     37 

4.6 Avaliação Molecular.......................................................................................   38 

4.6.1 Extração de DNA..............................................................................................    38 

4.6.2 Estimativa da concentração e da integridade do DNA ....................................    39 

4.6.3 Identificação de amplificações no gene FMR1  por PCR.................................    39 

4.6.4 Reação de sequenciamento............................................................................. 44 

4.6.5 Análise das sequências.................................................................................... 45 

5 RESULTADOS.................................................................................................   46 

6 DISCUSSÃO...................................................................................................   63 

7 CONCLUSÕES. .............................................................................................   69 

  



 REFERÊNCIAS............................................................................................... 70 

 ANEXO A - Parecer do comitê de ética em pesquisa................................... 86 

 ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido.............................. 88 

 ANEXO C - Ficha clínica……………………………………………………….… 

  

89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

INTRODUÇÃO 

 

 

O retardo mental, embora não seja abordado de forma abrangente pelos 

órgãos responsáveis pela saúde no Brasil, constitui-se em um importante problema 

de saúde pública e deve ser levado em consideração em políticas públicas de 

promoção à saúde, principalmente em países de baixa renda.  

A síndrome do X frágil (SXF) é uma das formas mais estudadas de RM 

hereditário em seres humanos (Turner et al., 1996; De Vries et al., 1998; Kooy et al., 

2000). Em São Luís, assim como em todo o Maranhão, de acordo com o nosso 

conhecimento, não foram realizados estudos sobre a SXF utilizando o diagnóstico 

molecular em escolas especiais e hospitais psiquiátricos. Dessa forma, esse trabalho 

vem contribuir para um melhor entendimento sobre esta doença.  
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1 O RETARDO MENTAL E SUA INCIDÊNCIA NO MUNDO 

 

 

O retardo mental (RM), por ser uma condição complexa, não é facilmente 

definido (Ropers e Hamel, 2005). Devido ao seu conceito ser muito vasto e sofrer as 

influências no qual está estruturado, trata-se de condição clínica difícil de ser 

precisada, a qual, tende a ser denominada por aqueles que trabalham na área com 

a designação de deficiência intelectual (Assunção Jr, 2011). A definição mais usada 

(American Psychiatric Association, 1994) compreende três critérios: 1) 

funcionamento intelectual geral significantemente abaixo da média [quociente de 

inteligência (QI) menor que 70]; 2) limitações significativas no funcionamento 

adaptativo em pelo menos duas das seguintes áreas de habilidades - comunicação, 

autocuidado, capacidade de viver de forma independente, habilidades sociais e 

interpessoais, uso de serviços públicos, tomada de decisões, habilidades 

acadêmicas funcionais, trabalho, lazer, saúde, segurança 3) manifestação desses 

sintomas antes dos 18 anos. Com base no 

QI, o RM é subdividido em várias classes. Mais comumente a Organização Mundial 

da Saúde (OMS, 1980) utiliza a classificação e terminologia como descrita na tabela 

1. Contudo, muitos estudos utilizam apenas as terminologias leve (QI 50-70) e grave 

(QI <50) (Ropers e Hamel, 2005). 

 

 

 

 

Terminologia  Quociente de inteligência (QI)  

Profundo  <20 

Severo  20-35 

Moderado 35-50 

Brando  50-70 

Limítrofe 70-85 

Tabela 1.  Classificação do retardo mental de acordo com o quociente de 
inteligência  
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Em pesquisa realizada em diversos países nos anos 80, incluindo o Brasil 

como país representante da América Latina, foi encontrada uma prevalência de 

6,7% de desabilidade intelectual grave em uma amostra de 1.050 crianças entre 6 e 

9 anos de idade (Stein et al., 1986). Um estudo com 500 crianças entre 6 e 12 anos, 

conduzido no Rio de Janeiro, identificou 4% com QI abaixo de 70 (Assis, 2009).  

O RM representa um problema de saúde pública mundial ainda negligenciado 

no Brasil e, em especial nas regiões mais pobres como o Nordeste. De acordo com 

a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2004) o RM não pode ser “curado” com 

tratamentos medicamentosos. Assim, a principal abordagem na conduta dos 

indivíduos com essa condição é através do cuidado relacionado a evidências 

científicas, necessidades humanísticas, perspectivas familiares, normatização e 

integração (OMS, 2004). As causas do RM são vastamente heterogêneas e 

compreendem tanto insultos ambientais, exemplificados por má nutrição da mãe, 

acidentes perinatais e exposição intrauterina a agentes teratogênicos, como 

alterações genéticas. Estima-se que metade de todos o casos de RM seja 

decorrente de fatores ambientais e a outra metade devida a fatores genéticos 

(Winnepenninckx et al., 2003) (Gráfico 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1. Visão geral das causas de retardo mental. Adaptado de Curry et al., 
1997. 
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Fatores como má nutrição, falta de cuidados pré-natais e exposição a agentes 

químicos e infecciosos, comuns em países de baixa e média renda, podem contribuir 

para a maior prevalência de RM na América Latina (Katz et al., 2008; Sotelo, 2008 ). 

 Observa-se também, em diferentes populações, que o número de homens 

com deficiência mental ultrapassa em aproximadamente 30% o número de mulheres 

(Stevenson, 2000), o que evidencia, em relação aos fatores genéticos envolvidos, a 

importância de genes ligados ao cromossomo X na etiologia do RM. Sabemos hoje 

que 40% dos mais de 1.200 genes funcionais do cromossomo X são expressos no 

cérebro (Ropers, 2006). 

 

 

1.1  A síndrome do X frágil  

 

 

A síndrome do X frágil (SXF) é uma das formas mais estudadas de RM 

hereditário em seres humanos (Turner et al., 1996; De Vries et al., 1998; Kooy et al., 

2000). Trata-se de uma das primeiras doenças humanas associada a uma mutação 

dinâmica decorrente da expansão de trinucleotídios, no gene FMR1 (Fragile X 

Mental Retardation 1), localizado no cromossomo X (Jin e Warren, 2000). Em raros 

casos, SXF ocorre devido a uma mutação de ponto ou a deleção em parte do gene 

(De Boulle et al., 1993; Coffee et al., 2008). O nome X frágil é devido a observação, 

por técnicas citogenéticas, de um sítio frágil no cromossomo X na região Xq27.3 

(Sutherland et al., 1977) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Micrografia eletrônica mostrando o sítio frágil 

na região Xq27.3 Adaptado de Strachan e  Read , 2005. 

Cap. 11.5.  
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Esta síndrome é a principal causa de RM hereditário em todas as populações 

e grupos étnicos (Sutherland et al., 1993; Warren e Nelson, 1994), representando 

cerca de 30% do RM hereditário e sendo associado a alterações comportamentais, 

físicas e cognitivas (Crawford et al., 2001; Terracciano et al., 2005). Sua incidência é 

de aproximadamente 1 em cada 3.600 homens e 1 em 8.000 mulheres na população 

geral (Turner et al., 1996; De Vries et al., 1998; Kooy et al., 2000), sendo 

considerada a doença de maior importância epidemiológica entre homens com 

deficiência mental (Webb et al., 1986) e, deste modo, mostra-se de grande interesse 

clínico e científico.  

Martin e Bell (1943) descreveram vários homens com RM e com história 

familiar altamente indicativa de herança ligada ao cromossomo X. Em 1969, Lubs 

encontrou uma constrição secundária na extremidade do braço longo do 

cromossomo X em quatro homens com RM e três mulheres portadoras obrigatórias 

em uma única família (Lubs, 1969). Richards e Surtherland (1994) posteriormente 

analisaram o heredograma descrito por Martin e Bell e constataram que os homens 

afetados tinham a SXF. Atualmente, tanto a síndrome de Martin e Bell como a do X 

marcador são denominadas síndrome do X frágil (Penagarikano et al., 2007). 

Os sítios frágeis são nomeados pelo termo FRA, que significa fragility 

(fragilidade, em português), seguido pelo cromossomo onde eles estão localizados e 

uma letra indicando a ordem em que eles foram descobertos (Berger et al., 1985). 

No caso da síndrome o X frágil, o sítio frágil denomina-se FRAXA. 

 

 

1.1.1 Padrão de herança 

 

 

  A SXF é uma doença monogênica, de herança ligada ao X dominante, 

decorrente de uma mutação no exon 1 do gene FMR1, localizado na região Xq27.3 

(Fu et al., 1991; Oberlé et al., 1991; Verkerk et al., 1991). 

Em relação ao padrão de herança, a SXF apresenta algumas características 

não observadas em outras condições de herança ligada ao X dominante (Pembrey 

et al., 2001). Nos heredogramas de indivíduos com a síndrome, é possível observar 

homens, aparentemente normais, transmitindo a doença. Estes homens designados 

machos normais transmissores (NMT, do inglês, Normal Transmitting Males), por 
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apresentarem inteligência normal, se tornaram altamente conhecidos, sendo seus 

fenótipos bem documentados (Sherman et al., 1984). Mães e filhas de NTMs têm 

diferentes riscos de ter prole afetada, observando-se um aumento progressivo 

destes riscos nas gerações sucessivas (Sherman et al., 1984, 1985). Este padrão de 

herança complexo associado à SXF foi denominado Paradoxo de Sherman e é 

descrito na figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.2 Características clínicas da SXF 

 

 

Indivíduos portadores da SXF apresentam uma significativa heterogeneidade 

fenotípica, o que torna difícil o diagnóstico da doença em termos clínicos. De 

maneira geral, os fenótipos cognitivos de indivíduos do sexo masculino com a 

síndrome incluem deficiência intelectual de moderada à grave (Gothelf et al., 2005; 

Hessl et al., 2009), déficits na função executiva, na memória de curto prazo, no 

controle da atenção e no processamento aritmético e visual espacial (Schapiro et al., 

 
 

Figura 2. Paradoxo de Sherman. O Risco empírico de retardo mental 
aumenta de acordo com a posição no heredograma. O heredograma 
mostra o risco percentual (abaixo de cada indivíduo) de retardo mental 
baseado em estudos de famílias com X frágil. (Sherman et al., 1985). 
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1995). O fenótipo comportamental inclui pouco contato com os olhos, agitação com 

as mãos, mordidas nas mãos, ansiedade, hiperatividade, impulsividade, 

defensividade tátil, déficit de atenção, hipervigilância a estímulos sensoriais e, ainda, 

déficit de interação social, como timidez excessiva e agressão (Sullivan et al., 2006; 

Hallahan et al., 2012). Muitos meninos com SXF exibem comportamento autista 

(Kaufman et al., 2004). 

Entre as características físicas mais comuns temos as orelhas proeminentes, 

a face alongada e o macroorquidismo. Hiperextensibilidade das articulações, palato 

alto e pés chatos também podem ocorrer (Hagerman e Hagerman, 2002).  

Indivíduos do sexo feminino com SXF manifestam fenótipos mais brandos, 

devido ao cromossomo X não mutado produzir alguma quantidade da proteína 

FMRP (relacionada à taxa de inativação do X), embora seja difícil prever a gravidade 

dos sintomas com base nessa atividade do cromossomo. Em geral, as mulheres 

com a síndrome têm uma inteligência média ou deficiência intelectual branda e 

muitas vezes tem déficit de função executiva (Riddle et al., 1998). Elas também 

manifestam transtornos de humor e ansiedade social, acanhamento, características 

de desordem de déficit de atenção com hiperatividade (ADHD) combinada com 

déficit de linguagem e outros (e.g. deficiência em matemática) (Gothelf et al., 2005; 

Mazzocco et al., 2006; Roberts et al., 2009).  

A heterogeneidade fenotípica observada na SXF está relacionada ao tipo de 

mutação no gene FMR1 e ao mosaicismo somático, comum nesta condição 

(Hagerman et al., 1994; Merenstein et al., 1996; Kaufmann  et al., 1999, 2004). 

 

 

1.1.3 O gene FMR1 e a base molecular da SXF 

 

 

O gene FMR1, com 38 kb de comprimento, possui 17 exons (figura 3) (Ashley 

et al., 1993; Hinds et al., 1993; Eichler et al., 1994). Trata-se de um gene altamente 

conservado, que apresenta 95% de homologia com gene fmr1 do camundongo, o 

que torna esse animal um bom modelo para o estudo da SXF (Oostra, 1996). O 

FMR1 codifica, aproximadamente, 12 tipos diferentes de RNAm, que se originam 

através de processamento alternativo do pré-RNAm, e se expressam em vários 

tecidos, sendo sua expressão maior no cérebro (Verkerk et al., 1993). Por 
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hibridização em situ foi observada a grande expressão desse gene em tecidos de 

camundongos, como cérebro, testículos, ovários, esôfago, timo, olhos e baço; com 

moderada expressão no cólon, útero, tireóide e fígado e sem expressão no coração, 

aorta e músculo (Hinds et al., 1993; Jin e Warren, 2000).  

A mutação no FMR1 se caracteriza pelo aumento de repetições de 

trinucleotídios CGG na região 5’ UTR desse gene  (Fu et al., 1991; Oberté et al., 

1991; Verkerk et al., 1991). Esta expansão de trincas CGG em tandem no primeiro 

exon do gene FMR1 é o principal evento mutacional responsável pela SXF (Verkerk 

et al., 1991; Turner et al., 1996; De Vries et al., 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Embora em algumas doenças relacionadas à expansão de trinucleotídios as 

repetições estejam localizadas em regiões codificadoras do gene, no FMR1 tais 

repetições estão presentes numa região não codificadora, conhecida como 5’ UTR 

(Cummings e Zoghbi, 2000). 

O número de repetições CGG é polimórfico na população. Alelos normais 

apresentam entre 6 e 54 trincas, sendo 30 o número de repetições mais usualmente 

A 

B 

A 

B 

Figura 3. Desenho esquemático do gene FMR1. A: Cromossomo X 
mostrando a banda do locus FRAXA. B: Representação do gene FMR1; as 
partes em azul representam a regiões UTR, os segmentos em cinza 
representam os íntrons e aqueles em preto, os exons. O códon de início da 
tradução ATG, os 17 exons e as junções de splicing alternativo são 
mostrados. 
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encontrado nos alelos (Jin e Warren, 2000; Bassell e Warren, 2008).  Alelos com 

repetições entre 55 e 200 trincas são chamados de pré-mutados e são tipicamente 

encontrados em famílias com casos de SXF (Bassell e Warren, 2008).  Pessoas com 

a síndrome possuem mais de 200 repetições CGG e, como consequência, a região 

promotora do gene, incluindo a região rica em CGG, é hipermetilada (Verkerk et al., 

1991; Oberlé et al., 1991; Bassell e Warren, 2008) (figura 4). A metilação resulta na 

falta de transcrição do gene FMR1 e, como consequência, na ausência da proteína 

FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) no cérebro, acarretando o quadro 

clínico da SXF (figura 5) (Devys et al., 1993; Verheij et al., 1993).  
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Figura 4. Proteína FMRP e gene FMR1. A: Domínios da proteína FMRP (roxo). 
Os números representam a sequência de aminoácidos. NLS, Sinal de 
Localização Nuclear; KH1 e KH2, domínios de ligação de RNA; NES, sinal de 
exportação nuclear; RGG, ligante de RNA. B: Gene FMR1, exons (preto) e 
regiões não traduzídas (cinza). Alelos com repetições CGG na região 5’ UTR. 
Alelos comuns e intermediários (menos de 55 repetições); alelos com pré-
mutação (55-200 repetições) e alelos com mutação completa (> 200 repetições). 
Adaptada de Bassell e Warren, 2008.  
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Na população normal, as repetições CGG no gene FMR1 são polimórficas, mas 

herdadas de maneira estável, sendo intercaladas por trincas AGG que são mais 

frequentemente encontradas nas posições 10 e 20 (Eichler et al., 1994; Kunst e 

Warren, 1994).  A perda dessas interrupções AGG leva à instabilidade, acarretando 

maior susceptibilidade à pré-mutação, especialmente quando há mais de 30 

repetições CGG. Em contraste ao alelo normal, a pré-mutação é instável e pode se 

expandir para a mutação completa ou para uma pré-mutação de tamanho diferente 

(Oberlé et al., 1991).  

Alelos pré-mutados ocorrem em 1 a cada 130-250 mulheres e 1 a cada 250-

800 homens, sendo assim, mais frequente em mulheres (Dawson et al., 1995; 

Rousseau et al., 1995; Hagerman et al., 2008).  A pré-mutação não diminui a 

produção de proteína FMRP, mas eleva os níveis de produção de RNAm do gene 

FMR1, que atingem duas a oitos vezes o normal (Tassone et al., 2000; Kenneson et 

Figura 5. Esquema da transcrição e tradução do gene FMR1 em indivíduos com 
alelos normais, com alelos pré-mutados e com mutação completa. Observa-se 
a diferença na patogênese entre a mutação completa e a pré-mutação.  
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al., 2001) (Figura 5). Isto pode levar a características clínicas que os portadores de 

mutação completa não desenvolvem, tais como: falha ovariana prematura (POF) e a 

síndrome do tremor/ataxia associada ao X frágil (FXTAS) (Hagerman, 2010). As 

portadoras da pré-mutação apresentam risco aumentado para surgimento de falha 

ovariana prematura (POF), clinicamente definida como a interrupção do ciclo 

menstrual antes dos 40 anos de idade. A falha na função ovariana ocorre em 21% 

das mulheres com a pré- mutação X frágil, ao passo que, na população geral a 

frequência de POF no sexo feminino é de 1%. Aproximadamente, 2% e 14% das 

mulheres com POF isolada ou familiar, respectivamente, são portadoras da pré-

mutação (Sherman, 2000). Além dessas disfunções, alguns estudos têm associado 

a pré-mutação com outras patologias como doença da tireóide, hipertensão, 

ataques, neuropatia periférica, fibromialgia ou dor muscular crônica (Coffey et al., 

2008). 

Embora a expansão de trincas CGG no FMR1 seja a principal causa da 

síndrome do X frágil, a literatura descreve outros tipos de alterações moleculares 

neste gene associadas à doença, embora de ocorrência bem mais rara: mutações 

de ponto, deleções de variados tamanhos (incluindo todo o gene) e rearranjos 

cromossômicos que afetam parte ou todo o gene FMR1 (De Boulle  et al., 1993; 

Wells, 2009). 

 As pequenas repetições em tandem (STRs) possuem uma taxa de mutação 

de até 10-3 por geração (Heyer, 1997), em função do mecanismo conhecido como 

replication slippage em que há um “deslizamento” da enzima DNA polimerase 

durante a replicação do DNA provocando alterações no número de repetições (figura 

6). Embora este mecanismo molecular de expansão de CGG não seja ainda claro, o 

modelo baseado na replicação em que há o slippage de fragmentos de Okazaki 

perfeitos repetidos é mais aceito como sendo responsável pela expansão da 

repetição. O modelo explica que a maioria dos alelos normais possui cerca de 30 

repetições CGG que são interrompidas por trincas AGG. Quando a fita nascente de 

DNA possui mais do que 30 repetições CGGs sem a interrupção, o fragmento de 

Okazaki com repetições CGG tenderá a uma “derrapagem” durante a replicação, 

provavelmente também influenciado por uma estrutura de DNA não usual devido à 

repetição (Chung et al., 1993; Kunst e Warren, 1994;  Eichler et al., 1996). 
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1.1.4 A proteína FMRP 

 

 

A proteína FMRP possui 632 aminoácidos e cinco domínios bem 

caracterizados (Rousseau et al., 2011), incluindo dois domínios de homologia a 

ribonucleoproteínas heterogêneas nucleares humanas K (KH1 e KH2), domínio Arg-

Gly-Gly (caixa RGG), sinal de localização nuclear (NLS) e de exportação nuclear 

(NES) (figura 4) (Bassell e Warren, 2008). Análises da sequência de aminoácidos 

desta proteína indicam ser ela um ligante de RNA devido aos domínios KH1, KH2, e 

aos clusters de resíduos de arginina e glicina (boxe RGG) (Ashley et al., 1993; Siomi 

et al., 1993).  

A proteína FMRP age como repressor da tradução tanto in vitro como in vivo 

(Laggerbauer et al., 2001; Li et al., 2001; Mazroui et al., 2002), com seu efeito mais 

pronunciado nas sinapses (Zalfa et al., 2003).  Contudo, não é claro como a proteína 

atua no processo de regulação (Laggerbauer et al., 2001; Lu et al., 2004; Stefani et 

Figura 6. Aumento ou diminuição do número de repetições de 
marcadores STRs por replication slippage. (Adaptado de Hawk et al., 
2005). 
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al., 2004). Muitas isoformas da FMRP são produzidas por extensivo splicing 

alternativo, sendo encontradas em diversos tecidos, e algumas delas em 

quantidades diferentes (Ashley et al., 1993; Khandjian et al., 1995; Verheij et al., 

1995).  

A proteína FMRP tem se mostrado importante em três eventos principais para 

as funções e desenvolvimento neuronais normais: transporte dos mRNAs  do núcleo 

para o citoplasma, modulação da localização desses mRNAs e regulação da síntese 

de proteína local (Feng et al., 1997). 

Uma mutação de sentido trocado (missense) em que há a mudança de um 

resíduo de isoleucina por asparagina na posição 304 da proteína FMRP (I304N) tem 

sido proposta estar ligada ao retardo mental grave (De Boulle et al., 1993). Esta 

mudança acontece no segundo domínio KH, sendo a isoleucina nesta posição 

bastante conservada em quase todos os domínios KH de diferentes proteínas (Siomi 

et al., 1994;  Musco et al., 1996).  

Dois homólogos autossômicos FXR1 e FXR2 do gene FMR1, têm sido 

identificados e suas estruturas protéicas completas são bastante similares a da 

proteína FMRP (aproximadamente 60% de identidade), possuindo domínios 

característicos de ligação a RNAs e também a capacidade de associação com 

ribossomos (Siomi et al., 1995; Zhang et al., 1995). Estudos in vivo e in vitro 

mostram que a FMRP, FXR1P e FXR2P formam homo e heterodímeros, sugerindo 

que esta oligomerização possa ter importância biológica (Zhang et al., 1995).  

Devido a estas similaridades, as proteínas FXR1P e FXR2P podem compensar as 

funções da proteína quando a FMRP está ausente, tanto em humanos como em 

camundongos. Em células de indivíduos com X frágil e camundongos knockout para 

o gene FMR1 verificou-se a expressão normal das proteínas FXR1P e FXR2P 

(Hoogeveen et al., 1997). 

Estudos sobre a especificidade de ligação da proteína FMRP ao RNA têm 

mostrado que essa proteína se liga preferencialmente a regiões Poli (G) e Poli (U) 

ao invés de Poli (C) e Poli (A) in vitro (Jin e Warren, 2000). Além disso, a proteína 

apenas se liga a algumas moléculas de RNAm do cérebro in vitro, incluindo a região 

3’ UTR da proteína mielínica básica (MBP) e a do próprio mensageiro FMR1 (Brown 

et al., 1998). Contudo, in vivo, a especificidade de ligação e os alvos de RNA nativo 

da proteína FMRP ainda estão por ser determinados, sendo isto de muita 

importância para o melhor entendimento das funções fisiológicas da proteína FMRP. 
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Estudos apontam que os domínios proteicos KH1, KH2 e RGG sejam 

responsáveis pela interação com o RNA. Todavia, ao criar mutantes de deleção nas 

regiões N-terminal, KH e C-terminal da FMRP, apenas o primeiro domínio KH foi 

mostrado interagir com RNA (Adinolfi et al., 1999; Jin e Warren, 2000). A proteína 

FMRP também tem sido relatada em associação com polirribossomos de uma 

maneira dependente de RNA via partículas de ribonucleoproteínas mensageiras 

(mRNP) (Tamanini et al., 1996; Corbin et al., 1997). Considerando o fenótipo severo 

dos pacientes com mutação de ponto, a associação da proteína com 

polirribossomos pode ser funcionalmente importante (Jin e Warren, 2000).  

Estudos mostram que a proteína FMRP pode formar dímeros e que proteínas 

com a mutação falham em tal papel, o que sugere que a dimerização possa ser 

crítica para a associação da FMRP com polirribossomos (Feng et al., 1997; 

Laggerbauer et al., 2001).    

Espinhas dentríticas anormais foram observadas tanto em pacientes com X 

frágil como em camundongos knockout para fmr1. Isso sugere que na maioria dos 

pacientes com X frágil, devido à ausência da proteína FMRP, a síntese proteica seja 

desregulada durante o desenvolvimento sináptico levando ao retardo mental (Hinton 

et al., 1991; Comery et al., 1997; Jin e Warren, 2000).  

Na ausência da proteína FMRP ocorre uma desregulação da transcrição local, 

o que leva ao desequilíbrio no controle espacial e temporal dos níveis de proteína 

nos sinaptoneurossomos (Muddashetty et al., 2007).  Indivíduos com SXF têm 

espinhas dentríticas longas, finas e imaturas (figura 7) que são similares às espinhas 

dentríticas de camundongos knockout para o gene fmr1 (Comery et al., 1997; 

Grossman et al., 2006; Mineur et al., 2006; Baker et al., 2010). 
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1.1.5 Diagnóstico molecular 

 

 

Com o advento da clonagem do gene FMR1 e a caracterização do tipo de 

mutação associado à doença (Verkerk et al., 1991; Oberlé et al., 1991; Yu et al., 

1991), o diagnóstico da SXF e a identificação dos indivíduos normais transmissores 

nas famílias, através de testes genéticos, tornou-se mais precisa (Santos, 2002). 

A caracterização do tipo de mutação responsável pela SXF tem possibilitado, 

através do uso de testes moleculares sensíveis e específicos, o diagnóstico direto 

por análise do DNA, que é útil no diagnóstico diferencial do RM. Pode-se agora 

estimar a real contribuição da síndrome na população de deficientes mentais. Vários 

autores (Brown, 1996; Knight et al., 1996; Murray et al., 1996; Patsalis et al., 1999) 

sugerem a realização de estudos populacionais em larga escala para triagem da 

SXF, de forma a estabelecer a prevalência desta síndrome na população de 

deficientes mentais. Mesmo em países desenvolvidos da Europa, mais de 50% dos 

casos da doença são subdiagnosticados (De Vries et al., 1997), o que reflete a lenta 

introdução das novas ferramentas de diagnóstico no cuidado dos deficientes 

mentais. A frequência da SXF entre indivíduos com RM, estimada a partir de alguns 

estudos moleculares (Jacobs et al., 1993; Turner et al., 1996; Mila et al.,1997; 
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Figura 7. Redução da força sináptica nas células dendríticas na Síndrome 
do X frágil em relação ao normal. Figura modificada de Bear et al., 2004. 
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Aspillaga et al.,1998; Haddad et al., 1999; González-del Angel et al., 2000; Mulatinho 

et al., 2000; Hecimovic et al.,2002; Pandey et al.,2002; Bastaki et al., 2004; Behery, 

2008; Yim et al., 2008) tem variado entre 0 e 17% e, em função dessas estimativas, 

novas condutas médico-educacionais têm sido adotadas em vários países 

(Robinson et al., 1996).  

 O uso do método de Southern blot permite a distinção dos alelos normais, 

pré-mutados e mutados, além de definir se está ou não ocorrendo expressão gênica. 

Utilizam-se duas enzimas de restrição para a digestão do DNA, sendo que uma 

delas deve apresentar sítios de clivagem flanqueando as repetições CGG e a outra 

deve ter seu sítio de restrição sensível à metilação. Embora este tipo de análise 

ofereça uma das mais altas performances em termos de diagnóstico (99% de 

sensibilidade e 100% de especificidade), quando comparada a outros testes de DNA 

disponíveis (Rousseau, 1994), ele requer a utilização de material radioativo, o que 

limita sua aplicação como teste de rotina.   

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é outra técnica que tem sido 

utilizada para o diagnóstico da síndrome (Fu et al., 1991; Pergolizzi et al., 1992; 

Haddad et al., 1996). O protocolo desenvolvido por Fu e colaboradores (1991) é 

bastante adequado e amplamente usado para determinar o número de repetições 

CGG em alelos normais e pré-mutados, sendo de grande valor na identificação de 

indivíduos normais transmissores. Os protocolos descritos por Pergolizzi et al. (1992) 

e Haddad et al. (1996) apresentam alta eficiência na detecção dos alelos mutados, 

sendo indicado para o rastreamento de amplificações no gene FMR1 em indivíduos 

do sexo masculino portadores de retardo mental de etiologia desconhecida. 

Contudo, o protocolo de Haddad et al. (1996) apresenta maior praticidade e rapidez 

em identificar alelos mutatos em indivíduos do sexo masculino, pois diferentemente 

do método de Pergolizzi et al. (1992) não há etapa de hibridização. A limitação 

encontrada no protocolo de Haddad et al. (1996) é a impossibilidade de utilizar 

indivíduos do sexo feminino, pois, devido a mulher possuir dois cromossomos X, o 

método só identificaria a mutação caso a mulher tivesse os dois X mutados. 
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1.1.6 Aconselhamento genético e terapias alternativas 

 

 

 O aconselhamento genético é de suma importância para que todos os 

aspectos, envolvendo o diagnóstico, o prognóstico e os riscos de recorrência da 

doença sejam informados à família. A partir desse processo, ações poderão ser 

direcionadas, de modo que, sejam tomadas medidas adequadas relativas ao manejo 

dos pacientes com SXF e seus familiares (Finucane et al., 2012). 

 Ao identificar um indivíduo com a SXF, torna-se extremamente importante 

proceder à investigação de outros familiares, como forma de identificar os indivíduos 

portadores de alelos pré-mutados e, portanto, transmissores em potencial da 

síndrome. Estes devem ser informados sobre o risco de manifestação de sintomas 

neurológicos após os 50 anos de idade (síndrome do tremor/ataxia associada ao X 

frágil - FXTAS), além da possibilidade de ocorrência de falha ovariana prematura 

(POF) (Jacquemont et al., 2004; Hagerman, 2010). 

Infelizmente, existem poucos estudos que demostram a eficiência dos 

tratamentos com drogas, sendo que estes examinam a eficiência de medicamentos 

tradicionais que tratam os sintomas mais comuns como o déficit de atenção. A 

maioria dos estudos promissores destacam a terapia gênica focando a teoria do 

recepertor de glutamato (antagonistas mGluR), contudo, grande parte desses 

estudos utilizam modelos animais. Praticamente nenhum estudo tem demonstrado a 

eficiência da combinação de intervenções educativas, psicológicas e terapêuticas no 

tratamento da SXF (National Institute of Health, 2008).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

O retardo mental, embora não seja abordado de forma abrangente pelos 

órgãos responsáveis pela saúde no Brasil, constitui-se em um relevante problema de 

saúde pública e deve ser levado em consideração em políticas públicas de 

promoção à saúde, principalmente em países de baixa renda.  

A contribuição da genética em relação à causa de muitas patologias começa 

a ter um impacto direto na prática médica, mudando rapidamente o tipo de 

informação que pode ser oferecido à população. Com o advento e aplicação de 

técnicas moleculares de diagnóstico, é crescente o número de pessoas que se 

beneficiam desses avanços, uma vez que, estas metodologias permitem, além da 

confirmação do diagnóstico clínico, pré-sintomático e pré-natal, a identificação dos 

indivíduos transmissores, o que abre caminho para que a medicina se torne mais 

preditiva e preventiva.  

 Em São Luís, assim como em todo o Maranhão, de acordo com o nosso 

conhecimento, não foram realizados estudos sobre a SXF utilizando o diagnóstico 

molecular em escolas especiais e hospitais psiquiátricos. Dessa forma, esse trabalho 

tem uma grande importância social para esta população, uma vez que poderá 

fornecer alguma informação sobre a incidência desta forma de deficiência mental, 

com perspectivas ao oferecimento de aconselhamento genético às famílias dos 

portadores da síndrome, em paralelo ao direcionamento de terapias específicas.   
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

Realizar um amplo estudo molecular rastreando amplificações de sequências 

trinucleotídicas no gene FMR1 em indivíduos portadores de retardo mental de causa 

desconhecida engajados em Programas de Educação Especial, e em Instituições 

psiquiátricas em São Luís-Ma. 

 

 

 3.2 Objetivos Específicos  

 

 

Determinar a prevalência da SXF entre indivíduos do sexo masculino com RM 

inseridos em instituições de educação especial e hospitais psiquiátricos de São Luís 

do Maranhão; 

 

Identificar mutações no gene FMR1 em indivíduos portadores de RM de causa 

desconhecida engajados em Programas de Educação Especial, e em Instituições 

psiquiátricas de São Luís do Maranhão; 

 

 
Descrever o perfil clínico dos indivíduos em Programas de Educação especial e 

Hospitais psiquiátricos em São Luís-Ma; 

 

 

Identificar famílias nas quais as mutações estão segregando; 
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4 METODOLOGIA 

 
 
4.1 Tipo de estudo 

 

 

Foi realizado um estudo transversal da SXF com indivíduos do sexo 

masculino e com retardo mental de causa desconhecida. Este estudo foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em pesquisa do Hospital Universitário da Universidade Federal 

do Maranhão sob parecer nº 348/10 (Anexo 1). Todas as condutas adotadas nesta 

pesquisa seguiram normas éticas do CNS/Ministério da Saúde (Resolução 196/96) 

que regem as pesquisas envolvendo seres humanos e tiveram início apenas após 

autorização formal das Instituições participantes, assim como, dos responsáveis. 

 

 

4.2 Critérios de exclusão 

 

 

 Indivíduos com síndrome Down. 

 Indivíduos com paralisia cerebral. 

 Indivíduos diagnosticados com autismo grave  

 Indivíduos diagnosticados com microcefalias. 

 Outros diagnósticos firmados por médicos neurologistas. 

 

 Indivíduos do sexo feminino. 
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4.3 Amostra 

 

 

A amostra foi constituída por indivíduos brasileiros do sexo masculino, não 

aparentados, com retardo mental de causa desconhecida pertencentes a Programas 

de Educação Especial e Hospitais Psiquiátricos em São Luís, Maranhão. As 

amostras foram obtidas no período de março de 2011 a dezembro de 2011. Foram 

envolvidas as seguintes instituições (Quadro 1): 

 

 Centro de Ensino de Educação Especial Padre João Mohana. 

 Centro de Ensino de Educação Especial Helena Antipoff  

 APAE – Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais de São Luís 

 Clínica La Ravardière de Neuropsiquiatria  

 Clínica São Francisco de Neuropsiquiatria  

 

 

 Centro de Ensino de Educação Especial Padre João Mohana  

 

 

Instituição localizada em área urbana de São Luís, no bairro de Vinhais, cujo 

objetivo é promover a inclusão social dos alunos com retardo mental ou múltiplos 

transtornos invasivos do desenvolvimento e síndromes, através de ações sócio- 

educativas promovidas pelo atendimento educacional especializado. 

Nesta instituição foram avaliados todos os indivíduos que naquele momento 

frequentavam a escola nos turnos matutino e vespertino que apresentavam um grau 

de retardo mental mais grave.  Foram selecionados e avaliados 20 indivíduos nessa 

instituição. 
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 Centro de Ensino de Educação Especial Helena Antipoff 

 

 

Instituição localizada em São Luís, no bairro Maranhão Novo, que assiste 

indivíduos especiais a partir de 14 anos. Trata-se de escola de estrutura física 

ampla, arejada e muito acolhedora. A instituição dispõe de ônibus que conduz os 

alunos nos dois turnos e oferece vários tipos de oficinas pedagógicas, além de 

quadro de professores em número adequado para interação com os alunos e seus 

familiares.   

Foram avaliados todos os 99 alunos que, no momento da pesquisa, 

frequentavam a instituição e que já haviam sidos diagnosticados em outras 

instituições como deficientes mentais de causa desconhecida.  

 

 

 APAE – Associação dos Pais e Amigos dos Excepcionais de São Luís 

 

 

Instituição localizada em área urbana de São Luís, no bairro do Anil. A APAE 

é uma instituição filantrópica que norteia suas ações baseando-se em três eixos 

principais: saúde, reabilitação e educação. Oferece serviços educacionais, através 

da Escola Especial Eney Santana, que proporciona aos seus alunos condições de 

ingresso em classes especiais, como atividades laborais, cursos e oficinas 

pedagógicas que possibilitam ao aluno desenvolver a criatividade, o senso crítico, a 

socialização e a inserção no mercado de trabalho. Foram avaliadas e selecionadas 

85 crianças nessa instituição. 

 

 

 Clínica La Ravardière de Neuropsiquiatria  

 

 

Hospital psiquiátrico convencionado com o Sistema Único de Saúde (SUS), 

localizado no bairro do Olho d’água, que oferece assistência a pacientes com 

transtornos mentais e que receberam, em datas anteriores, alguns indivíduos com 
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retardo mental que foram internados jovens e, por não possuírem famílias, residem 

no hospital. Foram avaliados 21 indivíduos nessa instituição. 

 

 

 Clínica São Francisco de Neuropsiquiatria  

 

 

Hospital psiquiátrico, localizado na periferia de São Luís, no bairro Cidade 

Operária, conveniado com o Sistema Único de Saúde, que oferece assistência 

psiquiátrica para pacientes do interior e da capital. Segundo relato da assistente 

social, alguns pacientes residem no hospital porque perderam o vínculo com a 

família ou apresentam algum grau de irritabilidade e agressão. 

Nesta instituição, os diagnósticos de retardo mental idiopático foram 

realizados pelo serviço de neurologia e psiquiatria e 13 indivíduos foram 

selecionados. 

 

 

 

Local  Indivíduos  

Centro de Ensino de Educação Especial Padre João 

Mohana  
20  

Centro de Ensino de Educação Especial Helena 

Antipoff  
99  

APAE – Associação de Pais e Amigos dos 

Excepcionais de São Luís  
85  

Clínica La Ravardière de Neuropsiquiatria  21  

Clínica São Francisco de Neuropsiquiatria  13  

 

Quadro 1. Instituições envolvidas na pesquisa 
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4.4 Avaliação Clínica   

 

Todos os indivíduos participantes foram previamente diagnósticados com RM. 

Os que eram das Escolas Especiais foram diagnosticados em ambulatórios públicos 

e consultórios particulares antes de serem direcionados às Escolas. Aqueles 

encontrados nos Hospitais conveniados ao SUS (Clínica La Ravardière e São 

Francisco de Neuropsquiatria) foram diagnosticados por Neurologistas e Médicos 

especialistas da própia Instituição.  

A avaliação clínica foi realizada pela pesquisadora sob orientação de um 

Médico (psiquiatra) e por uma pediatra. A ficha clínica utilizada foi padronizada pelo 

Serviço de Genética Humana (SERVGEN) da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (Anexo 3). 

Para aferir os valores do volume testicular foi usado o orquímetro de Prader. 

Quanto às medidas das orelhas e aferição do perímetro encefálico foi utilizada fita 

métrica e as medidas foram baseadas em tabelas específicas.  

 

 

4.5 Métodos  

 

 

Após a avaliação clínica, procedemos à coleta de sangue feita nas 

instituições, auxiliada por uma técnica de enfermagem e um bolsista de iniciação 

científica. De cada participante, foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubos 

contendo EDTA com anticoagulante, sendo o material levado ao Centro de Pesquisa 

Clínica do Maranhão (CEPEC-MA), onde procedemos à separação do anel 

leucocitário (buffy-coat) e, posteriormente, realizamos a extração do DNA. 

Tivemos dificuldades em coletar amostras de sangue de três crianças da 

Escola Helena Antipoffi que foram levadas ao CEPEC acompanhadas de familiares. 
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4.6 Avaliação Molecular 

 

 

4.6.1 Extração de DNA 

 

 

Os tubos com 5 mL de sangue foram armazenados a 4º C até o isolamento do 

anel leucocitário. Para isto, eles foram centrifugados em temperatura ambiente a 

2.500 rotações por minuto (rpm) em centrífuga 5417R (EPPENDORF) durante 10 

minutos. Após a centrifugação foi feita a separação do plasma e o anel leucocitário 

foi colocado em um microtubo de 1,5 mL e armazenado a -80º até a extração de 

DNA.  

A extração do DNA foi realizada no CEPEC-MA (Centro de Pesquisa Clínica 

do Maranhão). Utilizando o kit de extração de DNA genômico IllustraTM blood 

genomic prep mini spin (GE Healthcare), seguindo o protocolo recomendado pelo 

fabricante. Foram adicionados em cada microtubo de 1,5 mL, 20 µL de proteinase, 

400 µL de tampão de lise, 200 µL de sangue, e esta mistura foi deixada à 

temperatura ambiente e homogeneizada em vórtex intermitentemente por 10 

minutos. Logo após esse período, a mistura foi transferida para uma coluna 

acoplada em um tubo de 2 mL e esse foi centrifugado por um minuto à temperatura 

ambiente a 11.000 rpm em centrifuga 5417R (EPPENDORF). O DNA extraído ficou 

retido na coluna e o sobrenadante foi desprezado. Em seguida, adicionou-se 500 µL 

de tampão de lise e centrifugou-se novamente a coluna por um minuto à 

temperatura ambiente a 11.000 rpm, descartando-se novamente o sobrenadante. 

Após esta etapa, foi adicionado 500 µL de Wash buffer type 5 para a limpeza da 

coluna contendo o DNA. A coluna foi novamente centrifugada à temperatura 

ambiente por um minuto a 11.000 rpm para desprezar o sobrenadante. Em seguida, 

centrifugou-se à temperatura ambiente por 3 minutos a 11.000 rpm para a secagem 

da coluna e retirada do resíduo de etanol. Após sua limpeza, a coluna foi transferida 

para um novo microtubo. A este microtubo foi adicionado 200 µL do tampão de 

eluição EB5, previamente aquecido a 70º C, deixando-se à temperatura ambiente 

por um minuto seguido de centrifugação por um minuto à temperatura ambiente a 

11.000 rpm. O tubo com o sobrenadante contendo o DNA foi armazenado a -20º C 

até o momento de sua utilização e a coluna usada na extração foi descartada. 
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4.6.2 Estimativa da concentração e da integridade do DNA 

 

 

Esta etapa, bem como, as demais análises moleculares foram realizadas no 

SERVGEN/Departamento de Genética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

(UERJ). 

 Para avaliar a integridade do DNA, as amostras foram submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 0,8% (INVITROGEN) diluídas em tampão TBE 1X 

[Tris 89 mM (USB), ácido bórico 89 mM (ISOFAR), EDTA 2mM (USB)]. No preparo 

das amostras, 1 µL da alíquota de DNA foi adicionado a 1 µL de corante de corrida 

[azul de bromofenol 0,125% (SIGMA), xileno cianol 0,125% (MERCK), glicerol 15% 

(MERCK); 1X gelred (Biotium)] e 8 µL de água milliQ. A eletroforese foi realizada a 

70 V por uma hora em cuba horizontal (Horizon 58 - INVITROGEN), usando-se 

como tampão de corrida TBE 1X [Tris 89 mM (USB), ácido bórico 89 mM (ISOFAR), 

EDTA 2mM (USB)]. O gel foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta 

(modelo TM20- UVP). A qualidade do DNA foi estimada por meio de comparação 

com um marcador de peso molecular λ-DNA (INVITROGEN). 

  A concentração das amostras foi estimada por meio de espectrometria em 

um NanoDrop 2000 (FISHER SCIENTIFIC). Foi pipetado um microlitro de DNA para 

leitura da absorbância. O tampão de eluição comercial usado na extração de DNA 

foi utilizado como branco na calibração do equipamento. A estimativa da 

concentração foi calculada pelo equipamento com a configuração da quantidade de 

DNA de dupla fita. 

 

 

4.6.3 Identificação do aumento no número de repetições CGG no gene FMR1 

através da reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

 

 Por tratar-se de um amplo estudo, a triagem de mutações no gene FMR1 foi 

realizada através da técnica de reação em cadeia da polimerase não-isotópica 

descrita por Haddad et al. (1996). Trata-se de um método prático e específico, sendo 

adequado a programas de triagem populacional.  
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Foram utilizados três primers que amplificaram uma região de 223 pb 

(controle interno monomórfico) e um fragmento contendo a região das repetições 

CGG (tabela 2). 

 

 

 

 

O detalhamento das condições da reação de amplificação utilizada consta no 

Quadro 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primers Sequência  

F 5’ -AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA- 3’ 

U 5’ -CGACCTGTCACCGCCCTTCAGCCTTCC- 3’ 

L 5’ -CGCTGCGGGTGTAAACACTGAAACCACGTC- 3’ 

Tabela 2. Oligonucleotídios iniciadores utilizados na reação em cadeia da 
polimerase (Haddad et al., 1996) 
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Reagentes Quantidades 

Tampão de reação 10X (BIOTOOLS)* 1X 

MgCl2 (BIOTOOLS) 2,0 mM  

dNTPs (dATP, dCTP, dTTP) (GE HEALTHCARE)  200 µM  

dGTP (GE Healthcare) 50 µM 

7-deaza dGTP (GE Healthcare ) 150 µM 

Oligonucleotídio L (INVITROGEN) 2,5 pmol  

Oligonucleotídio F (INVITROGEN) 5,0 pmol 

Oligonucleotídio U (INVITROGEN) 7,5 pmol 

DNA genômico 100 ng 

Tth DNA polimerase (BIOTOOLS)  2 U 

Dimetilsulfóxido – DMSO (MERCK) 10% 

Triton X-100 (USB) 0,1% 

Volume Final 25 µL 

 

 

 

 

Quadro 2. Concentração dos reagentes utilizados na reação em 
cadeia da polimerase. 

 

* (Tris-HCl 75 mM (pH 9,0), KCl 50 mM, (NH4)2 SO4 20 mM – BIOTOOLS)  
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As reações de PCR foram conduzidas em um termociclador PTC 100 (MJ 

RESEARCH) com a seguinte ciclagem: desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos; 

5-10 minutos a 72ºC para adição da enzima Tth DNA polimerase; 35 ciclos de 

desnaturação inicial a 94ºC por 1,5 minutos, anelamento a 65ºC por 1 minuto, 

extensão a 72ºC por 2 minutos; e uma extensão final de 72ºC por 10 minutos. Os 

produtos resultantes da amplificação foram analisados em gel de poliacrilamida 5% 

corado pelo método de Santos et al. (1993). Através desta metodologia, os 

indivíduos que apresentarem amplificação de repetições CGG no gene FMR1 na 

faixa de mutação completa serão identificados pela ausência de amplificação do 

fragmento referente ao locus FRAXA, já que alelos contendo um alto número de 

repetições CGG (>200) são refratários à ação da enzima Tth DNA polimerase 

(Figura 8). 
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4.6.4 Reação de sequenciamento 

 

 

A reação de sequenciamento automático do produto da PCR foi conduzida 

apenas em uma situação, como uma análise complementar.  

Após a amplificação, 20 L do produto da PCR foram purificados para a 

remoção de resíduos de oligonucleotídios, dNTPs, enzima, DNA genômico e 

componentes do tampão que não foram utilizados na reação de PCR. Nesse 

procedimento utilizou-se o Kit de purificação [AccuPrep PCR Purification Kit 

(BIONEER)], seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. 

A reação de sequenciamento foi preparada em um volume final de 10 L, 

utilizando-se o Kit Big Dye Terminator v3.1 (APPLIED BIOSYSTEMS), contendo: 1,0 

L do oligonucleotídio senso U (tabela 2) a 3,2 ρmol, 1,0 L de tampão (APPLIED 

BIOSYSTEMS), 1,0 L (cerca de 60 g) do DNA purificado e 0,5 L do Kit Big Dye 

Terminator (APPLIED BIOSYSTEMS). A reação foi conduzida no termociclador Veriti 

modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS) e as condições de ciclagem utilizadas 

foram: 35 ciclos de desnaturação a 96°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 

10 segundos e extensão a 60°C por 4 minutos.  

Para a precipitação da reação de sequenciamento, foram adicionados à 

reação 80 L de isopropanol 75% (MERCK). A placa foi deixada à temperatura 

ambiente por 15 minutos e centrifugada a 3.000 rpm por 50 minutos (centrífuga de 

placas SIGMA 2-16P). Após a centrifugação, a placa foi invertida em um papel 

toalha, que logo após foi retirado, sendo outro papel colocado abaixo da mesma. A 

placa invertida foi centrifugada a 900 rpm por 1 minuto. Para a secagem, a placa foi 

colocada em um termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS) por 5 

minutos a 75°C e posteriormente mantida à -20°C. Para a aplicação no 

sequenciador, foi adicionado à reação 10 L de solução de formamida [Hi Di 

Formamida (APPLIED BIOSYSTEMS)] e a placa foi centrifugada a 900 rpm por 1 

minuto. 

A placa contendo a reação de sequenciamento juntamente com a 

formamida foi levada ao termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS) 

por 5 minutos a 95°C para a desnaturação e, imediatamente, incubada em gelo para 

permitir a manutenção da desnaturação da amostra. A reação foi processada em um 
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sequenciador automático ABI Prism 3130 (APPLIED BIOSYSTEMS) na Plataforma 

Genômica do IBRAG/UERJ. 

 

 

4.6.5 Análise das sequências  

 

 

 Para a avaliação do eletroferograma gerado pelo o sistema de 

sequenciamento utilizou-se o programa Chromas Lite Versão 2.0 

(TECHNELYSIUM), que encontra-se no endereço eletrônico “http:// 

www.technelysium.com.au/”. Para o alinhamento das sequências com suas 

respectivas sequências selvagens utilizou-se o programa Bioedit sequence 

Alignment Editor versão 7.0.5.2 (05/06/05) (ISIS PHARMACEUTICALS, INC.), 

disponível no endereço eletrônico: “http//www.mbio.ncsu.edu/Bioedit/bioedit.html”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.technelysium.com.au/
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5 RESULTADOS 

 

 

Nossa amostra foi composta por 238 indivíduos com retardo mental do sexo 

masculino, não aparentados (faixa etária: 4 a 60 anos; média = 21 ± 9 anos). Entre 

os probandos, 157 (66,1%) nasceram em São Luís-MA, 66 (27,7%) no interior do 

Estado do Maranhão e 15 (6,2%) em outros Estados. O Quadro 3 apresenta a 

relação dos indivíduos participantes desse estudo, bem como, o resultado da análise 

molecular do gene FMR1 conduzida, em que 235 (98,74%) foram normais, 2(0,84%) 

positivos e 1(0,42%) inconclusivo.  

 

 

 

NÚMERO 
IDENTIFICAÇÃO 

 

IDADE 

(anos) 

REGISTRO 

 

PCR do gene 

FMR1 

1 ALSS 22 3495 N 

2 ARLS 21 3496 N 

3 JAP 38 3497 N 

4 ASF 24 3498 N 

5 LSC 21 3499 N 

6 NLLS 22 3500 N 

7 MSR 17 3501 N 

8 JSS 23 3502 N 

9 MSF 19 3503 P 

10 IEP 17 3504 N 

11 BFAM 22 3505 N 

12 RMO 23 3506 N 

13 ECL 24 3507 N 

14 DBC 32 3508 N 

Quadro 3. Indivíduos participantes da análise molecular do gene FMR1.  
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15 LFFA 46 3509 N 

16 TGR 22 3510 N 

17 RSL 21 3511 N 

18 JPB 25 3512 N 

19 WJM 28 3513 N 

20 JAMB 23 3514 Inc 

21 AS 24 3515 N 

22 GCRS 27 3516 N 

23 LSSA 32 3517 N 

24 MSP 21 3518 N 

25 MP 19 3519 N 

26 LFSM 16 3520 N 

27 RRRF 17 3521 N 

28 DJAG 20 3522 N 

29 ESSS 18 3523 N 

30 ASR 24 3524 N 

31 LSS 19 3525 N 

32 JVP 21 3526 N 

33 RCS 25 3527 N 

34 PRPC 25 3528 N 

35 JRGC 20 3529 N 

36 WVTS 19 3530 N 

37 GMM 16 3531 N 

38 WJFM 18 3532 N 

39 DSS 25 3533 N 

40 TPDA 18 3534 N 

41 IOJ 22 3535 N 

42 GASB 21 3536 N 

43 OSC 20 3537 N 
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44 CRPDJ 25 3538 N 

45 ACCS 17 3539 N 

46 MPF 17 3540 N 

47 ANS 23 3541 N 

48 JVS 16 3542 N 

49 JABS 17 3543 N 

50 NCR 17 3544 N 

51 SGCNR 20 3545 N 

52 CVMJ 22 3546 N 

53 KPH 18 3547 N 

54 GMRS 18 3548 N 

55 TMRS 16 3548-A N 

56 ASC 21 3549 N 

57 FRF 25 3550 N 

58 MPF 25 3551 N 

59 CJL 29 3552 N 

60 JPJ 19 3553 N 

61 MSM 28 3554 N 

62 KM 15 3555 N 

63 TSL 17 3556 N 

64 LBS 18 3557 N 

65 FSN 22 3558 N 

66 TCS 19 3559 N 

67 RNG 27 3560 N 

68 HMSG 16 3561 N 

69 FCC 17 3562 N 

70 FER 23 3563 N 

71 RRBCL 16 3564 N 

72 EP 19 3565 N 



49 
 

73 JAL 17 3566 N 

74 GAP 15 3567 N 

75 AFPP 22 3568 N 

76 AMF 25 3569 N 

77 IRRS 24 3570 N 

78 ARM 22 3571 N 

79 VSC 23 3572 N 

80 ALAS 22 3573 N 

81 RNL                                                   25 3574 N 

82 MAMN 18 3575 N 

83 FQSR                                         15 3576 N 

84 CMBS                                             15 3577 N 

85 DLPS                                       19 3578 N 

86 BCS                                                  23 3579 N 

87 HLPS                                     22 3580 N 

88 ROC                                                     18 3581 N 

89 LFFA                                           18 3582 N 

90 FRS                                           19 3583 N 

91 MDN 23 3584 N 

92 MHC                                           18 3585 N 

93 LSN                                                          17 3586 N 

94 RC                                                   20 3587 N 

95 JML                                                 24 3588 N 

96 IYMS                                                 23 3589 N 

97  JJCN                                 18 3590 N 

98 MSR                                                   17 3591 N 

99 JRFS                                                   23 3592 N 

100 WJCS                                22 3593 N 

101 JSD 29 3594 N 
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102 PRS 12 3595 N 

103 VGIA 24 3596 N 

104 PHCB 23 3597 N 

105 RMFC 7 3598 N 

106 VCP 11 3599 N 

107 VSP 8 3600 N 

108 GTS 6 3601 N 

109 LMMC 4 3602 N 

110 VPV 22 3603 N 

111 MCMR 6 3604 N 

112 PASN 10 3605 N 

113 GPS 10 3606 N 

114 CL 4 3607 N 

115 FTBS 10 3608 N 

116 ACS 9 3609 N 

117 GCBG 12 3610 N 

118 FHRN 28 3611 N 

119 ASCM 34 3612 N 

120 DSM 11 3613 N 

121 GSN                                                      32 3614 N 

122 JRRM                                        38 3615 N 

123 NGB                                                        60 3616 N 

124 DG 23 3617 N 

125 RNCA                             31 3618 N 

126 MS 28 3619 N 

127 JRPS                               26 3620 N 

128 MR 24 3621 N 

129 WM 28 3622 N 

130 NMD                                                          24 3623 N 
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131 CGL                                                   11 3624 N 

132 PFA                                                     28 3625 N 

133 CJBC                             39 3626 N 

134 JRRB                                           10 3627 N 

135 VCC                                          38 3628 N 

136 HC 22 3629 N 

137 JAC                                                         11 3630 N 

138 NL 20 3631 N 

139 LRC                                                       34 3632 N 

140 EOL                                              29 3633 N 

141 WG 23 3634 N 

142 CS                                                          21 3635 N 

143 GST 7 3636 N 

144 JAS 30 3637 N 

145 JAL                                                    37 3638 N 

146 RAB                                                     37 3639 N 

147 LCCF                                             27 3640 N 

148 ACA                                          30 3641 N 

149 FAC                                         32 3642 N 

150 GPJ                                              40 3643 N 

151 ADS                                               42 3644 N 

152 NS 38 3645 N 

153 RNSP                            49 3646 N 

154 TPF                               36 3647 N 

155 JDN                                            36 3648 N 

156 JCC                                                     21 3649 N 

157 WJFMJ 18 3650 N 

158 JWSG                                            12 3651 N 

159 WAFJ                             11 3652 N 
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160 JBN                                               10 3653 N 

161 RDC                                                          25 3654 N 

162 MFC                                         12 3655 N 

163 DAB                                          12 3656 N 

164 PMM                                                   20 3657 N 

165 SJBSRJ              20 3658 N 

166 ABSP                            22 3659 N 

167 LJMB                            19 3660 Del ~197 pb 

168 JRMS                            39 3661 N 

169 WSS 10 3662 N 

170 BCC 13 3663 N 

171 JCS 24 3664 N 

172 SWO 23 3665 N 

173 CSS                                            21 3666 N 

174 MESO                                27 3667 N 

175 HGC                                                   31 3668 N 

176 RSS 21 3669 N 

177 EMN                              10 3670 N 

178 CJGBJ 14 3671 N 

179 RLC 21 3672 N 

180 JSA                                                  9 3673 N 

181 WLAM                             25 3674 N 

182 LLL                                                   27 3675 N 

183 ACS                                         9 3676 N 

184 GMS                                            15 3677 N 

185 DAS 10 3678 N 

186 JVOL 11 3679 N 

187 ADMD 21 3680 N 

188 ISA 11 3681 N 
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189 FJVL 16 3682 N 

190 CJCS 13 3683 N 

191 DAS 10 3857 N 

200 GRC 20 3866 N 

201 DFSM 9 3867 N 

202 IMN 18 3868 N 

203 TVCB 13 3869 N 

204 ESO 42 3870 N 

205 ADFA 9 3871 N 

206 GMA 18 3872 N 

207 JMS 26 3873 N 

208 GTP 10 3874 N 

209 ECF 11 3875 N 

210 YGCS 7 3876 N 

211 JPSJ 9 3877 N 

212 MVCN 5 3878 N 

213 JBN 27 3879 N 

214 WASC 19 3880 N 

215 RSS 21 3881 N 

216 RCS 20 3882 N 

217 DSC 21 3883 N 

218 JMA 17 3884 N 

219 FPR 18 3885 N 

220 WAS 8 3886 N 

221 EJS 29 3887 N 

222 LMS 35 3888 N 

223 DP 17 3889 N 

224 MJC 27 3890 N 

225 RLCS 10 3891 N 
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N= normal  

P= positivo (com amplificação de trincas CGG)  

Inc= resultado inconclusivo 

Del= mutação do tipo deleção 

 

 

Na Tabela 3, apresentamos o resumo dos resultados encontrados em relação 

à análise molecular do gene FMR1 conduzida nos 238 probandos. 

 

 

 

 

 

226 CLGT 22 3892 N 

227 GVS 9 3893 N 

228 WSN 10 3894 N 

229 HLS 50 3895 N 

230 LTS 11 3896 N 

231 GGSO 10 3897 N 

232 CTLSF 10 3898 N 

233 ASN 17 3901 N 

234 EJSM 17 3902 N 

235 LCSV 23 3903 N 

236 GCS 9 3904 N 

237 MOS 11 3905 N 

238 JSSP 7 3906 N 
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Categoria N (%) Tipo de mutação 

Indivíduos sem mutações 235 (98,74) - 

Indivíduos com mutações 2 (0,84) amplificação de trincas CGG (1) 
deleção (1)  

Caso inconclusivo 1 (0,42) - 

Total           238  

 

 

Dentre os casos avaliados, apenas o indivíduo 3514 apresentou resultado 

inconclusivo em relação à análise molecular do gene FMR1, após a PCR ter sido 

repetida em três ocasiões diferentes (Quadro 3). Provavelmente, isso ocorreu em 

função da má qualidade do DNA e não foi possível coletar uma nova amostra de 

sangue do probando.  

Todos os demais indivíduos foram rastreados com sucesso quanto à 

presença de mutações dinâmicas no gene FMR1 e, em sua maioria, apresentaram 

repetições CGG na faixa de normalidade (Quadro 3 e Tabela 3). Foram encontradas 

alterações em dois casos (Quadro 3): o indivíduo 3503 apresentou repetições de 

trincas CGG no locus FRAXA na faixa de mutação completa, ou seja, >200 (figura 9) 

e o indivíduo 3660 apresentou uma banda incomum no gel, sugestiva de deleção no 

exon 1 do gene FMR1, envolvendo a região das trincas CGG (Figura 10). Após o 

sequenciamento do amplicon neste probando, foi possível confirmar a presença de 

uma deleção de ~197 pb envolvendo parte das repetições CGG e uma região 

proximal às trincas (Figura 11).  

 

 

 

 

 

Tabela 3. Resultados quanto à análise molecular do gene FMR1 nos 
indivíduos com RM avaliados. 
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201 pb 
298 pb 

220 pb 396 pb 344 pb 

506 pb 

517 pb 

Legenda: 

Linha 1 - Padrão de peso molecular 1Kb  

Linha 2- Controle negativo 

Linha 3- Controle normal  

Linha 4 - Indivíduo com a deleção no gene FMR1 

Linha 5- Controle positivo 

Linha 6- Indivíduo sem mutação no gene FMR1 

Linha 7- Indivíduo sem mutação no gene FMR1 

Linha 8- Indivíduo sem mutação no gene FMR1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 10. Gel de poliacrilamida 5% com os produtos da PCR de 6 
indivíduos analisados. Entre eles, o probando 3660 (linha 4) no qual 
identificamos um padrão de bandas sugestivo de deleção no gene FMR1. 

  

 

Figura 9. Gel de poliacrilamida 5% com os produtos da PCR de 4 indivíduos 
analisados. Entre eles, o probando 3503 (linha 5) no qual identificamos a 
presença da amplificação de repetições CGG no gene FMR1. 

(3503) 
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O indivíduo 3503 (Figura 12) nasceu de parto eutócico (normal) em 

09/03/1997 em São Luís, Maranhão, na Maternidade Santa Casa da Misericórdia. 

Filho único, que a partir dos cinco meses foi encaminhado a um neurologista e no 

primeiro ano de vida apresentou convulsão. Ele possui temperamento dócil, orelhas 

grandes, mandíbula proeminente e flacidez ligamentar. Ele foi encaminhado pelo 

médico para uma escola especial aos oito anos de idade. Filho de pais sem 

problemas cognitivos. Segundo a mãe, ele faz tratamento com carbamazepina. 

Conforme mostrado na figura 12, ele pertence a uma família com história de RM 

ligado ao X, na qual dois outros parentes do sexo masculino, por parte materna, 

também apresentam RM. 

  

 

 

 

Figura 11. Abaixo - Eletroferograma do indivíduo 3660 mostrando a região 
de quebra. Acima - Fragmento deletado de aproximadamente 197 pb. Em 
caixa alta e negrito observamos a região de repetições CGG.  
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Figura 13. Heredograma do probando 3503 (seta). Em preto estão 
dois outros indivíduos com retardo mental, ambos do sexo 
masculino. 

Figura 12. Foto do indivíduo 3503 portador da SXF, que 
apresenta expansão de trincas CGG no gene FMR1. Foto exibida 
com autorização da mãe.  
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Segundo relato da tia, o indivíduo 3660 (Figura 14) nasceu de parto eutócico 

(normal) em 25/12/1992, sendo diagnosticado por neurologista da APAE como 

portador de RM, apresentando fala repetitiva, perímetro encefálico proeminente, 

pectus excavatum, macroorquidismo, contato pobre com os olhos e orelhas grandes. 

Frequenta escola especial desde os sete anos de idade. Filho único de mãe com RM 

leve e pai com sinais de problemas psiquiátricos, em seu heredograma (Figura 15) 

observa-se uma nítida história de RM ligado ao X. Dois tios maternos também 

possuem a condição.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Foto da família do indivíduo 3660, portador da deleção no gene 
FMR1 (seta). Pode-se observar fenótipo típico da SXF. Tio (lado direito) 
com retardo mental. Foto exibida com permissão do pai do menino.  
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Quanto às características clínicas, além do retardo mental, os probandos 

apresentavam déficit de atenção 149 (62,6%) e características como hiperatividade, 

fronte proeminente, convulsões, comportamento autista e pés planos, representando 

89 (37,4%), 80 (33,6%), 76 (31,9%), 71 (29,8%) e 69 (29%), respectivamente. 

(gráfico 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Heredograma do indivíduo 3660 (seta). Em preto estão os 
indivíduos com retardo mental e em cinza aqueles com retardo mental 
leve.  
 



61 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A tabela 4 lista os fenótipos dos dois probandos com mutações no gene 

FMR1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2. Distribuição das características clínicas, físicas e 
comportamentais, mais frequentemente observadas nos indivíduos 
analisados para SXF.  
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Fenótipo  
Expansão 

CGG Deleção 

Indivíduo (3503) (3660) 

Hiperatividade  X 

Contato pobre com os olhos  X 

Temperamento dócil X  

Retardo Mental X X 

Orelhas grandes X X 

Mandíbula proeminente X X 

Pectus excavatum  X 

Macroorquidismo  X 

Pouca comunicação  X 

Flacidez ligamentar X  

 

 

As famílias de ambos os probandos com mutações FRAXA foram informadas 

e esclarecidas em relação ao diagnóstico da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4.  Características clínicas dos indivíduos que apresentam mutações no 

gene FMR1 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

O presente estudo foi realizado na capital de um dos Estados mais pobres do 

Brasil (IBGE, 2007), Maranhão, de modo a se obter informações sobre a etiologia do 

retardo mental em 238 indivíduos do sexo masculino, não aparentados, atendidos 

em escolas e instituições especializadas. Foi observado que a maioria dos 

probandos era da capital São Luís (66,1%), contudo um percentual significativo 

nasceu no interior do Estado (27,7%) e 6,2% deles eram de outros Estados, 

indicando que o interior do Maranhão não oferece locais especializados para o 

acompanhamento desses indivíduos.  

Embora reconhecida como a principal causa de RM hereditário (Turner et al., 

1996; De Vries et al., 1998; Kooy et al., 2000), a SXF ainda é uma doença 

subdiagnosticada no Brasil. No Maranhão, de acordo com nosso conhecimento, não 

existem estudos a respeito desta síndrome, excetuando-se o trabalho de Mingroni-

Netto et al. (2002), que estudou a variabilidade das repetições CGG do gene FMR1 

em populações sul-americanas, nas quais se encontrou uma maior frequência de 

alelos com 30 repetições CGG em indivíduos afro-brasileiros (incluindo duas 

comunidades do Maranhão), ameríndios e euro-brasileiros.   

Em nosso estudo, observa-se uma grande variabilidade de idades entre os 

indivíduos com RM triados, sendo a maioria deles com idade superior a 17 anos 

(64%) (Gráfico 3), o que demonstra uma expressiva carência de programas no 

Estado do Maranhão voltados para o diagnóstico das causas de deficiência mental 

e, por conseqüência, a falta de intervenções clínicas e/ou educacionais para os 

indivíduos com RM e suas famílias. Sabe-se que quão mais cedo forem conduzidas 

essas intervenções, em paralelo ao aconselhamento genético, melhor será a 

qualidade de vida da família como um todo. Crawford et al. (2002) relataram que 

cerca de 1/3 das crianças identificadas com a SXF não são diagnosticadas antes 

dos 10 anos de idade. Deste modo, destacamos a grande contribuição de nosso 

trabalho ao oferecer subsídio para a estruturação de um protocolo molecular de 

triagem para a SXF, adequado à realidade do nosso Estado.  
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 Entre as intervenções que poderiam ser feitas inclui-se o diagnóstico clínico 

voltado para a identificação da SXF; programas de conscientização sobre a doença, 

que dariam foco à importância da identificação de portadores dessa síndrome, 

levando em consideração a história de RM na família e os sintomas mais comuns 

encontrados. A inclusão deste transtorno como parte de rotina no cuidado pós-natal 

do recém-nascido é de suma importância, pois melhoraria a identificação dos sinais 

e sintomas ainda quando criança (McConkie-Rosell et al., 2005). 

Foram encontrados dois casos (0,84%) com mutação no gene FMR1 em 

nosso trabalho. O indivíduo 3503 apresentou mais de 200 repetições de trincas CGG 

no locus FRAXA e o indivíduo 3660 apresentou uma deleção de cerca de 197 pb 

envolvendo parte das repetições CGG e uma região proximal às repetições CGG. 

Ambos os probandos tinham mais de 18 anos, o que evidencia o diagnóstico tardio 

da condição nesses indivíduos e reforça a necessidade da implementação de 

programas eficientes para o diagnóstico precoce da SXF no Estado do Maranhão. 

Aproximadamente, 95% dos casos da SXF são devidos à expansão de trincas 

CGG no gene FMR1 (Penagarikano et al., 2007). Contudo, inúmeros estudos 

descrevem mutações em FMR1 por deleção da região de repetições CGG e 

sequências adjacentes (Quan et al., 1995; Schmucker  et al., 1996; Wolff et al., 

1997; Gronskov et al., 1997; Garcia Arocena et al., 2000; Fan et al., 2005). Estas 

deleções variam desde um único par de bases a até aproximadamente 13 

Gráfico 3. Distribuição dos probandos analisados por idade.  

 



65 
 

megabases de DNA e envolvem tanto o gene FMR1 como as regiões flanqueadoras 

(Wolff et al., 1997). As pequenas deleções, em geral, ocorrem devido à instabilidade 

de repetições CGG (Hammond et al., 1997; Petek et al., 1999; Han et al., 2006) e, 

na maioria das vezes, coexistem com alelos mutados e pré-mutados, sendo que 

estas pequenas deleções ocorrem durante a transmissão gênica de mãe para filho 

na meiose (Garcia Arocena et al., 2000; Gasteiger et al., 2003; Fan et al., 2005; Han 

et al., 2006). Provavelmente muitos fenótipos da SXF podem ser decorrentes do 

mecanismo de deleção, mas torna-se difícil um diagnóstico preciso já que a maioria 

das técnicas usadas na triagem avalia apenas a região gênica que contém as 

repetições CGG (Wells, 2009).  

Em relação aos indivíduos 3503 e 3660, identificados como portadores de 

mutações no gene FMR1 relacionadas à SXF, entendemos que a investigação 

molecular nas respectivas famílias será de suma importância para acompanhar a 

segregação dos alelos mutados nas duas genealogias. 

O indivíduo 3503, com expansão de trincas CGG no gene FMR1, possui 

características faciais comuns aos casos de SXF. As características encontradas 

foram déficit de atenção, temperamento dócil, mandíbula proeminente, orelhas 

grandes e flacidez ligamentar. Por outro lado, o indivíduo 3660, portador da deleção 

no gene FMR1, possui duas características em comum com o indivíduo 3503, que 

são a mandíbula proeminente e as orelhas grandes. Além dessas, ele apresenta 

também hiperatividade, contato pobre com os olhos, pectus excavatum, 

macroorquidismo e pouca comunicação. Assim, observa-se a heterogeneidade 

fenotípica entre os dois casos positivos para a SXF, o que constitui uma 

característica da doença, que muito dificulta o diagnóstico somente em termos 

clínicos. Avalia-se que 25 a 30% dos portadores de SXF não apresentam a fácies 

típica da síndrome (Terracciano et al., 2005). Assim, ainda que o fenótipo clínico não 

seja indicativo, a investigação molecular em indivíduos com RM de causa 

desconhecida, principalmente naqueles com história familiar de deficiência mental, 

justifica-se.  

Pesquisas para estimar a prevalência da SXF em diversas populações são 

importantes para nosso entendimento sobre a doença, embora comparações entre 

elas devam ser feitas com cautela em função dos diversos procedimentos utilizados 

na seleção dos pacientes e da diversidade de protocolos de análise molecular. A 

Tabela 5 apresenta dados referentes a alguns estudos em comparação ao nosso. 
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A prevalência da SXF em nossa amostra, 0,84%, embora relativamente baixa, 

encontra-se na faixa de incidência de casos diagnosticados em outras populações 

que, em sua maioria, relatam incidências variando de 0 a 3%, conforme mostrado na 

tabela 5. 

Os estudos de Haddad et al. (1999) e Mulatinho et al. (2000), ambos 

realizados no Brasil em instituições para indivíduos com RM, investigaram amostras 

de 256 e 85 indivíduos, respectivamente. O estudo de Haddad et al. (1999) foi o que 

mais se assemelhou ao nosso trabalho, tanto em relação ao tamanho amostral como 

pelo fato de terem analisado apenas indivíduos do sexo masculino. No trabalho 

realizado por Mulatinho et al. (2000), além da pequena amostra, ela era composta 

por indivíduos de ambos os sexos (47 mulheres e 38 homens). Além disso, os 

País 
Nº testado 

Nº 
positivo (%) Referência 

 Homens Mulheres    

Brasil 38 47 0 0 Mulatinho et al., 2000 

Brasil 256 0 5 2,0 Haddad et al., 1999  

Brasil 238 0 2 0,84 Nosso estudo, 2013  

Kuwait 182 0 20 11 Bastaki et al., 2004  

Croácia 73 41 3 2,6 Hecimovic et al.,2002  

Coreia 52 13 4 6,2 Yim et al., 2008  

Coreia 78 23 1 0,99 Kwon et al., 2001  

Egito 200 0 34 17 Behery, 2008  

Índia 118 28 3 2,5 Pandey et al.,2002  

Espanha 182 0 11 6,0 Milà et al.,1997  

Chile 214 86 4 1,9 Aspillaga et al.,1998  

Reino Unido 180 74 4 2,2 Jacobs et al., 1993  

Austrália 472 0 10 2,1 Turner et al., 1996  

México 53 9 2 3,8 González-del Angel et al., 2000  

Tabela 5. Estimativa de prevalência da síndrome do X frágil em indivíduos com 

deficiência mental de diferentes populações.  
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autores não dispunham de informações sobre a história familiar de RM dos 

probandos.  

 Os estudos que identificaram prevalências mais elevadas (Milà et al.,1997; 

Bastaki et al., 2004; Yim et al., 2008; Behery, 2008), quando da triagem de suas 

amostras, afastaram outras causas ambientais e genéticas importantes de 

deficiência mental. Eles também utilizaram checklists, pontuando as principais 

características clínicas e comportamentais associadas à condição, bem como, 

classificaram os probandos em relação à existência ou não de outros casos de RM 

na família. Em se tratando de uma doença genética, sem dúvida, o histórico familiar 

é de grande importância. No estudo realizado no Egito com 200 indivíduos com RM 

encontrou-se uma prevalência significativamente alta da SXF (17%), sendo que mais 

da metade dos probandos incluídos nesta investigação (63%) tinha história familiar 

de RM (Behery et al., 2008).  

Em nosso estudo, através da análise dos heredogramas (Figuras 13 e 15), 

podemos observar que ambos os indivíduos com mutações em FMR1, ou seja, 

positivos para SXF, possuem história familiar de RM, com outros parentes com 

deficiência mental, sendo o padrão de segregação do RM nos dois heredogramas 

típico de uma condição ligada ao X. Isso demonstra que a história de RM na família 

também constitui uma característica importante na seleção de casos a serem triados 

para a SXF (McConkie-Rosell et al., 2005; Bailey et al., 2008). Lamentavelmente, 

essa informação não constava dos registros das instituições participantes de nosso 

estudo. 

Deste modo, o pequeno número de indivíduos positivos para SXF em nossa 

amostra pode ser explicado pelo critério de inclusão no estudo, que tornava elegível 

todo indivíduo com RM de causa desconhecida. Sabemos que, embora sintomas 

clínicos singulares não sejam específicos da síndrome, a combinação de sintomas 

físicos e comportamentais aumenta a possibilidade do individuo possuir a doença 

(Wattendorf et al., 2005). Vários parâmetros baseados em características físicas e 

de comportamente têm sido reunidos em checklists e utilizados pelos clínicos na 

pré-seleção dos indivíduos com RM, elegíveis para o teste molecular da SXF (De 

Vries et al., 1999; Bailey et al., 2008). Estudos que utilizam checklists na triagem 

clínica dos casos de RM alcançam índices maiores de positividade para a SXF. Em 

nosso estudo, embora tenhamos aplicado um checklist como ferramenta de triagem 
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para SXF, decidimos incluir todos os indivíduos analisados nas intituições 

participantes. 

As características clínicas encontradas com mais frequência em nossa 

amostra foram o déficit de atenção 149 (62,6%) e características como 

hiperatividade, fronte proeminente, convulsões, comportamento autista e pés planos, 

representando 89 (37,4%), 80 (33,6%), 76 (31,9%), 71 (29,8%) e 69 (29%), 

respectivamente. Embora todas estas características sejam comumente observadas 

em indivíduos com SXF (Hagerman e Hagermam, 2002), a desordem de déficit de 

atenção com hiperatividade (ADHD) é uma característica bem freqüente, encontrada 

na maioria dos meninos e em 30% das meninas portadoras da síndrome (Hagerman 

et al., 2009). 

Os familiares dos portadores de RM participantes dessa pesquisa 

desconheciam ser a síndrome do X frágil a mais importante causa genética de 

deficiência mental e, nem mesmo tinham conhecimento da existência de testes 

moleculares para o diagnóstico da doença. Entre profissionais de saúde, também, a 

SXF é uma condição ainda desconhecida. O esclarecimento sobre a doença foi 

oferecido às famílias dos dois indivíduos encontrados com mutação FRAXA em 

nosso trabalho, o que contribuiu sobremaneira para o entendimento da condição, do 

prognóstico, dos riscos de recorrência e dos testes diagnósticos disponíveis. 

Investigações futuras serão conduzidas nos membros destas famílias, de modo a 

verificarmos a segregação da doença. Ressaltamos, ainda, a importância da 

identificação de indivíduos com pré-mutações nas famílias, associadas com a 

síndrome do tremor/ataxia associado ao X frágil (FXTAS) após os 50 anos e a falha 

ovariana prematura (POF) (Jacquemont et al., 2004; Hagerman, 2010). 

Contudo, a realidade do Estado do Maranhão ainda é deficiente em relação a 

serviços específicos necessários como modelo de suporte. Desta forma, este 

trabalho mostra-se de extrema importância ao propor um protocolo de triagem 

molecular eficiente para famílias de indivíduos com RM.  
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7 CONCLUSÕES 

  

 

Tendo em vista os objetivos propostos e os resultados obtidos, pode-se concluir que: 

 

1. A prevalência da SXF entre indivíduos do sexo masculino com RM inseridos 

em instituições de educação especial e hospitais psiquiátricos de São Luís do 

Maranhão foi de 0,84%; 

 

2. Duas mutações diferentes no gene FMR1 foram encontradas em dois 

indivíduos, ambos com história familiar de RM: a expansão de repetições 

CGG no exon 1 e a deleção de aproximadamente 197 pb na região das 

repetições CGG; 

 

3. A maioria dos indivíduos triados para SXF tinha déficit de atenção (62,6%) e 

características como hiperatividade, fronte proeminente, convulsões, 

comportamento autista e pés planos; 

 

4. Ambos os probandos com mutações em FMR1 tinham mais de 18 anos e 

possuíam história familiar de RM ligado ao X, o que evidencia o diagnóstico 

tardio da condição entre portadores de RM e a segregação da mutação 

nessas famílias, reforçando a necessidade da implementação de programas 

eficientes para o diagnóstico precoce da SXF no Estado do Maranhão. 
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ANEXO A – Parecer do comitê de ética em pesquisa  
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ANEXO B – Termo de consentimento livre e esclarecido 
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ANEXO C – Ficha clínica  

 

 


