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Investigação molecular por PCR da Síndrome do
Cromossomo X Frágil em homens com transtornos
invasivos do desenvolvimento
Molecular investigation by PCR of Fragile X Syndrome in men with
pervasive developmental disorders

Os Transtornos Invasivos do Desenvolvimento afetam cerca de 2-5 a cada 1.000 crianças, interferem no
desenvolvimento emocional e cognitivo e caracterizam-se por prejuízo severo do desenvolvimento, compor-
tamento esteriotipado, interesses e atividades restritas. Incluem cinco diagnósticos: Transtorno Desintegra-
tivo da Infância, Transtornos Invasivos do Desenvolvimento Sem Outra Especificação, Síndrome de Rett e de
Asperger e Autismo. Tais transtornos têm sido associados a várias doenças genéticas, com destaque para a
Síndrome do Cromossomo X Frágil, que resulta de mutações no gene FMR-1 e é a maior causa de retardo
mental em meninos. Este trabalho teve como objetivo investigar a presença da mutação completa do gene
FMR-1, com a utilização da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), em homens portadores de
Transtornos Invasivos do Desenvolvimento. Entre os 25 indivíduos estudados, um apresentou a mutação
completa. A frequência de 4% da síndrome corrobora os dados da literatura e reforça o conceito de que esta
doença representa um fator etiológico importante e deve ser investigada em todo indivíduo com estes distúr-
bios comportamentais, inclusive por suas implicações no processo de Aconselhamento Genético das famílias.

Transtornos Invasivos do Desenvolvimento, Síndrome do X Frágil, Autismo.

Pervasive Developmental Disorders occur in about 2-5 out of every 1,000 children. They interfere in the
emotional and cognitive development and are characterized by severe impairment of the development, stere-
otyped behavior and restricted interests and activities. There are five diagnoses:: Pervasive Developmental
Disorder, Pervasive Developmental Disorder – Not Otherwise Specified, Rett’s Disorder, Asperger’s Syndro-
me and Autism. These disorders have been associated with genetic diseases in particular with Fragile X
Syndrome resulting in mutations in the FMR-1 gene, which is the greatest cause of mental retardation in boys.
This work aimed at investigating the presence of full mutations of the FMR-1 gene using Polymerase Reaction
Chair (PCR) in male carriers of Pervasive development Disorders. Out of the 25 individuals studied, one
presented with a full mutation.
The frequency of 4% of full mutations within the syndrome confirms published data and reinforces the
concept that this disease represents an important etiological factor which should be tested in all individuals
with these behavioral disorders, thereby providing screening for genetic counseling of the families involved.
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Introdução
Os Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (Pervasive

Developmental Disorders-PDDs) são doenças psiquiátricas gra-
ves que interferem no desenvolvimento emocional e cognitivo.
Caracterizam-se por prejuízo severo das áreas do desenvolvi-

mento, pela presença de comportamento esteriotipado e interes-
ses e atividades restritas1,2. Compõem um grupo de cinco doen-
ças: o Transtorno Desintegrativo da Infância, os Transtornos
Invasivos do Desenvolvimento Sem Outra Especificação [Per-
vasive Developmental Disorders, Not Otherwise Specified (PDD-
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Oliveira” (EMA) de São José do Rio Preto, da Associação Ami-
gos dos Autistas (AMA) de Barretos e de clínica particular.Os
diagnósticos foram realizados por psiquiatras e psicólogos es-
pecialistas em PDDs.

O DNA genômico de cada indivíduo foi obtido a partir de
leucócitos de sangue venoso periférico, segundo a técnica des-
crita por Abdel-Rahman et al (1994)22, com modificações.

A investigação do polimorfismo de repetições de trinucleotí-
deos, presente no gene FMR-1, responsável pela síndrome do
X frágil, foi realizada segundo a técnica descrita por Haddad et
al.(1996)21, com modificações. Tal técnica consistiu na amplifi-
cação da região do gene que contém as repetições CGG, por
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Tal protocolo baseia-se
no fato de que as mutações completas não sofrem amplificação
sob as condições da técnica, que é, portanto, indicativa da pre-
sença ou ausência da mutação. Para tanto, foram utilizados três
primers, de seguintes nomes e seqüência:

ƒ= 5 ’agccccgcacttccaccaccagctcctcca 3 ’
Eag-U= 5 ’ cgacctgtcaccgcccttcagccttcc 3 ’
Eag-L= 5 ’ cgctgcgggtgtaaacactgaaaccacgtc 3 ’
O resultado da amplificação foi avaliado por eletroforese em

gel de poliacrilamida não-desnaturante a 7,5% e o gel corado
segundo o método descrito por Santos et al .(1993)23, com modi-
ficações,

Os indivíduos portadores da síndrome do FRA X foram iden-
tificados pela ausência da banda polimórfica, de cerca de 550pb,
revelando a presença da mutação completa. A exclusão do fal-
so-positivo foi definida pela presença do controle interno (ban-
da de 223pb). Os primers Eag-U e ƒ flanqueiam a região de poli-
morfismo das repetições CGG, produzindo um fragmento de
amplificação de 550pb nos indivíduos normais. Quando ocorre a
mutação completa, esse fragmento não é obtido, pois as condi-
ções da reação de PCR são ineficientes para a amplificação de
sequências longas de DNA. Um fragmento de 223pb é resultan-
te da amplificação da região não-polimórfica flanqueada pelos
primers Eag-U e Eag-L, interna ao segmento de interesse e que
serve como controle da reação de PCR para cada caso.

Resultados
Os resultados da análise molecular por PCR mostraram 24 in-

divíduos com a banda polimórfica de 550pb e a banda controle
de 223pb. Portanto, estes foram considerados normais.

Contudo, um caso não apresentou a banda polimórfica, ape-
nas a controle, evidenciando a falta de amplificação da região
alvo. Este, portanto, mostra padrão eletroforético compatível
com a mutação completa do gene FMR-1 e foi considerado afe-
tado pela síndrome do FRA X (Figura 1).

Discussão
As freqüências de autismo e de outros PDDs associados a

outras doenças genéticas e ambientais variam de 10 a 37%. A
identificação dessas patologias é de extrema importância e de-
pende de um trabalho multidisciplinar que envolve psicólogos,
psiquiatras, pediatras, geneticistas, entre outros profissionais
da área de saúde. A identificação de subgrupos de PDDs, base-
ada nestas associações e nos padrões neuropsicológicos, pode
auxiliar na compreensão dos mecanismos patológicos envolvi-
dos no fenótipo comportamental e no aconselhamento genéti-
co7,24,25.

Ainda não está esclarecido se o comportamento autístico é
parte do espectro da síndrome ou se o X frágil é parte do espec-
tro autista, ou se são dois distúrbios distintos com aumento da

NOS)], as síndromes de Rett e de Asperger e o Autismo1,2,3. São
doenças de etiologia complexa, heterogênea e pouco conheci-
da, cujos tratamentos são apenas paliativos e sintomáticos.
Dentre elas se destaca o autismo, pela sua precocidade e maior
freqüência na população1,3.

Os PDDs em geral e especialmente o autismo têm sido associ-
ados a algumas doenças gênicas e aberrações cromossômicas
autossômicas e de cromossomos sexuais, entre as quais se des-
tacam a Síndrome do cromossomo X frágil (FRA X) e a Esclerose
Tuberosa (ET)1,3,4,5,6.

A síndrome do FRA X é a forma mais comum de retardo mental
hereditário, afeta cerca de 1:1000 indivíduos da população7. A
incidência da síndrome do FRA X na população autista varia de
0 a 20%8,9. As manifestações físicas e cognitivas variam e inclu-
em macroorquidismo, orelhas grandes e em abano, mandíbula
proeminente, retardo mental moderado a severo e comportamento
autístico4,7,10,11,12.

A patogenia molecular desta doença envolve uma expansão
repetida de trinucleotídeos (CGG)

n, 
localizada na porção 5’ não

traduzida do primeiro exon do gene FMR-1 (Fragile Mental Re-
tardation 1)4,5,11,13, levando a uma hipermetilação do promotor e
reprimindo a expressão do mesmo14. Isto reduz efetivamente ou
impede a produção da proteína FMRP, essencial para a função
cerebral normal15. O nível desta proteína entre os afetados varia
e influencia na gravidade do retardo mental16.Quando a hiper-
metilação ocorre, a enzima necessária para a transcrição está
impossibilitada de se ligar à região promotora e iniciar este pro-
cesso. O resultado final é que o RNA mensageiro não é produzi-
do, uma condição que leva ao silenciamento transcricional do
gene17,18.

O número de repetições CGG no gene FMR-1, na população
normal, varia de 6 a 50 repetições, sendo considerado como
polimorfismo. Em portadores não afetados, esta seqüência está
repetida entre 60 e 200 vezes, um evento conhecido como pré-
mutação. Os indivíduos afetados, contudo, possuem mais de
200 repetições, ou seja, mutação completa18.

É provável que a Síndrome do FRA X ocorra devido à incapa-
cidade da proteína FMRP ligar-se a RNAs, porque o fenótipo
pode surgir de uma mutação no sentido errôneo (missense),
modificando o seu centro ativo19.

Vários centros de diagnóstico molecular de todo o mundo
usam as técnicas de PCR e Southern blotting para diagnosticar
e caracterizar a presença e o tamanho da repetição CGG, pois a
expansão está associada, na maioria dos casos, com alterações
fenotípicas20.

Haddad e colaboradores (1996)21 descreveram uma técnica que
permite a identificação de homens com a mutação completa pela
falta do produto de amplificação, que é detectado apenas em
homens portadores da pré-mutação e em indivíduos normais.

A avaliação molecular da Síndrome do FRA X nos casos de
PDDs, portanto, pode elucidar a etiologia genética desses trans-
tornos e auxiliar na conduta terapêutica dos casos e no aconse-
lhamento genético das famílias.

Material e Métodos
Após a aprovação pelo CEP (FAMERP) e CONEP (processo

nº 25000.112886/2001-53) e obtenção do Termo de Consentimen-
to Livre e Esclarecido (Resolução 196/96), foram estudados 25
indivíduos do sexo masculino, com idades entre 05 e 24 anos
(x=12,12 ou 12 anos), com diagnóstico de Transtornos Invasi-
vos do Desenvolvimento, segundo os critérios do DSM-IV2,
provenientes da Escola Municipal do Autista “Maria Lúcia de
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comorbidade26. As pesquisas têm se limitado a correlacionar ou
comparar estas duas patologias e não têm examinado a relação
entre a expressão da proteína e o comportamento autista, esten-
dendo a questões sobre quais destas variáveis interagem ou
estão correlacionadas27.

O X frágil (FRAXA) resulta da expansão repetida de trinucle-
otídeos CGG em Xq27.3, o que reprime a produção da proteína
FMRP, essencial para a função cerebral normal e pode explicar o
fenótipo comportamental9,28. Próximos a esta região estão mape-
ados o gene FRAXE (FMR-2), associado com deficiência men-
tal e o gene que codifica a subunidade alfa 3 do receptor GABA-

A O GABA é o neurotransmissor inibitório mais importante em
mamíferos e uma alteração das subunidades poderia alterar a
atividade do receptor e, conseqüentemente, a atividade cere-
bral28.

Portanto, a presença de 4% de portadores de FRA X entre os
pacientes estudados neste trabalho corrobora os dados da lite-
ratura, reforça o conceito de que esta doença representa um dos
fatores etiológicos mais importantes em PDDs e que deve ser
investigada em todo indivíduo com estes distúrbios comporta-
mentais.

Figura 1.  Amplificação por PCR na região do X frágil. Fotografia de uma corrida em gel de poliacrilamida 7,5% não desnaturante, mostrando
amplificação de DNA de homens normais (linhas 1,2,3,4,6,7,8,9) e um indivíduo afetado (linha 5). A banda inferior de 223pb (seta cinza) constitui
o controle interno da reação de PCR. A banda superior com 550pb (seta preta) representa a amplificação do produto contendo repetições (CGG)n

em indivíduos normais. A linha L representa o Ladder, DNA marcador de peso molecular de 100pb. A linha CN indica o uso de um controle negativo
e a linha CP indica o uso de um controle positivo.
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