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RESUMO 

A Síndrome do X-Frágil (SXF) é a principal causa hereditária de deficiência 

mental de herança dominante ligada ao cromossomo X. Em 1991, o gene FMR1 

(Fragile X Mental Retardation 1) foi descoberto como responsável pela SXF. De acordo 

com o número de repetições, os alelos se dividem em: (a) alelo normal compreendendo 

6 a 55 repetições (b) pré-mutado: 61 a 200 repetições e (c) mutado: com >200 

repetições. Os alelos que apresentam 45 a 60 repetições são considerados como zona 

intermediária ou gray-zone. A base molecular dessa doença é bastante peculiar quando 

comparada com os padrões típicos observados em outras desordens de etiologia 

genética. As pré-mutações podem agregar-se de forma silenciosa por muitas gerações de 

uma família antes de se expandir para a mutação completa, levando aos sinais clínicos 

da doença. Na Bahia existem poucas pesquisas envolvendo esta doença, 

consequentemente, é desconhecida sua frequência nessa região. Portanto, este trabalho 

tem como objetivo detectar a frequência das classes alélicas do gene FMR1 em uma 

amostra de indivíduos do sexo masculino da população geral de Salvador-BA. Este 

estudo foi realizado em 511 homens provenientes de outro amplo estudo desenvolvido 

pelo Instituto de Saúde Coletiva (ISC) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) sendo 

utilizada a técnica da PCR e posterior classificação dos alelos baseando-se na relação 

entre o número de repetições CGG e o tamanho do fragmento obtido na PCR. Dos 511 

homens analisados no presente estudo observou-se predominância de alelos normais 

pertencentes à classe 2 (11 a 26 repetições CGG) em 73,70% dos indivíduos analisados, 

seguido da classe 3 (27 a 40 repetições CGG) em 25,10% dos indivíduos. Apenas 

1,20% foram incluídos na classe 1 (<10 repetições CGG) e nenhum alelo foi encontrado 

nas classes 4 (41 a 60 repetições CGG), classe 5 ( >60 repetições CGG) e classe 6 (>200 

repetições CGG). Este é o primeiro estudo utilizando a técnica da PCR para detecção 

dos alelos do gene FMR1 em uma população geral de Salvador-BA, podendo direcionar 

futuros trabalhos envolvendo o gene FMR1 tanto para o estado da Bahia, quanto para a 

região Nordeste e também minimizar deficiências existentes em termos de diagnóstico 

da SXF na cidade de Salvador-BA.  

 

Palavras-chave: Síndrome do X-Frágil - Região 5’UTR - FMR1- Deficiência Mental. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The Fragile X syndrome (FXS) is the leading cause of inherited mental deficiency (MD) 

of dominant inheritance linked to X chromosome. In 1991, the FMR1 gene (Fragile X 

Mental Retardation 1) was discovered as responsible for FXS. According to the number 

of repetitions, the alleles are divided in: (a) normal stable allele comprising 6 to 55 

repetitions; (b) premutation: 61 to 200 repetitions and (c) mutant with> 200 repeats. The 

molecular basis of this disease is quite unusual when compared with the typical patterns 

seen in other disorders of genetic etiology. The pre-change can add up so silent for 

many generations of a family before they expand to full mutation, leading to clinical 

signs of disease. In Bahia there are few studies involving this disease, therefore, its 

frequency is unknown in this region. So, this study aims to detect the frequency of 

allelic classes of FMR1 gene in a sample of males from the general population of 

Salvador-BA city. This study was conducted on 511 samples using the PCR technique 

and subsequent classification of alleles based on the number of CGG repeats and the 

size of the fragments in PCR. Of the 511 individuals examined was found to 

predominate among the normal alleles the class 2 (11 to 26 repetitions) with 73,70%  

followed alleles analyzed in Class 3 (27 to 40  repetitions) with 25,10%, and Class 1 

(<10 repetitions) with only one 1,20% . No allele was found in class 4 (41 to 60  

repetitions), which corresponds to gray zone and class 5 (> 60 repetitions) for the 

premutation and class 6 (>200 repetitions) the corresponds full mutation.This is the first 

study using the PCR technique for detection of alleles of the FMR1 gene in a general 

population of Salvador, Bahia, and may direct future studies involving the FMR1 gene 

for both the state of Bahia, the Northeast and to also minimize deficiencies existing in 

the diagnosis of FXS in Salvador, Bahia. 
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1.0 INTRODUÇÃO   

 

1.1 A Síndrome do X-Frágil  

 

A Síndrome do X-Frágil (SXF) (OMIM 300624) é a principal causa hereditária 

de deficiência mental (DM), possui herança dominante ligada ao cromossomo X, com 

penetrância incompleta (80% nos homens e 30% nas mulheres) e expressividade 

variável, sendo os homens mais afetados que as mulheres (OBERLÉ et al, 1991; YU et 

al, 1991). Do ponto de vista da etiologia genética, sua frequência é superada apenas pela 

Síndrome de Down (SD) (PEMBREY et al, 2001). Entretanto, ao contrário da SD com 

trissomia livre que não tende a se repetir nas famílias, a SXF tem elevado risco de 

recorrência entre os familiares dos afetados (KEENAN et al, 1993; PEMBREY et al, 

2001). 

A primeira documentação científica da SXF foi publicada em 1943 por Martin e 

Bell, que reportaram uma família composta por 11 indivíduos afetados com DM 

inespecífica, cujo heredograma era sugestivo de herança ligada ao cromossomo X 

(MARTIN E BELL, 1943). Este tipo de DM foi chamado de Síndrome de Martin-Bell, 

por cerca de 30 anos, em homenagem aos pesquisadores que primeiro a descreveram. A 

etiologia dessa disfunção ainda não tinha sido estabelecida até 1969, quando Lubs 

observou, em estudos citogenéticos, uma falha (sítio frágil) localizada na extremidade 

distal do braço longo do cromossomo X dos indivíduos afetados pela síndrome, 

denominado de cromossomo X marcador. A segunda descrição do cromossomo X 

marcador foi realizada em uma família brasileira em 1973 por Escalante & Frota-

Pessoa. Com a presença de um marcador cromossômico em alguns casos de DM ligado 

ao cromossomo X, a natureza sindrômica da doença tornou-se evidente (PEMBREY et 

al, 2001). 

Em 1977, Sutherland observou que culturas celulares incubadas em meios 

deficientes em ácido fólico, facilitavam a expressão do sítio frágil (Figura 1) presente 

nos indivíduos afetados, sítio este, denominado de FRAXA (sítio frágil, cromossomo X, 

sítio A) (CARVALHO, 2003).  

  



 

 

 

Figura 1. Visualização do sítio frágil (círculo) em indivíduos com a síndrome do X-frágil pelo 

bandeamento GTG (Tripsina) em Xq27.3 (seta). 

MENÉNDEZ, 2006.   

  

Baseada na característica (sítio frágil) observada primeiramente por Lubs, o 

cromossomo X marcador passou a ser denominado cromossomo X-frágil tornando a 

citogenética o primeiro método laboratorial no diagnóstico da SXF (SUTHERLAND, 

1977). A avaliação citogenética também permitiu identificar três novos sítios frágeis 

próximos a FRAXA. Um deles é o FRAXD que não está associado a manifestações 

clínicas. Outros dois, FRAXE e FRAXF, têm sido identificados em famílias onde há 

ocorrência de DM e erroneamente são classificados como portadores da SXF (Figura 2). 



 

 

 

 

Figura 2. Sítios frágeis localizados na extremidade do braço longo do cromossomo X (Xq.)          

Modificado de GARDNER & SUTHERLAND, 2004. 

 

 

1.2 O Gene FMR1 e a Proteína FMRP   

 

Em 1991, o gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) (Figura 3), associado 

a SXF, foi localizado em Xq27.3, tendo como produto a proteína FMRP (Fragile X 

Mental Retardation-Protein). Esse gene é altamente conservado do ponto de vista 

evolutivo entre as espécies, possui 38 Kb (Kilobases) distribuídos em 17 éxons e 16 

íntrons e apresenta em sua região 5’ não traduzida (5’UTR) um microssatélite de 

trinucleotídeos citosina, guanina, guanina (CGG) (VERKERK et al, 1993; EICHLER et 

al, 1993). Este microssatélite de trinucleotídeos apresenta polimorfismo de tamanho na 

população geral, que varia de 6 a 55 repetições CGG, sendo os alelos mais frequentes 

com 28, 29 e 30 repetições (BROWN et al, 1993; CRAWFORD et al, 2001; 

MADDALENA et al, 2001).  

 



 

 

 

Figura 3. Representação esquemática do gene FMR1. Os 17 éxons simbolizados pelos quadrados que 

aparecem numerados. As regiões em branco representam sequências não traduzidas. 

 

A etiologia da SXF está relacionada ao mecanismo de amplificação instável 

condicionado pelo aumento do número de cópias de trinucleotídeos CGG (Quadro 1)  

presente na 5’UTR do gene FMR1 tendo como consequência a síntese baixa ou nula da 

proteína FMRP (CRAWFORD et al, 2001). Os casos nos quais a doença é decorrente 

de mutações na região codificadora do gene FMR1 como deleções grandes e mutação 

de ponto, que contribuem para a perda de função do gene, ocorrem em menos de 5% 

dos casos (De BOULLE et al, 1993; JIN & WARREN, 2003).  

A alteração no gene FMR1, causada pela expansão do número de repetições 

CGG é caracterizada por três grupos de alelos: (a) Gray zone no qual os indivíduos 

apresentam alelos contendo 45 a 60 repetições, sendo considerada à zona intermediária 

que pode ser estável em alguns casos, mas que em outros pode se expandir durante a 

transmissão para as gerações seguintes; (b) Pré-mutado, que abrange o intervalo de 61 a 

200 repetições e distingue-se pela instabilidade, onde o indivíduo é caracterizado como 

portador da SXF; (c) Mutado ou mutação completa compreende alelos que apresentam 

>200 repetições, e que está associada à SXF (FILIPOVIC-SADIC et al, 2010).  

Alguns autores eliminam de suas classificações os indivíduos gray zone, 

considerando somente os pré-mutados e afetados, além da faixa de normalidade (Figura 

4). É importante considerar as características clínicas e o histórico familiar de cada 

indivíduo, pois pequenas diferenças, quatro ou cinco repetições de CGG, provavelmente 

não definem isoladamente a classificação (HAGERMAN & HAGERMAN, 2004). 

 

 

 

 



 

 

Quadro 1. Descrição dos tipos de alelos do gene FMR1 e sua associação ao número de trinucleotídeos 

CGG localizados na região 5´UTR do gene FMR1. 

 

Alelos do Gene FMR1 N
o 
de Trinucleotídeos 

Normal 6 a 55 CGG 

Gray Zone 45 a 60 CGG 

Pré-mutado 61 a 200 CGG 

Mutado > 200 CGG 

 

 

Os indivíduos que possuem alelos pré-mutados, expressam níveis normais ou 

baixos de FMRP e possuem níveis elevados de RNAm, sugerindo a expressão alterada 

do gene FMR1, visto que compromete os níveis normais de FMRP (SHERMAN 2000; 

JACQUEMONT et al, 2004). Os homens portadores da pré-mutação que possuem 55 a 

100 repetições CGG apresentam níveis 4 vezes maiores de RNAm quando comparados 

aos indivíduos normais, sendo que esses níveis podem aumentar de 4 para 10 vezes 

quando os indivíduos possuem 100 a 200 repetições CGG. As mulheres também 

apresentam níveis aumentados de RNAm, porém mais discretos do que os observados 

nos homens (PRIMERANO et al, 2002). O aumento significativo na produção de 

RNAm e diminuição de proteína FMRP na condição de pré-mutação parece estar 

relacionado a mudança de conformação do transcrito provocada pelas repetições de 

CGG expandidas, que poderia dificultar a ligação à subunidade 40S do ribossomo e o 

inicio do quadro de leitura da proteína no códon AUG com diminuição na síntese da 

proteína FMRP (MOORE et al, 1999; GRAY et al, 2007).  

O gene FMR1 com mutação completa está associado a um processo epigenético 

denominado de metilação. Entende-se como epigenética: “o estudo das mudanças na 

expressão dos genes que são hereditárias em decorrência da mitose e/ou meiose e que 

não envolvem mudança na sequência do DNA (NOVIK e colaboradores, 2002). A 

metilação do DNA (adição de um agrupamento metil à citosina) é a modificação 

epigenética melhor caracterizada até o momento, exerce grande importância no 

silenciamento e regulação gênica, sendo relevante quando ocorre em regiões ricas em 

dinucleotídeos CpG (união de citosina e guanina pela ligação fosfodiéster) conhecidas 

como ilhas CpG. Estas ilhas podem estar localizadas na região promotora dos genes, 

podendo estender-se até o primeiro éxon (HERMAN et al, 1996; TAKAI & JONES, 



 

 

2002). Alguns genes caracterizados por ausência de expressão são geralmente metilados 

na região promotora na maior parte dos tecidos e em genes transcricionalmente ativos, 

essa região normalmente encontra-se não metilada (ESPADA & ESTELLER, 2010). Na 

SXF ocorre hipermetilação nas ilhas CpG, o que resulta no silenciamento do gene 

FMR1, tendo como consequência a não produção da proteína FMRP, ou seja, a ausência 

da proteína, leva aos sinais clínicos da doença (ALLIENDE et al, 2006). Em indivíduos 

normais as ilhas CpG não se encontram metiladas, assim o gene FMR1 é expresso 

normalmente, produzindo a proteína FMRP. 

 

 

Figura 4. Representação do gene FMR1 com as repetições CGG representando as três categorias de 

alelos, o normal, a pré-mutação e a mutação completa, que apresenta o DNA metilado. 

http://www.bioquest.org/lifelines/chautauqua_2004/llol_temp_blue.php?project_id=51.  

 

O produto do gene FMR1, a proteína FMRP, é altamente sintetizado durante a 

embriogênese em diferentes tecidos tais como o cérebro, os testículos, os ovários, o 

epitélio esofágico, o timo, os olhos e o baço (VERHEIJ et al, 1995). Essa proteína está 

envolvida no desenvolvimento e função normais do cérebro, com papel essencial tanto 

na função sináptica como no crescimento dos dendritos (DARNEL et al, 2001; IRWIN 

et al,  2001). Embora a função exata da FMRP ainda não seja totalmente esclarecida, 

suas atividades podem estar relacionadas ao trânsito nuclear-citoplasmático de RNA; 

http://www.bioquest.org/lifelines/chautauqua_2004/llol_temp_blue.php?project_id=51


 

 

controle de tradução; transporte de RNA nos dendritos; tradução e regulação dendrito-

específico (JIN & WARREN, 2000; POZDNYAKOVA & REGAN, 2005).  

 

1.3 Instabilidade das Repetições CGG e Transmissão 

 

A base molecular da SXF é bastante peculiar quando comparada aos padrões 

típicos observados em outras desordens de etiologia genética. Essa síndrome representa 

uma das primeiras alterações neurogenéticas pertencente a um grupo crescente de 

enfermidades causadas por um tipo particular de mutação denominada “mutação 

dinâmica”. Ao contrário do que acontece nas mutações clássicas e estáticas, a mutação 

dinâmica não é um evento único. Este tipo de mutação difere das mutações conhecidas, 

uma vez que a instabilidade criada no DNA pela expansão das sequências de 

trinucleotídeos aumenta a probabilidade de uma nova expansão ocorrer na geração 

seguinte e em sucessivas gerações, em um processo progressivo que evolui passo a passo 

desde um período variável de pré-mutação até a eclosão da mutação completa 

(PIMENTEL, 1999).  

A partir de um determinado número de repetições as sequências tornam-se 

instáveis favorecendo as expansões e/ou contrações, sendo que as expansões ocorrem 

com maior frequência na SXF. Essa instabilidade pode ocorrer tanto em células 

germinais, quanto somáticas e em determinados indivíduos podem exibir uma 

heterogeneidade somática, tanto ao nível do número de repetições quanto ao seu estado 

de metilação sendo que os indivíduos portadores de alelos com graus de metilação e/ou 

número de repetições CGG diferente nas células somáticas, denominam-se mosaicos 

(DOBKIN et al, 1996; ROUSSEAU et al,  1991; WÖHRLE et al,  1992). 

O mecanismo de instabilidade não está apenas relacionado à extensão do alelo 

(pré-mutados e com mutação completa), existe uma relação entre a integridade da 

repetição e sua propensão a se expandir. A instabilidade apresenta relação com 

características estruturais da sequência CGG, como as inserções de AGG. Essas trincas 

interrompem as repetições CGG, cuja presença e localização também influenciam a 

estabilidade do alelo impedindo erros durante a replicação (YU et al, 1991; SULLIVAN 

et al, 2002; NOLIN et al, 2003). Aproximadamente 70% das grandes expansões têm 

somente uma unidade AGG, enquanto os alelos normais, são interrompidos por 1 a 3 

unidades AGG (MANDEL & BIANCALANA; 2004; VAN ESCH, 2006). Crawford e 

colaboradores (2000) demonstraram diferentes variações de alelos susceptíveis a 



 

 

expansão (gray-zone), entre caucasianos (41-60 CGG) e africanos-americanos (35-60 

CGG) e que apesar da população africano-americana apresentar frequência baixa de 

alelos gray-zone, exibe frequência maior de alelos com repetições CGG “puras” e/ou 

apenas com uma interrupção AGG.   

Os fatores que levam a expansão ainda não são bem conhecidos, os modelos 

moleculares de expansão de repetições podem explicar a maioria dos dados 

experimentais, porém nenhum deles foi comprovado. Alguns estudos, relacionados a 

doenças causadas por expansões, sugerem mecanismos comuns para a origem das 

repetições expandidas, bem como a identificação de elementos cis e trans-atuantes que 

estariam associados à instabilidade genética (BROCK et al, 1999; RICHARDS, 2001). 

A explicação mais simples seria que a própria natureza repetitiva da sequência levaria 

ao “deslize” durante a replicação do DNA, que não fosse reparado, poderia tornar-se a 

repetição expandida após o segundo ciclo de replicação (KUNKEL, 1993; STRAND et 

al, 1993). Outra possível explicação seria a ocorrência de estruturas secundárias no 

segmento de DNA contendo repetições que poderiam levar a expansões e/ou contrações 

durante a replicação e que a instabilidade poderia ser influenciada pela orientação do 

segmento de DNA contendo as repetições, incluindo sua relação com a forquilha de 

replicação e o fragmento de Okazaki (MAURER et al, 1996; MIRKIN, 2006).       

Os estudos realizados nas famílias dos indivíduos afetados pela SXF (Figura 5) 

demonstraram o padrão de herança incomum, o que chamou a atenção de alguns 

pesquisadores, tornando-se peculiar principalmente nos casos de portadores “homens ou 

mulheres transmissoras normais” que transmitiam a mutação para seus netos através de 

seus filhos ou filhas, mas que aparentemente não eram afetados (HAGERMAN, 1999). 

Esse padrão de herança, inexplicável na época, ficou conhecido como “Paradoxo de 

Sherman”, em referência à pesquisadora que primeiro o descreveu. Mais tarde foi 

revelado que esses “homens ou mulheres transmissoras normais” correspondiam ao 

estado de pré-mutação (SHERMAN, 1985). 

 



 

 

 

Figura 5. Alelos sublinhados representando seu crescimento em tamanho I-1 (48 CGG) até atingir a 

mutação completa (>200 CGG). Os cônjuges dos portadores de alterações do gene FMR1 que 

transmitiram seus alelos não foram representados, pois são considerados normais quanto ao  

tamanho de repetições CCG. 

NASCIMENTO e colaboradores, 2009. 

 

 

O risco de expansão da pré-mutação para a mutação completa ocorre geralmente 

por transmissão materna (YU et al, 1991; ROUSSEAU et al, 1994) durante a meiose, na 

oogênese e na fase das mitoses pós-zigóticas (BONTEKOE et al, 2001; MCCONKIE-

ROSELL et al, 2005). Assim, os casos afetados pela SXF, sempre serão herdados, ou 

seja, não há possibilidade de se passar de alelo normal para mutação completa tendo 

obrigatoriamente que passar em uma geração, por uma mulher portadora da pré-

mutação. Assim, todos os afetados são necessariamente filhos de mãe ou pai com pré-

mutação. Quanto maior o número de repetições CGG da pré-mutação, maior o risco de 

ocorrer à mutação completa na geração seguinte (Figura 6).  

A expansão da pré-mutação para a mutação completa por transmissão paterna é 

rara. Porém, existe um relato de transmissão onde o genitor apresentava mosaicismo em 

suas células (ZEESMAN et al, 2004). Geralmente os homens transmitem para suas 

filhas apenas pequenas expansões ou contrações, ou seja, o homem apenas transmite a 

pré-mutação para suas filhas. Nas células germinativas masculinas existe um 

mecanismo de seleção onde indivíduos com mutação completa apresentam em seus 

espermatozóides apenas alelos pré-mutados. De algum modo, a mutação completa 



 

 

regride para pré-mutação, fazendo deste mecanismo uma proteção da linhagem 

germinativa masculina (REYNIERS et al, 1993).  

 

 

 

Figura 6. Risco de expansão em mulheres portadoras da pré-mutação para a mutação completa segundo 

seu número de trinucleotídeos CGG no gene FMR1.  

Adaptado de MILÀ & MALLOLAS, 2001. 

  

 

1.4 Implicações Clínicas   

 

1.4.1 Portadores da Pré-mutação 

 

Os portadores da pré-mutação geralmente são considerados “clinicamente 

normais”. Porém estudos recentes têm relacionado esses portadores a alterações 

clínicas, como menopausa precoce (POF: Premature Ovarian Failure) e Síndrome de 

Tremor Ataxia (FXTAS- Fragile X-Associated Tremor/Ataxia Syndrome). 

Cerca de 24% das portadoras da pré-mutação têm POF (OMIM 311360), embora 

exista forte associação, a presença da pré-mutação não é fator determinante para 

desenvolver a menopausa precoce (SHERMAN, 2000). A ausência da proteína FMRP 

não aumenta a probabilidade de uma mulher desenvolver essa desordem, por isso, entre 

as mulheres portadoras da mutação completa, não há risco do desenvolvimento dessa 

patologia. O fato das mulheres pré-mutadas tenderem a entrar em menopausa mais cedo 

que as não portadoras, sugere que a menopausa precoce seja o extremo do espectro de 

defeitos ovarianos da pré-mutação (VIANNA-MORGANTE et al, 1999). 



 

 

Outra característica clínica associada à pré-mutação é a FXTAS (OMIM 

300623), sendo uma desordem neurodegenerativa progressiva caracterizada por tremor, 

dificuldade na marcha e no equilíbrio, ansiedade e perda de memória. Ocorre em 30% a 

40% dos homens e menos de 5% das mulheres com alelos pré-mutados no gene FMR1 a 

partir dos 50 ou 60 anos de idade. A penetrância em homens pré-mutados com a 

FXTAS aumenta com a idade, passando de 17%, em homens com idade entre 50 a 59 

anos, para 74% em homens com mais de 80 anos (ABRAMS, 2007). As mulheres 

portadoras apresentam sintomas de ataxia e tremor mais brandos devido ao mecanismo 

de mosaicismo da inativação do cromossomo X característico do processo de 

“Lyonização”. Cerca de 20% dos homens pré-mutados apresentam sinais de demência, 

enquanto que nas mulheres pré-mutadas esses sinais não foram observados 

(HAGERMAN et al, 2004; JACQUEMONT et al, 2004; VAN ESCH et al, 2005). 

 

1.4.2 Afetados pela SXF 

 

Alguns afetados pela SXF apresentam a cabeça grande e peso pouco aumentado 

ao nascimento. Em geral a pele é aveludada e muito macia, as mãos e pés são gordos, 

podendo possuir nas mãos prega palmar única em 22% dos casos, face pequena, longa e 

centralmente inchada, fendas palpebrais estreitas, orelhas proeminentes e displásicas. 

Essas características são sutis e podem não ser percebidas. Portanto, a maior parte dos 

pacientes não é diagnosticada durante a infância (HAGERMAN, 2002).  

Os portadores da mutação completa da SXF podem desenvolver uma ou mais 

características clínicas (Figura 7) entre essas estão: face alongada com queixo 

proeminente (80%), orelhas em abano (66%), macroorquidia (80%), 

hiperextensibilidade das articulações (73%), palato alto (63%), prolapso da válvula 

mitral (55%), pés planos, hipotonia muscular, estrabismo e macrocefalia 

(HAGERMAN, 2002). Além da DM em graus variáveis, apresentam problemas de 

atenção associados à hiperatividade, dificuldade de aprendizagem, contato ocular pobre, 

transtornos de linguagem, hábito de morder as mãos, ansiedade social e comportamento 

autista (MCCONKIE-ROSELL et al, 2005). As características das mulheres portadoras 

de mutação completa se apresentam de forma mais branda presumidamente devido à 

inativação do cromossomo X (ROUSSEAU et al, 1994; MILÀ & MALLOLAS, 2001). 

 

 



 

 

  

          

Figura 7. Características clínicas da síndrome do X-frágil: (a) orelhas em abano, (b) orelhas em abano e 

face alongada.  

FÉLIX & PINA-NETO, 1998. 

 

Os portadores da mutação completa são férteis. Entretanto, homens e mulheres 

com DM grave raramente se reproduzem em decorrência de suas limitações sociais e 

cognitivas (CARVALHO, 2003).  

Não se deve estabelecer relação simples e direta entre o número de repetições 

CGG de uma classe alélica e o grau de comprometimento do afetado na SXF. Assim, o 

indivíduo com a mutação completa, com 500 repetições CGG, não terá necessariamente 

o quadro clínico mais grave do que outro indivíduo com mutação completa que 

apresenta 300 repetições CGG. O gene FMR1 estará silenciado nos dois casos, porém os 

sintomas poderão ser variados (BROWN, 2002).    

Há ainda indivíduos designados por High Functional Males, que possuem 

mutação completa não metilada, nestes casos não há manifestação clínica da Síndrome, 

uma vez que não ocorre a inativação do gene FMR1 (HAGERMAN, 1996). 

 

1.5 Diagnóstico 

 

Os afetados pela SXF apresentam características clínicas variadas mesmo entre 

indivíduos da mesma família. Em função da grande variabilidade fenotípica dos 

pacientes com a SXF, estima-se que 65% dos casos não têm sido diagnosticados 

(ALLIENDE et al, 2006). Crawford e colaboradores (2002) demonstraram que um 

quarto a um terço das crianças identificadas com a SXF em escolas públicas não são 

diagnosticados antes dos 10 anos de idade.  

O diagnóstico clínico muitas vezes indica o conjunto de sinais e sintomas 

sugestivos da SXF, apesar da tríade face alongada, orelhas grandes e macroorquidia, 

a b 



 

 

presentes em 90% dos casos, apenas sugerirem, mas, não confirmam o diagnóstico 

(HAGERMAN, 2002). 

Antes da identificação do gene responsável pela SXF, em 1991, seu diagnóstico 

era realizado por meio da utilização de técnicas citogenéticas. Apesar da possibilidade 

de identificação de outras alterações cromossômicas numéricas ou estruturais 

comumente encontradas em indivíduos com DM e outros distúrbios cognitivos, esse 

método não é recomendado para o diagnóstico da SXF por apresentar sensibilidade e 

especificidade baixa (PIMENTEL, 1999; MADDALENA et al, 2001). A técnica de 

citogenética pode falhar na detecção da SXF em mulheres e homens afetados pela 

síndrome, que podem não apresentar a fragilidade no cromossomo X, como também 

podem não detectar a presença da pré-mutação e gray zone (JACKY et al, 1991). 

As ferramentas moleculares são as mais utilizadas para o diagnóstico da SXF. 

Dentre os testes de pesquisa de doenças genéticas, o estudo do gene FMR1 é um dos 

mais solicitados (MADDALENA et al, 2001).  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica com custo baixo, 

versátil, rápida, que utiliza pequenas quantidades de DNA genômico (DNAg), além de 

apresentar sensibilidade e especificidade elevadas no diagnóstico de indivíduos 

afetados, em particular do sexo masculino. Dependendo do número de repetições CGG 

presentes no gene FMR1 os produtos da reação de PCR apresentam diferentes 

tamanhos, o que é indicativo do número de repetições CGG presentes no alelo de cada 

indivíduo analisado (QUEIROZ, 2006).  

Entre as diversas técnicas de PCR existentes para detectar a SXF (FU et al, 

1991; ZHOU et al, 2004; SALUTO et al, 2005) a mais utilizada atualmente é a técnica 

descrita por Tassone e colaboradores (2008), a qual utiliza duas reações de PCR. A 

primeira reação detecta alelos normais e pequenas pré-mutações e a segunda indica a 

presença de alelos expandidos. A principal característica dessa PCR é a utilização da 

betaína que auxilia na amplificação de repetições CGG largas e a utilização, apenas na 

segunda reação de PCR, de um primer quimérico o qual pareia na expansão CGG (>50 

CGG) de forma aleatória, a cada ciclo da PCR, formando um rastro (smear). A 

visualização do rastro no gel apenas sinaliza a presença de alelos com "pré-mutação 

grande" ou alelos com mutação completa.  

A análise do gene FMR1 por Southern blotting permite identificar alelos em 

todas as faixas, incluindo os pré-mutados de grande expansão e mutação completa, além 

de identificar a presença ou ausência da metilação. O teste utiliza combinação de 



 

 

enzima de restrição para detectar a expansão como a EcoRI, com sonda  StB12.3 ou 

sonda equivalente e enzimas para detectar a metilação como a EagI ou NruI; uma vez 

detectada a presença de DNA metilado há falha no corte, diferenciando alelos metilados 

e não metilados. Os fragmentos de DNA resultantes da digestão enzimática são 

submetidos à corrida de eletroforese em gel de agarose juntamente com um marcador de 

peso molecular conhecido. O DNA é transferido para membrana de nylon e hibridizado 

com a sonda marcada com material radioativo ou quimioluminescente, conforme 

descrito recentemente por GOLD e colaboradores (2000), fato que evita a manipulação 

de material radioativo em laboratórios. A técnica de Southern blotting é inconveniente 

como diagnóstico de rotina, apresenta custo alto, é laboriosa, requer quantidade grande 

de DNAg e em alguns protocolos, exige a manipulação de material radioativo 

(OOSTRA & WILLEMSEN, 2001). 

Os laboratórios geralmente utilizam mais de uma técnica molecular para o 

diagnóstico da SXF, pois nenhuma delas detecta todos os tipos de alterações no gene 

FMR1 com a mesma precisão. A utilização dos dois métodos, PCR como triagem e 

Southern blotting os para casos inconclusivos, é confiável, porém também apresentam 

limitações, com dificuldade em diferenciar alelos normais próximos à gray zone, alelos 

na gray zone e alelos pré-mutados de expansão baixa. Essa dificuldade se acentua no 

diagnóstico de mulheres, onde a visualização do resultado no gel entre dois alelos de 

tamanho normal pode ser idêntica ao de um alelo normal e outro com mutação completa 

(QUEIROZ, 2006). Portanto, diagnosticar a SXF nos laboratórios de genética 

permanece um desafio, com necessidade de atualização em técnicas modernas, visando 

assegurar resultados mais conclusivos. 

O diagnóstico precoce poderá promover oportunidades para intervenção 

educativa e terapêutica. Além disso, a identificação de indivíduos afetados é importante 

para o aconselhamento genético familiar com orientação relacionadas ao risco de 

recorrência, além de possibilitar a identificação de pré-mutados sob risco de terem 

descendentes afetados pela SXF. É de grande importância a identificação das famílias 

nas quais os alelos estão se segregando na forma de pré-mutação, devido ao mecanismo 

de herança característico apresentado pela síndrome, onde os alelos pré-mutados 

segregam por muitas gerações sem que nenhum membro da família seja afetado 

(VIANNA-MORGANTE, 1999; PANDEY, 2004). Também é recomendada a análise 

molecular do gene FMR1 para avaliar ou reavaliar casos de atraso de seu 



 

 

desenvolvimento e DM de origem desconhecida, devido ao fato dos sintomas da SXF 

serem bastante sutis e variáveis, e também nos casos de POF e FXTAS nas famílias 

com indivíduos afetados pela SXF.  

 

1.6 Aspectos Epidemiológicos 

 

Aparentemente a SXF incide de forma similar em todos os grupos étnicos, sendo 

responsável por aproximadamente 14% de todas as DM idiopáticas no sexo masculino e 

por um terço de todas as DM ligadas ao cromossomo X (TURNER et al, 1996). 

Apresenta prevalência na população geral entre homens de origem caucasiana de 

aproximadamente 1 em 4.000 a 6.000 com variação de 1 em 3.717 a 8.918 e entre as 

mulheres, na população geral, nenhum estudo foi realizado para determinar a 

prevalência da SXF. Baseada na prevalência da doença nos homens, estima-se que 1 em 

8.000 a 9.000 mulheres podem estar afetadas pela SXF (CRAWFORD et al, 2001). 

Apesar da prevalência da SXF apresentar similaridade na maior parte dos grupos, 

podem ocorrer variações entre as populações. Falik-zaccai e colaboradores (1997) 

relatam que judeus tunisianos apresentam valores superiores em comparação à 

população caucasiana. Outras estimativas realizadas em populações africanas sugerem a 

prevalência de aproximadamente de 1 em 2500 na população geral, maior do que a 

observada em populações caucasianas (ELBAZ, 1998; CRAWFORD et al, 2002). 

Os dados epidemiológicos referentes à pré-mutação na população geral incluem 

estudo realizado em Quebec, Canadá, no qual Rousseau e colaboradores (1995) 

detectaram em 10.624 amostras do sexo feminino a prevalência de 1 em 259 mulheres 

com > 54 repetições CGG. Mais tarde, Dombrowski e colaboradores (2002) 

investigaram a pré-mutação na mesma população canadense em 10.572 amostras do 

sexo masculino e descreveram a prevalência de 1 em 813 homens. Outro estudo em 

Israel identificou em 14.334 mulheres, a prevalência de 1 em 69 portadoras com > 50 

repetições CGG, sendo que, 1 em 113 mulheres com >54 repetições CGG eram de 

diferentes etnias judaicas e encontravam-se em fase pré-conceptiva ou gestacional e sem 

histórico familiar de DM. Esse estudo evidenciou a prevalência alta na população geral 

e recomenda a triagem de mulheres portadoras de pré-mutação em larga escala na 

região estudada (TOLEDANO-ALHADEF et al, 2001).  



 

 

Crawford e colaboradores (2001) acreditam que ainda não existe uma estimativa 

concreta para prevalência da SXF no mundo. A maior parte das pesquisas que 

caracterizam frequências alélicas do gene FMR1 é composta por indivíduos do sexo 

masculino provenientes de escolas especiais com DM idiopática, sendo os resultados 

extrapolados para a população geral. Outro fator que influencia diretamente os 

resultados de prevalência é o subdiagnóstico. A grande maioria dos indivíduos 

pesquisados com a SXF é oriunda de países desenvolvidos, onde o diagnóstico é 

realizado de rotina, o que difere dos países subdesenvolvidos onde há escassez de 

centros para o diagnóstico dessa síndrome (GRASSO et al, 2003). Dessa forma são 

necessários estudos adicionais utilizando amostragem maior, visando estabelecer a 

prevalência da SXF na população geral (Tabela 1) de maneira a esclarecer a presença de 

diferenças significativas da sua distribuição entre as populações e gerar dados 

epidemiológicos mais consistentes. Segundo Tassone e colaboradores (2008) esse fato 

poderia estar relacionado com a frequência baixa dos alelos com mutação completa e o 

custo alto para diagnosticar a SXF. 

 

Tabela 1.  Principais estudos que utilizaram amostras representativas relacionadas à prevalência da pré-

mutação no gene FMR1. 

País Referência  N
0
 Masculino Feminino 

Canadá Rousseau e colaboradores, 1995 10.624  38,6/10.000 

Israel  Pesso e colaboradores, 2000 9.459  137/10.000 

Israel Toledano-Alhadef e colaboradores, 2001 14.334  88,4/10.000 

Canadá Dombrowski e colaboradores, 2002 10.572 12,3/10.000  

Espanha Rife e colaboradores, 2003 5.000 8,1/10.000  

 

 

 

 

 

 



 

 

2.0 JUSTIFICATIVA  

 

A Síndrome do X-frágil vem merecendo grande nos últimos anos não apenas 

devido a prevalência e subdiagnóstico, mas também pelas peculiaridades de sua 

transmissão, grau elevado de recorrência e por distúrbios a ela associados.  

A prevalência da SXF na população geral, todavia não está estimada na Bahia ou 

mesmo no Brasil. Mingroni-Neto e colaboradores (1990) estimaram a frequência da 

SXF em 8% dos homens e 4% das mulheres com DM; Oliveira e colaboradores (2004) 

demonstraram a frequência de 4% em 25 indivíduos do sexo masculino com DM. A 

maior parte dos trabalhos que caracterizam polimorfismos no gene FMR1 são 

provenientes das regiões Sul e Sudeste do país onde os serviços de genética médica, 

apesar da dificuldade na realização das técnicas moleculares, são bem estruturados 

(HOROVITZ, LLERENA, DE MATTOS, 2005).  

Segundo ABE-SANDES e colaboradores (2010) a população de Salvador é 

bastante miscigenada apresentando contribuição ancestral de diferentes populações 

(africana 49,2%, européia 36,3% e ameríndia 14,5%). Os dados gerados no presente 

estudo servirão para distinguir as frequências alélicas do gene FMR1 em relação ao 

número de repetições CGG na população geral de Salvador-BA, podendo contribuir 

para estimar a prevalência da SXF nesta cidade.  

É preciso ressaltar a importância da realização de mais estudos na região 

nordeste, onde existe carência não apenas de atendimento aos pacientes, mas também de 

informações sobre essa doença. Diversas formas de alteração no gene FMR1 podem 

estar presentes em uma mesma família tornando a SXF forte candidata a estudos e 

rastreamento na população em geral (CRAWFORD et al, 2001). 

Considerando a falta de um estudo prévio na população geral de Salvador-BA, 

justifica-se o estudo molecular no gene FMR1, visando para caracterizar a distribuição 

dos seus alelos nesses indivíduos. Uma vez definidas essas frequências, torna-se 

possível avaliar a situação de cada grupo em relação ao risco populacional para 

ocorrência da doença, auxiliando a instalação de políticas de saúde específicas. 

 

 

 

 



 

 

3.0 OBJETIVO 

 

3.1.1 Geral 

 

Estabelecer a frequência das classes alélicas do gene FMR1 em indivíduos do 

sexo masculino da população geral da cidade de Salvador-BA. 

 

3.1.2 Específicos 

 

 Definir a distribuição alélica dos polimorfismos da Região 5´UTR no gene 

FMR1 em homens da população geral de Salvador-BA, possibilitando avaliar a 

ocorrência da doença na região;  

 

 Implementar a técnica molecular para o diagnóstico da SXF em homens com 

DM idiopática.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4.0 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Desenho de Estudo 

 

Este é um estudo descritivo de corte transversal, com finalidade de caracterizar 

os alelos da região 5’UTR no gene FMR1 em uma amostra de homens da população 

geral de Salvador-BA. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP) do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz da Fundação Oswaldo Cruz 

(CPqGM/FIOCRUZ-BA) sob parecer nº 96/2006. A estratégia de investigação seguiu o 

fluxograma abaixo (Figura 8).  

 

Figura 8. Fluxograma utilizado na análise laboratorial do estudo de avaliação dos alelos da região 5´UTR 

no gene FMR1 em homens da população geral de Salvador-BA.  

 

 

4.2 Casuística  

  

A casuística deste estudo incluiu amostras de DNA provenientes de outro  

estudo desenvolvido pelo Instituto de Saúde Coletiva (ISC) da Universidade Federal da 

Bahia (UFBA), que avaliou as condições sanitárias sobre a saúde da população de 



 

 

Salvador, visando a implantação de um projeto extenso centrado em esgotamento 

sanitário, ampliação da rede de abastecimento de água e melhoria do sistema de coleta 

de lixo denominado de Programa Bahia Azul (ANDRADE, 1997).  

A cidade de Salvador, capital do estado da Bahia, possui uma área de 

706,799km
2
 sendo composta por uma população miscigenada (ABE-SANDES e 

colaboradores, 2010) com 2.892.625 habitantes (censo demográfico brasileiro, IBGE 

2007 - http://www.ibge.gov.br). Em virtude da extensão geográfica e da densidade 

populacional da cidade, foi utilizado um conjunto de 30 áreas intra-urbanas (Figura 9) 

denominadas áreas sentinelas (BARRETO e colaboradores, 2006).  

 

 

Figura 9. Mapa da cidade de Salvador, demonstrando a as bacias onde foram coletadas 

 amostras para o projeto Bahia Azul. 

LIMA, 2009. 

 

As micro-áreas que participaram do estudo foram acompanhadas durante toda a 

implantação do Programa Bahia Azul, possibilitando comparar episódios diarréicos, 

prevalência de helmintoses, estado nutricional de crianças e prevalência de marcadores 

sorológicos para agentes infecciosos antes e após o programa (BRASIL, 2004). Esse 

estudo apresenta o total de 1515 amostras, sendo 878 do sexo feminino e 637 do sexo 

http://www.ibge.gov.br/


 

 

masculino com idade entre 8 a 74 anos, tendo como fiel depositário o Laboratório 

Avançado de Saúde Publica (LASP) do CPqGM/FIOCRUZ-BA. 

Entre as 637 amostras do sexo masculino do projeto Bahia Azul foram 

genotipadas 511 amostras para o presente estudo sendo que, as demais não foram 

genotipadas ou por falta de material (DNA) ou dificuldade da técnica. 

 

 

4.3 Análise Laboratorial 

 

4.3.1 Extração de DNA 

 

O DNAg dos indivíduos foi extraído de leucócitos de sangue periférico 

utilizando-se a técnica fenol-clorofórmio descrita previamente por Panasci e 

colaboradores (1977). Em seguida as amostras foram quantificadas no equipamento 

NanoDrop
® 

Spectrophotometer ND-1000 e armazenadas à temperatura de -20ºC no 

LASP/ CPqGM /FIOCRUZ-BA.  

 

4.3.2 Estudo da região 5’UTR do gene FMR1  

 

Os alelos da região 5’UTR do gene FMR1 em indivíduos do sexo masculino 

foram identificados por PCR, segundo Haddad e colaboradores (1996) e fundamenta-se 

na amplificação da região polimórfica do gene FMR1, onde se encontram as repetições 

CGG. Este método é composto por três primers (Figura 10): primers Eag-U e f
C
 que 

flanqueiam a região do polimorfismo e onde se localizam as repetições CGG, 

permitindo a amplificação de fragmentos que variam de 488 a 632pb em indivíduos 

normais, e de 635 a 1070pb em indivíduos pré-mutados, sendo que na presença da 

mutação completa ocorre a ausência de fragmento. Os primers Eag-U e Eag-L 

flanqueiam a região não polimórfica do gene FMR1 referente ao fragmento controle de 

223pb. Esse controle tem como finalidade a exclusão de resultados falso-positivos, 

como nos casos de mutação completa onde não há amplificação da região polimórfica 

por conta de sua extensão. 

 

 

 



 

 

 

Figura 10. Esquema da PCR demonstrando os primers e regiões amplificadas do 

 gene FMR1 e os genótipos correspondentes.  

Adaptado de Haddad e colaboradores, 1996. 

 

 

As reações da PCR foram realizadas em volume final de 25μl contendo: 2,0μl de 

DNAg (100ng); 0,32μl de taq DNA polimerase (5U/μl); 0,08 μl do primer Eag L (2 

μM); 0,3 μl do primer (7,5 μM); 0,2 μl do primer f
C
 (5μM) (Tabela 2); 0,5μl de cada 

dATP, dCTP e dTTP (10mM); 0,13μl de dGTP; 0,75μl de 7-deaza dGTP (5mM); 2,5μl 

de tampão de PCR 10X (Tris-HCl a 20 mM /ph 8.8, 25°C, KCI a 10 mM, (NH4)2S04 a 

10 mM, MgS04 a 2 mM e Triton X-100 a 0.1%); 1,25 µl de KCL 0,8 M; 2,0 µl de 

MgCl2 25mM; 2,5μl de DMSO (dimetil sulfóxido) 10% e 11,37μl água de injeção 

estéril.  

     

 

Tabela 2. Sequências de Primers utilizados para amplificação dos alelos do gene FMR1 segundo Haddad 

e colaboradores, 1996. 

 

Primer Sequência 

Eag-L CGC TGC GGG TGT AAA CAC TGA AAC CAC GTC 

Eag-U CGA CCT GTC ACC GCC CTT CAG CCT TCC 

f
c
 AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA 

5´ 3´ 



 

 

A mistura da reação foi submetida à amplificação em termociclador nas 

seguintes condições: 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de 1,5 minutos a 94°C, 1 minuto a 

65°C e 2 minutos a 72°C; 10 minutos a 72°C.  

Após a realização da PCR, os produtos amplificados foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% não desnaturante (Figura 11). Em seguida os 

fragmentos foram visualizados pela coloração com nitrato de prata segundo, Sanguinetti 

e colaboradores (1994). 

 

 

 

Figura 11: Foto do gel de poliacrilamida a 6% demonstrando a amplificação do gene FMR1 marcador de 

50 pares de bases (pb), alelos normais (1 a 5) e mutação completa (cedido por Alves, 2009) (6).  

 

 

4.3.3 Discriminações das classes alélicas no gene FMR1 

 

O protocolo proposto por Haddad e colaboradores (1996) é utilizado para a 

amplificação da região 5’UTR do gene FMR1, porém não permite determinar 

exatamente o número de repetições CGG. No entanto, é possível estabelecer categorias 

alélicas de acordo com o tamanho do fragmento obtido na reação da PCR, tendo como 

referência um marcador de pares de bases (Quadro 2). Essa categorização em classes já 

foi utilizada anteriormente por Haddad e colaboradores (1999) para relacionar alelos 

normais, gray zone e pré-mutados.  



 

 

Quadro 2. Relação entre as classes, o número de repetições CGG e o tamanho do produto da PCR do 

gene FMR1. 

Alelo Classes N
0
 repetições CGG Produto da PCR 

 

 

 

 

Normal 

 

1 

 

 

< 10 CGG 

 

 

<500 pb 

 

2 

 

 

11 a 26 CGG 

 

 

503 a 548 pb 

 

3 

 

 

27 a 40 CGG 

 

 

551 a 590 pb 

 

 

Gray-zone 

 

 

 

 

4 

 

 

41 a 60 CGG 

 

 

593 a 650 pb 

 

Pré-mutado 

 

 

 

5 

 

>60CGG 

 

>650pb 

 

Mutado 

 

 

6 

 

>200CGG 

Ausência de 

amplificação 

 

 

As classes alélicas foram determinadas baseando-se na relação entre o número 

de repetições CGG e o tamanho do fragmento obtido na PCR. De acordo com a 

sequência referência, extraída do GenBank (L29074) foi possível identificar os pontos 

de pareamento dos primers, as sequências intercalantes e a região de inserção das 

repetições CGG (Figura 12).  

 

 

 

Figura 12. Esquema demonstrando a relação entre o tamanho do fragmento (pb) e o número de repetições 

CGG no gene FMR1. O alelo acima apresenta 20 repetições CGG. 



 

 

Desta forma, hipoteticamente, um indivíduo com apenas uma repetição CGG na 

região polimórfica flanqueada pelos primers U e F terá um fragmento com tamanho de 

473pb (Classe 1/<500pb). Em contrapartida, os alelos com 11 repetições CGG terão 

inseridos 33 nucleotídeos na região polimórfica, aumentando o fragmento amplificado 

de 473pb (1 repetição CGG) para 503 nucleotídeos (Classe 2/503pb). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5.0 RESULTADOS 

 

Este é o primeiro estudo determinando a frequência dos alelos do gene FMR1 na 

população de Salvador. Dos 511 indivíduos analisados no presente estudo observou-se 

predominância de alelos normais pertencentes à classe 2 (11 a 26 repetições CGG) em 

73,70% dos indivíduos analisados, seguido da classe 3 (27 a 40 repetições CGG) em 

25,10% dos indivíduos. Apenas 1,20% foram incluídos na classe 1 (<10 repetições 

CGG) e nenhum alelo foi encontrado nas classes 4 (41 a 60 repetições CGG), classe 5 ( 

>60 repetições CGG) e classe 6 (>200 repetições CGG) (Gráfico 1). 

 

 

 

Gráfico 1: Distribuição das frequências das classes. Alelos normais classe de 1 a 3, gray-zone classe 4, 

pré-muados classe 5 e mutados classe 6.  
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6.0 DISCUSSÃO 

 

Os dados gerados no presente estudo servirão para distinguir as frequências 

alélicas do gene FMR1 em relação ao número de repetições CGG na cidade de 

Salvador-BA, possibilitando avaliar a ocorrência da doença na região.  

Nossos resultados podem ser comparados a outro estudo realizado no Brasil, 

onde Silva e colaboradores (2004) detectaram a frequência alélica de 20 repetições 

CGG em 442 indivíduos da população pernambucana. Porém, Sucharov e colaboradores 

(1999) observaram uma moda de 30 repetições CGG em 100 indivíduos do Rio de 

Janeiro, sendo este o primeiro estudo realizado no Brasil que investigou as repetições 

CGG no gene FMR1 na população geral. Queiroz (2006) detectou a frequência bimodal 

com alelos com 28 e 30 repetições CGG em Santa Catarina. MINGRONI-NETTO e 

colaboradores (2002) relataram a frequência de 30 repetições CGG na população de São 

Paulo (Tabela 3).  

 

Tabela 3.  Comparação da frequência alélica da distribuição CGG presentes no gene FMR1 com outras 

regiões Brasileiras.  

 

Região N
0 
repetições CGG Total Técnica Laboratorial Referência 

 

 

Nordeste 

 

11-26 (73,7%) 

511 

Homens 

PCR Presente estudo 

 

20 (90,2%) 

386 

Homens e Mulheres 

PCR e  

sequenciamento  

Silva e colaboradores, 2004 

 

 

Sudeste 

 

30 (22%) 

100 

Homens 

PCR e 

sequenciamento  

 

Sucharov e colaboradores, 1999 

 

30 (27,1%) 

59 

Homens e Mulheres 

PCR e 

sequenciamento  

 

Mingroni-Netto e colaboradores, 2002 

 

Sul 

 

28 e 30 (60%) 

115 

Homens e Mulheres 

 

 

PCR 

Queiroz e colaboradores, 2006 

 

 

As estimativas populacionais relacionadas à frequência alélica do gene FMR1 

têm demonstrado resultados heterogêneos entre as diferentes populações do mundo 

(Tabela 4). A frequência dos alelos na população caucasiana varia de 28 a 30 repetições 

CGG (BROWN et al, 1993; CHIURAZZI et al, 1996; KUNST et al, 1996), o que 

corresponderia no nosso estudo a classe 3. Porém, Mingroni-Netto e colaboradores 



 

 

(2002) encontraram um segundo pico com 20 repetições CGG na população de São 

Paulo que possui maior ancestralidade européia.  

O alelo que possui aproximadamente 19 ou 20 repetições CGG, é raro entre a 

população africana ou de ancestralidade africana (CHIURAZZI et al, 1996; EICHLER 

et al, 1995; CRAWFORD et al, 2000). Segundo, Mingroni-Netto e colaboradores 

(2002) a alta frequência de alelos com 19 ou 20 repetições CGG poder ser uma 

peculiaridade da população européia. A população de Salvador possui contribuição 

ancestral de diferentes populações (africana 49,2%, européia 36,3% e ameríndia 14,5%) 

(ABE-SANDES et al, 2010), essa miscigenação poderia explicar a frequência elevada 

da classe 2 (11 a 26 repetições CGG) na população de Salvador que difere de relatos 

encontrados na literatura em estudos realizados em populações de ansestralidade 

africana. 

 

Tabela 4. Estimativas populacionais relacionadas à frequência alélica do gene FMR1 em diferentes 

regiões do mundo (Adaptado de ROSALES-REYNOSO et al, 2005). 

 

 

A ausência de alelos pré-mutados entre a população estudada de fato pode ser 

ausente ou pode ser atribuída a técnica empregada. Portanto, para maior definição dos 

tamanhos dos alelos do gene FMR1 seria necessário a análise de fragmento, uma vez 

que a técnica da PCR não determina o número exato das repetições CGG, apenas define 

a classe alélica. A análise de fragmentos realizada no sequenciador automático 

apresenta sensibilidade maior na detecção da variação do número de repetições CGG no 

gene FMR1, permitindo observar diferenças entre os alelos em apenas um par de bases, 

o que não ocorre na eletroforese em gel (FILIPOVIC-SADIC et al, 2010). Porém, os 



 

 

resultados obtidos no presente estudo estão dentro de uma margem segura em que se 

pode afirmar uma boa estimativa do tamanho dos alelos. 

Outro fato que também poderia justificar uma possível a ausência de alelos pré-

mutados entre a população estudada, é o tamanho amostral. Apesar do número 

considerável de indivíduos, não foi possível observar a presença de nenhum alelo pré-

mutado e estimar a prevalência da SXF por tratar-se de uma amostra de conveniência, 

que representa uma parte da população de Salvador, Bahia. Para estimar a prevalência 

em Salvador seriam necessárias 15.166 amostras da população geral, segundo o cálculo 

amostral realizado no programa estatístico Epi-Info versão 6.04 e no presente estudo 

foram analisadas 511 amostras. Portanto trata-se de um estudo pioneiro e descritivo que 

caracteriza uma amostra na população de Salvador e os resultados obtidos inferem 

apenas para a população estudada. 

As repetições CGG, presentes no gene FMR1, são regiões que podem dificultar a 

amplificação de seus alelos, por formar estruturas secundárias, hairpins, reconhecidas 

pela DNA polimerase como sítios de pausa, ocorrendo amplificações incompletas e 

resultando em bandas múltiplas no produto da PCR (QUEIROZ, 2006). Segundo 

Filipovic-Sadic e colaboradores (2010) a eficiência da reação de PCR na SXF é 

inversamente proporcional ao número de repetições CGG. Quanto maior a mutação 

(expansão do gene) menor a confiabilidade da amplificação pela técnica. No intuito de 

melhorar a eficácia da técnica na amplificação das regiões ricas em citosina e guanina o 

presente estudo utilizou 75% de 7-deaza-dGTP e 10% de DMSO, porém outros 

protocolos utilizam: betaína e polimerases diversas que também garantem o sucesso da 

amplificação (MCCONLOGUE et al, 1988).  

A técnica desenvolvida por Haddad e colaboradores (1996) é indicada para 

análise em amostras do sexo masculino que apresentam apenas um cromossomo X em 

seu genoma (46, XY), amplificando somente um alelo do gene FMR1. Nas amostras do 

sexo feminino que apresentam dois cromossomos X em seu genoma (46, XX), existe a 

possibilidade desses alelos do gene FMR1 serem idênticos (de mesmo tamanho), 

caracterizando a mulher como homozigota normal. Neste caso não seria possível 

detectar o número de repetições CGG pela técnica da PCR desenvolvida por Haddad e 

colaboradores (1996) nos dois alelos e sim apenas em um. A visualização do resultado 

no gel de poliacrilamida a 6% indicaria a presença de apenas um dos alelos, pois eles 

ficariam sobrepostos podendo gerar resultados inconclusivos. 



 

 

7.0 CONCLUSÃO 

 

Mutações no gene FMR1 são responsáveis por implicações clínicas que se fazem 

presentes durante todo o período de vida dos indivíduos: na infância, na vida 

reprodutiva das mulheres e durante o envelhecimento. Portanto é um tema que interessa, 

ao indivíduo, a família, a sociedade e a saúde pública. 

Este é o primeiro estudo utilizando a técnica da PCR para detecção dos alelos do 

gene FMR1 em uma população geral de Salvador-BA, podendo ser utilizada no 

diagnóstico de triagem na investigação laboratorial da SXF. 

A classe mais frequente na população estudada foi a 2 (11 a 26 repetições CGG) 

e não foram encontrados alelos pré-mutados, podendo ser em virtude do tamanho 

amostral ou da técnica da PCR empregada segundo Haddad e colaboradores,1996, não 

sendo possível avaliar a ocorrência da doença na região. 

Estes resultados podem direcionar futuros trabalhos envolvendo o gene FMR1 

tanto para o estado da Bahia, quanto para a região Nordeste e também minimizar 

deficiências existentes em termos de diagnóstico da SXF na cidade de Salvador-BA.  
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RESUMO 

A Síndrome do X-Frágil (SXF) é a principal causa hereditária de deficiência 

mental de herança dominante ligada ao cromossomo X. Em 1991, o gene FMR1 

(Fragile X Mental Retardation 1) foi descoberto como responsável pela SXF. De acordo 

com o número de repetições, os alelos se dividem em: (a) alelo normal compreendendo 

6 a 55 repetições (b) pré-mutado: 61 a 200 repetições e (c) mutado: com >200 

repetições. Os alelos que apresentam 45 a 60 repetições são considerados como zona 

intermediária ou gray-zone. A base molecular dessa doença é bastante peculiar quando 

comparada com os padrões típicos observados em outras desordens de etiologia 

genética. As pré-mutações podem agregar-se de forma silenciosa por muitas gerações de 

uma família antes de se expandir para a mutação completa, levando aos sinais clínicos 

da doença. Na Bahia existem poucas pesquisas envolvendo esta doença, 

consequentemente, é desconhecida sua frequência nessa região. Portanto, este trabalho 

tem como objetivo detectar a frequência das classes alélicas do gene FMR1 em uma 

amostra de indivíduos do sexo masculino da população geral de Salvador-BA. Este 

estudo foi realizado em 511 homens provenientes de outro amplo estudo desenvolvido 

pelo Instituto de Saúde Coletiva (ISC) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) sendo 

utilizada a técnica da PCR e posterior classificação dos alelos baseando-se na relação 

entre o número de repetições CGG e o tamanho do fragmento obtido na PCR. Dos 511 

homens analisados no presente estudo observou-se predominância de alelos normais 

pertencentes à classe 2 (11 a 26 repetições CGG) em 73,70% dos indivíduos analisados, 

seguido da classe 3 (27 a 40 repetições CGG) em 25,10% dos indivíduos. Apenas 

1,20% foram incluídos na classe 1 (<10 repetições CGG) e nenhum alelo foi encontrado 

nas classes 4 (41 a 60 repetições CGG), classe 5 ( >60 repetições CGG) e classe 6 (>200 



 

 

repetições CGG). Este é o primeiro estudo utilizando a técnica da PCR para detecção 

dos alelos do gene FMR1 em uma população geral de Salvador-BA, podendo direcionar 

futuros trabalhos envolvendo o gene FMR1 tanto para o estado da Bahia, quanto para a 

região Nordeste e também minimizar deficiências existentes em termos de diagnóstico 

da SXF na cidade de Salvador-BA.  

 

Palavras-chave: Síndrome do X-Frágil - Região 5’UTR - FMR1- Deficiência Mental. 

 

 

INTRODUÇÃO   

A Síndrome do X-Frágil (SXF) (OMIM 300624) é a principal causa hereditária 

de deficiência mental (DM), possui herança dominante ligada ao cromossomo X, com 

penetrância incompleta e expressividade variável (OBERLÉ et al, 1991; YU et al, 

1991). O gene FMR1(Fragile X Mental Retardation 1) responsável pela SXF, 

normalmente apresenta em sua região 5’ não traduzida (5’UTR) um microssatélite de 

trinucleotídeos citosina, guanina, guanina (CGG) (VERKERK et al, 1993; EICHLER et 

al, 1993). Este microssatélite de trinucleotídeos possui polimorfismo de tamanho na 

população geral, que varia de 6 a 55 repetições CGG, sendo os alelos mais frequentes 

com 28, 29 e 30 repetições (BROWN et al, 1993; CRAWFORD et al, 2001; 

MADDALENA et al, 2001).  

A etiologia da SXF está relacionada ao mecanismo de amplificação instável 

condicionado pelo aumento do número de cópias de trinucleotídeos CGG presente 

na 5’UTR do gene FMR1 tendo como consequência a síntese baixa ou nula da proteína 

FMRP (Fragile X Mental Retardation-Protein) que está envolvida no desenvolvimento 

e função normais do cérebro (DARNEL et al, 2001; CRAWFORD et al, 2001). A 

alteração no gene FMR1, causada pela expansão do número de repetições CGG é 

caracterizada por três grupos de alelos: (a) Gray zone no qual os indivíduos apresentam 

alelos contendo 45 a 60 repetições, sendo considerada à zona intermediária que pode ser 

estável em alguns casos, mas que em outros pode se expandir durante a transmissão 

para as gerações seguintes; (b) Pré-mutado, que abrange o intervalo de 61 a 200 

repetições e distingue-se pela instabilidade, onde o indivíduo é caracterizado como 

portador da SXF; (c) Mutado ou mutação completa compreende alelos que apresentam 

>200 repetições, e que está associada à SXF (FILIPOVIC-SADIC et al, 2010).  



 

 

A integridade da repetição CGG e sua propensão a se expandir estão associadas 

as inserções de AGG. Essas trincas interrompem as repetições CGG, cuja presença e 

localização também influenciam a estabilidade do alelo impedindo erros durante a 

replicação (YU et al, 1991; SULLIVAN et al, 2002; NOLIN et al, 2003). 

Aproximadamente 70% das grandes expansões têm somente uma unidade AGG, 

enquanto os alelos normais, são interrompidos por 1 a 3 unidades AGG (MANDEL & 

BIANCALANA; 2004; VAN ESCH, 2006). Crawford e colaboradores (2000) 

demonstraram diferentes variações de alelos susceptíveis a expansão (gray-zone), entre 

caucasianos (41-60 CGG) e africanos-americanos (35-60 CGG) e que apesar da 

população africano-americana apresentar frequência baixa de alelos gray-zone, exibe 

frequência maior de alelos com repetições CGG “puras” e/ou apenas com uma 

interrupção AGG.  

A SXF transmitidas por mulheres pré-mutadas apresenta risco maior de 

expansão para a mutação completa (BONTEKOE et al, 2001; MCCONKIE-ROSELL et 

al, 2005). Estudos recentes têm relacionado os portadores da pré-mutação a menopausa 

precoce (POF: Premature Ovarian Failure) e Síndrome de Tremor Ataxia (FXTAS- 

Fragile X-Associated Tremor/Ataxia Syndrome) (HAGERMAN et al, 2004; 

JACQUEMONT et al, 2004; VAN ESCH et al, 2005). Os afetados pela SXF 

apresentam características clínicas variadas mesmo entre indivíduos da mesma família 

como face alongada com queixo proeminente, orelhas em abano, macroorquidia, 

hiperextensibilidade das articulações, prolapso da válvula mitral, hipotonia muscular e 

estrabismo (HAGERMAN, 2002). Além da DM em graus variáveis, apresentam 

problemas de atenção associados à hiperatividade, dificuldade de aprendizagem, ocular 

pobre, ansiedade social e comportamento autista (MCCONKIE-ROSELL et al, 2005). 

Crawford e colaboradores (2002) demonstraram que um quarto a um terço das crianças 

identificadas com a SXF em escolas públicas não são diagnosticados antes dos 10 anos 

de idade. As ferramentas moleculares são as mais utilizadas para o diagnóstico da SXF 

entre elas estão a PCR e Southern blotting. Dentre os testes de pesquisa de doenças 

genéticas, o estudo do gene FMR1 é um dos mais solicitados (MADDALENA et al, 

2001).  

Aparentemente a SXF incide de forma similar em todos os grupos étnicos, sendo 

responsável por aproximadamente 14% de todas as DM idiopáticas no sexo masculino e 

por um terço de todas as DM ligadas ao cromossomo X (TURNER et al, 1996). 

Apresenta prevalência na população geral entre homens de origem caucasiana de 



 

 

aproximadamente 1 em 4.000 a 6.000 com variação de 1 em 3.717 a 8.918 e entre as 

mulheres, na população geral, nenhum estudo foi realizado para determinar a 

prevalência da SXF. Baseada na prevalência da doença nos homens, estima-se que 1 em 

8.000 a 9.000 mulheres podem estar afetadas pela SXF (CRAWFORD et al, 2001). 

Apesar da prevalência da SXF apresentar similaridade na maior parte dos grupos, 

podem ocorrer variações entre as populações. Falik-zaccai e colaboradores (1997) 

relatam que judeus tunisianos apresentam valores superiores em comparação à 

população caucasiana. Outras estimativas realizadas em populações africanas sugerem a 

prevalência de aproximadamente de 1 em 2500 na população geral, maior do que a 

observada em populações caucasianas (ELBAZ, 1998; CRAWFORD et al, 2002). 

Os dados epidemiológicos referentes à pré-mutação na população geral incluem 

estudo realizado em Quebec, Canadá, no qual Rousseau e colaboradores (1995) 

detectaram em 10.624 amostras do sexo feminino a prevalência de 1 em 259 mulheres 

com > 54 repetições CGG. Mais tarde, Dombrowski e colaboradores (2002) 

investigaram a pré-mutação na mesma população canadense em 10.572 amostras do 

sexo masculino e descreveram a prevalência de 1 em 813 homens. Outro estudo em 

Israel identificou em 14.334 mulheres, a prevalência de 1 em 69 portadoras com > 50 

repetições CGG, sendo que, 1 em 113 mulheres com >54 repetições CGG eram de 

diferentes etnias judaicas e encontravam-se em fase pré-conceptiva ou gestacional e sem 

histórico familiar de DM. Esse estudo evidenciou a prevalência alta na população geral 

e recomenda a triagem de mulheres portadoras de pré-mutação em larga escala na 

região estudada (TOLEDANO-ALHADEF et al, 2001).  

Crawford e colaboradores (2001) acreditam que ainda não existe uma estimativa 

concreta para prevalência da SXF no mundo. A maior parte das pesquisas que 

caracterizam frequências alélicas do gene FMR1 é composta por indivíduos do sexo 

masculino provenientes de escolas especiais com DM idiopática, sendo os resultados 

extrapolados para a população geral. Outro fator que influencia diretamente os 

resultados de prevalência é o subdiagnóstico. A grande maioria dos indivíduos 

pesquisados com a SXF é oriunda de países desenvolvidos, onde o diagnóstico é 

realizado de rotina, o que difere dos países subdesenvolvidos onde há escassez de 

centros para o diagnóstico dessa síndrome (GRASSO et al, 2003). Dessa forma são 

necessários estudos adicionais utilizando amostragem maior, visando estabelecer a 

prevalência da SXF na população geral (Tabela 1) de maneira a esclarecer a presença de 



 

 

diferenças significativas da sua distribuição entre as populações e gerar dados 

epidemiológicos mais consistentes. Segundo Tassone e colaboradores (2008) esse fato 

poderia estar relacionado com a frequência baixa dos alelos com mutação completa e o 

custo alto para diagnosticar a SXF. 

 

Tabela 1.  Principais estudos que utilizaram amostras representativas relacionadas à prevalência da pré-

mutação no gene FMR1. 

País Referência  N
0
 Masculino Feminino 

Canadá Rousseau e colaboradores, 1995 10.624  38,6/10.000 

Israel  Pesso e colaboradores, 2000 9.459  137/10.000 

Israel Toledano-Alhadef e colaboradores, 2001 14.334  88,4/10.000 

Canadá Dombrowski e colaboradores, 2002 10.572 12,3/10.000  

Espanha Rife e colaboradores, 2003 5.000 8,1/10.000  

 

A Síndrome do X-frágil vem merecendo grande nos últimos anos não apenas 

devido a prevalência e subdiagnóstico, mas também pelas peculiaridades de sua 

transmissão, grau elevado de recorrência e por distúrbios a ela associados.  

A prevalência da SXF na população geral, todavia não está estimada na Bahia ou 

mesmo no Brasil. Mingroni-Neto e colaboradores (1990) estimaram a frequência da 

SXF em 8% dos homens e 4% das mulheres com DM; Oliveira e colaboradores (2004) 

demonstraram a frequência de 4% em 25 indivíduos do sexo masculino com DM. A 

maior parte dos trabalhos que caracterizam polimorfismos no gene FMR1 são 

provenientes das regiões Sul e Sudeste do país onde os serviços de genética médica, 

apesar da dificuldade na realização das técnicas moleculares, são bem estruturados 

(HOROVITZ, LLERENA, DE MATTOS, 2005).  

Segundo ABE-SANDES e colaboradores (2010) a população de Salvador é 

bastante miscigenada apresentando contribuição ancestral de diferentes populações 

(africana 49,2%, européia 36,3% e ameríndia 14,5%). Os dados gerados no presente 

estudo servirão para distinguir as frequências alélicas do gene FMR1 em relação ao 

número de repetições CGG na população geral de Salvador-BA, podendo contribuir 

para estimar a prevalência da SXF nesta cidade.  



 

 

É preciso ressaltar a importância da realização de mais estudos na região 

nordeste, onde existe carência não apenas de atendimento aos pacientes, mas também de 

informações sobre essa doença. Diversas formas de alteração no gene FMR1 podem 

estar presentes em uma mesma família tornando a SXF forte candidata a estudos e 

rastreamento na população em geral (CRAWFORD et al, 2001). 

Considerando a falta de um estudo prévio na população geral de Salvador-BA, 

justifica-se o estudo molecular no gene FMR1, visando para caracterizar a distribuição 

dos seus alelos nesses indivíduos. Uma vez definidas essas frequências, torna-se 

possível avaliar a situação de cada grupo em relação ao risco populacional para 

ocorrência da doença, auxiliando a instalação de políticas de saúde específicas. 

Portanto o objetivo deste estudo é estabelecer a frequência das classes alélicas 

do gene FMR1 em indivíduos do sexo masculino da população geral da cidade de 

Salvador-BA. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Centro de 

Pesquisa Gonçalo Moniz da Fundação Oswaldo Cruz (CPqGM/FIOCRUZ-BA) sob 

parecer nº 96/2006.  

- Amostras 

Foram utilizadas amostras de DNA foram provenientes de outro estudo 

desenvolvido pelo Instituto de Saúde Coletiva (ISC) da Universidade Federal da Bahia 

(UFBA), que avaliou as condições sanitárias sobre a saúde da população de Salvador, 

visando a implantação de um projeto extenso centrado em esgotamento sanitário, 

ampliação da rede de abastecimento de água e melhoria do sistema de coleta de lixo 

denominado de Programa Bahia Azul (ANDRADE, 1997).  

A cidade de Salvador, capital do estado da Bahia, possui uma área de 

706,799km
2
 sendo composta por uma população miscigenada (ABE-SANDES e 

colaboradores, 2010) com 2.892.625 habitantes (censo demográfico brasileiro, IBGE 

2007 - http://www.ibge.gov.br). Em virtude da extensão geográfica e da densidade 

populacional da cidade, foi utilizado um conjunto de 30 áreas intra-urbanas (Figura 9) 

denominadas áreas sentinelas (BARRETO e colaboradores, 2006).  

 

http://www.ibge.gov.br/


 

 

 

Figura 9. Mapa da cidade de Salvador, demonstrando a as bacias onde foram coletadas 

 amostras para o projeto Bahia Azul. 

LIMA, 2009. 

 

As micro-áreas que participaram do estudo foram acompanhadas durante toda a 

implantação do Programa Bahia Azul, possibilitando comparar episódios diarréicos, 

prevalência de helmintoses, estado nutricional de crianças e prevalência de marcadores 

sorológicos para agentes infecciosos antes e após o programa (BRASIL, 2004). Esse 

estudo apresenta o total de 1515 amostras, sendo 878 do sexo feminino e 637 do sexo 

masculino com idade entre 8 a 74 anos, tendo como fiel depositário o Laboratório 

Avançado de Saúde Publica (LASP) do CPqGM/FIOCRUZ-BA. 

Entre as 637 amostras do sexo masculino do projeto Bahia Azul foram 

genotipadas 511 amostras para o presente estudo sendo que, as demais não foram 

genotipadas ou por falta de material (DNA) ou dificuldade da técnica. 

- Análise Laboratorial 

O DNAg de todas as amostras foi extraído pela técnica fenol-clorofórmio 

(PANASCI et al., 1977) e armazenadas à temperatura de -20ºC no LASP/ CPqGM 

/FIOCRUZ-BA. Os alelos da região 5’UTR do gene FMR1 foram diferenciados de 

acordo com a técnica da PCR, segundo Haddad e colaboradores (1996). Os fragmentos 

gerados foram analisados em gel de poliacrilamida a 6% não desnaturante. Em seguida 



 

 

os fragmentos foram visualizados pela coloração com nitrato de prata segundo, 

Sanguinetti e colaboradores (1994). 

O protocolo proposto por Haddad e colaboradores (1996) é utilizado para a 

amplificação da região 5’UTR do gene FMR1, porém não permite determinar 

exatamente o número de repetições CGG. No entanto, é possível estabelecer categorias 

alélicas de acordo com o tamanho do fragmento obtido na reação da PCR, tendo como 

referência um marcador de pares de bases (Quadro 2). Essa categorização em classes já 

foi utilizada anteriormente por Haddad e colaboradores (1999) para relacionar alelos 

normais, gray zone e pré-mutados.  

 

Quadro 2. Relação entre as classes, o número de repetições CGG e o tamanho do produto da PCR do 

gene FMR1. 

Alelo Classes N
0
 repetições CGG Produto da PCR 

 

 

 

 

Normal 

 

1 

 

 

< 10 CGG 

 

 

<500 pb 

 

2 

 

 

11 a 26 CGG 

 

 

503 a 548 pb 

 

3 

 

 

27 a 40 CGG 

 

 

551 a 590 pb 

 

 

Gray-zone 

 

 

 

 

4 

 

 

41 a 60 CGG 

 

 

593 a 650 pb 

 

Pré-mutado 

 

 

 

5 

 

>60CGG 

 

>650pb 

 

Mutado 

 

 

6 

 

>200CGG 

Ausência de 

amplificação 

 

As classes alélicas foram determinadas baseando-se na relação entre o número 

de repetições CGG e o tamanho do fragmento obtido na PCR. De acordo com a 

sequência referência, extraída do GenBank (L29074) foi possível identificar os pontos 

de pareamento dos primers, as sequências intercalantes e a região de inserção das 

repetições CGG (Figura 12).  



 

 

 

Figura 12. Esquema demonstrando a relação entre o tamanho do fragmento (pb) e o número de repetições 

CGG no gene FMR1. O alelo acima apresenta 20 repetições CGG. 

 

Desta forma, hipoteticamente, um indivíduo com apenas uma repetição CGG na 

região polimórfica flanqueada pelos primers U e F terá um fragmento com tamanho de 

473pb (Classe 1/<500pb). Em contrapartida, os alelos com 11 repetições CGG terão 

inseridos 33 nucleotídeos na região polimórfica, aumentando o fragmento amplificado 

de 473pb (1 repetição CGG) para 503 nucleotídeos (Classe 2/503pb). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Este é o primeiro estudo determinando a frequência dos alelos do gene FMR1 na 

população de Salvador. Dos 511 indivíduos analisados no presente estudo observou-se 

predominância de alelos normais pertencentes à classe 2 (11 a 26 repetições CGG) em 

73,70% dos indivíduos analisados, seguido da classe 3 (27 a 40 repetições CGG) em 

25,10% dos indivíduos. Apenas 1,20% foram incluídos na classe 1 (<10 repetições 

CGG) e nenhum alelo foi encontrado nas classes 4 (41 a 60 repetições CGG), classe 5 ( 

>60 repetições CGG) e classe 6 (>200 repetições CGG) (Gráfico 1). 

 

Gráfico 1: Distribuição das frequências das classes. Alelos normais classe de 1 a 3, gray-zone classe 4, 

pré-muados classe 5 e mutados classe 6.  
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Nossos resultados podem ser comparados a outro estudo realizado no Brasil, 

onde Silva e colaboradores (2004) detectaram a frequência alélica de 20 repetições 

CGG em 442 indivíduos da população pernambucana. Porém, Sucharov e colaboradores 

(1999) observaram uma moda de 30 repetições CGG em 100 indivíduos do Rio de 

Janeiro, sendo este o primeiro estudo realizado no Brasil que investigou as repetições 

CGG no gene FMR1 na população geral. Queiroz (2006) detectou a frequência bimodal 

com alelos com 28 e 30 repetições CGG em Santa Catarina. MINGRONI-NETTO e 

colaboradores (2002) relataram a frequência de 30 repetições CGG na população de São 

Paulo (Tabela 3).  

 

Tabela 3.  Comparação da frequência alélica da distribuição CGG presentes no gene FMR1 com outras 

regiões Brasileiras.  

Região N
0 
repetições CGG Total Técnica Laboratorial Referência 

 

 

Nordeste 

 

11-26 (73,7%) 

511 

Homens 

PCR Presente estudo 

 

20 (90,2%) 

386 

Homens e Mulheres 

PCR e  

sequenciamento  

Silva e colaboradores, 2004 

 

 

Sudeste 

 

30 (22%) 

100 

Homens 

PCR e 

sequenciamento  

 

Sucharov e colaboradores, 1999 

 

30 (27,1%) 

59 

Homens e Mulheres 

PCR e 

sequenciamento  

 

Mingroni-Netto e colaboradores, 2002 

 

Sul 

 

28 e 30 (60%) 

115 

Homens e Mulheres 

 

 

PCR 

Queiroz e colaboradores, 2006 

 

As estimativas populacionais relacionadas à frequência alélica do gene FMR1 

têm demonstrado resultados heterogêneos entre as diferentes populações do mundo 

(Tabela 4). A frequência dos alelos na população caucasiana varia de 28 a 30 repetições 

CGG (BROWN et al, 1993; CHIURAZZI et al, 1996; KUNST et al, 1996), o que 

corresponderia no nosso estudo a classe 3. Porém, Mingroni-Netto e colaboradores 

(2002) encontraram um segundo pico com 20 repetições CGG na população de São 

Paulo que possui maior ancestralidade européia.  

O alelo que possui aproximadamente 19 ou 20 repetições CGG, é raro entre a 

população africana ou de ancestralidade africana (CHIURAZZI et al, 1996; EICHLER 

et al, 1995; CRAWFORD et al, 2000). Segundo, Mingroni-Netto e colaboradores 

(2002) a alta frequência de alelos com 19 ou 20 repetições CGG poder ser uma 



 

 

peculiaridade da população européia. A população de Salvador possui contribuição 

ancestral de diferentes populações (africana 49,2%, européia 36,3% e ameríndia 14,5%) 

(ABE-SANDES et al, 2010), essa miscigenação poderia explicar a frequência elevada 

da classe 2 (11 a 26 repetições CGG) na população de Salvador que difere de relatos 

encontrados na literatura em estudos realizados em populações de ansestralidade 

africana. 

Tabela 4. Estimativas populacionais relacionadas à frequência alélica do gene FMR1 em diferentes 

regiões do mundo (Adaptado de ROSALES-REYNOSO et al, 2005). 

 

 

A ausência de alelos pré-mutados entre a população estudada de fato pode ser 

ausente ou pode ser atribuída a técnica empregada. Portanto, para maior definição dos 

tamanhos dos alelos do gene FMR1 seria necessário a análise de fragmento, uma vez 

que a técnica da PCR não determina o número exato das repetições CGG, apenas define 

a classe alélica. A análise de fragmentos realizada no sequenciador automático 

apresenta sensibilidade maior na detecção da variação do número de repetições CGG no 

gene FMR1, permitindo observar diferenças entre os alelos em apenas um par de bases, 

o que não ocorre na eletroforese em gel (FILIPOVIC-SADIC et al, 2010). Porém, os 

resultados obtidos no presente estudo estão dentro de uma margem segura em que se 

pode afirmar uma boa estimativa do tamanho dos alelos. 

Outro fato que também poderia justificar uma possível a ausência de alelos pré-

mutados entre a população estudada, é o tamanho amostral. Apesar do número 

considerável de indivíduos, não foi possível observar a presença de nenhum alelo pré-

mutado e estimar a prevalência da SXF por tratar-se de uma amostra de conveniência, 

que representa uma parte da população de Salvador, Bahia. Para estimar a prevalência 

em Salvador seriam necessárias 15.166 amostras da população geral, segundo o cálculo 



 

 

amostral realizado no programa estatístico Epi-Info versão 6.04 e no presente estudo 

foram analisadas 511 amostras. Portanto trata-se de um estudo pioneiro e descritivo que 

caracteriza uma amostra na população de Salvador e os resultados obtidos inferem 

apenas para a população estudada. 

As repetições CGG, presentes no gene FMR1, são regiões que podem dificultar a 

amplificação de seus alelos, por formar estruturas secundárias, hairpins, reconhecidas 

pela DNA polimerase como sítios de pausa, ocorrendo amplificações incompletas e 

resultando em bandas múltiplas no produto da PCR (QUEIROZ, 2006). Segundo 

Filipovic-Sadic e colaboradores (2010) a eficiência da reação de PCR na SXF é 

inversamente proporcional ao número de repetições CGG. Quanto maior a mutação 

(expansão do gene) menor a confiabilidade da amplificação pela técnica. No intuito de 

melhorar a eficácia da técnica na amplificação das regiões ricas em citosina e guanina o 

presente estudo utilizou 75% de 7-deaza-dGTP e 10% de DMSO, porém outros 

protocolos utilizam: betaína e polimerases diversas que também garantem o sucesso da 

amplificação (MCCONLOGUE et al, 1988).  

A técnica desenvolvida por Haddad e colaboradores (1996) é indicada para 

análise em amostras do sexo masculino que apresentam apenas um cromossomo X em 

seu genoma (46, XY), amplificando somente um alelo do gene FMR1. Nas amostras do 

sexo feminino que apresentam dois cromossomos X em seu genoma (46, XX), existe a 

possibilidade desses alelos do gene FMR1 serem idênticos (de mesmo tamanho), 

caracterizando a mulher como homozigota normal. Neste caso não seria possível 

detectar o número de repetições CGG pela técnica da PCR desenvolvida por Haddad e 

colaboradores (1996) nos dois alelos e sim apenas em um. A visualização do resultado 

no gel de poliacrilamida a 6% indicaria a presença de apenas um dos alelos, pois eles 

ficariam sobrepostos podendo gerar resultados inconclusivos. 

CONCLUSÃO 

Mutações no gene FMR1 são responsáveis por implicações clínicas que se fazem 

presentes durante todo o período de vida dos indivíduos: na infância, na vida 

reprodutiva das mulheres e durante o envelhecimento. Portanto é um tema que interessa, 

ao indivíduo, a família, a sociedade e a saúde pública. 

Este é o primeiro estudo utilizando a técnica da PCR para detecção dos alelos do 

gene FMR1 em uma população geral de Salvador-BA, podendo ser utilizada no 

diagnóstico de triagem na investigação laboratorial da SXF. 



 

 

A classe mais frequente na população estudada foi a 2 (11 a 26 repetições CGG) 

e não foram encontrados alelos pré-mutados, podendo ser em virtude do tamanho 

amostral ou da técnica da PCR empregada segundo Haddad e colaboradores,1996, não 

sendo possível avaliar a ocorrência da doença na região. 

Estes resultados podem direcionar futuros trabalhos envolvendo o gene FMR1 

tanto para o estado da Bahia, quanto para a região Nordeste e também minimizar 

deficiências existentes em termos de diagnóstico da SXF na cidade de Salvador-BA.  
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