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SINDROME DO X FRAGIL

Estudo caso-controle envolvendo pacientes pré e
pos-puberais com diagndéstico confirmado por
analise molecular

Raquel Boy', Patricia Santana Correia?, Juan Clinton Llerena®,
Maria do Carmo Machado-Ferreira®, Marcia Mattos Gongalves Pimentel®

RESUMO - A sindrome do X fragil é a causa mais comum de retardo mental herdado; entretanto, é
subdiagnosticada na populacdo pediatrica. Objetivamos, neste estudo, determinar as caracteristicas clinicas
pré e pés-puberais mais significativas observadas entre individuos que apresentam a mutacdo no gene FMR-
1, e que possam ser utilizadas como método de triagem dos pacientes que devem ser submetidos a analise
molecular. A partir de protocolo clinico-laboratorial, foram analisados 104 individuos (92 do género masculino
e 12 do feminino) portadores de retardo mental idiopatico. 17 pacientes (14 do género masculino) apresentaram
a mutacdo completa. Histéria familiar de retardo mental e contato ocular pobre foram os achados que se
mostraram associados, de forma estatisticamente significante (p<0,05), aos pacientes com a sindrome do X
fragil em idade pré e pds-puberal. Os pacientes em idade poés-puberal também diferiram dos controles em
relacdo a presenca de orelhas grandes, fronte proeminente e macroorquidismo.

PALAVRAS-CHAVE: sindrome do X fragil, retardo mental, FMR-1.

Fragile X syndrome confirmed by molecular analysis: a case-control study with pre and post-puberal
patients

ABSTRACT - The fragile X syndrome (FRAXA) is the most common cause of inherited mental retardation.
However, it has been frequently underdiagnosed in pediatric population. The characterization of the most
significant pre and post-puberal clinical features observed among patients that are positive for the FMR-1
mutation, is useful as a screening tool for ordering the DNA test. Therefore, a screening program for FRAXA
has been conducted in a sample of 104 mentally retarded individuals (92 males and 12 females), comprehending
familial history and physical examination in order to determine the clinical characteristics. The molecular test
for the disease was performed in all individuals. Seventeen patients (14 males) were positive for the FMR-1
mutation. Familial mental retardation and poor eye contact were the most common clinical findings with
statistical significance (p<0.05) in FRAXA pre and post-puberal patients. The post-puberal patients presented,
as opposed to the control group, large ears, broad forehead and macroorchidism.

KEY WORDS: fragile X syndrome, mental retardation, FMR-1.

A sindrome do X fragil é a causa mais frequente
de retardo mental herdado, com uma incidéncia
estimada de 1/4.000 em homens e 1/6.000 em
mulheres’, e, é causada por uma expansao de trinu-
cleotideos CGG no primeiro exon do gene FMR-1,
localizado na regido Xg27.3 no cromossomo X. A
clonagem desse gene em 1991%*propiciou o diag-
néstico molecular acurado®. Individuos afetados

apresentam acima de 200 repeticoes da sequéncia
CGG, sendo chamados de portadores da mutagao
completa?. Esta expansdo é acompanhada por
hipermetilacdo anormal da ilha CpG, resultando em
silenciamento da transcricdo e auséncia da proteina
FMRP®. Na populacdo normal, o nimero de repeti-
¢oes CGG é polimorfico e varia de 6-547. Individuos,
fenotipicamente normais, que apresentam repeti-
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¢oes CGG entre 55-200 unidades sao chamados de
portadores da pré-mutacao.

O fendtipo associado a sindrome do X fragil na
populacdo masculina adulta estd bem determinado,
sendo utilizados sistemas de pontuacao clinica na
triagem diagnéstica®®. No entanto, em funcdo de
sua variabilidade fenotipica, esta doenca é subdiag-
nosticada na populacdo pediatrica’'. Desta forma,
torna-se importante definir critérios clinicos para
identificar os individuos que devam ser selecionados
para efetuar os estudos diagndsticos especificos'.

Objetivamos, neste estudo, determinar as carac-
teristicas clinicas pré-puberais e p6s-puberais mais
significativas entre individuos portadores da sin-
drome do X fragil confirmada por diagnéstico mole-
cular, em relacdo a individuos portadores de retardo
mental cujo estudo molecular foi negativo para a
sindrome do X fragil.

METODO

Rastreamento clinico e molecular da sindrome do X
fragil foi realizado pelo Servico de Genética Humana da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) em um
grupo de individuos com retardo mental idiopatico; assim
denominados, ap6s terem sido submetidos a investigacao
clinico-laboratorial compreendida por exame morfolégico
segundo critérios estabelecidos por Jones', estudo cito-
genético com protocolos padronizados de cultura celular
para sangue periférico'#'®, e triagem plasmatica e urinaria
para erros inatos do metabolismo, nos quais o diagnéstico
etiolégico nao fora definido.

A amostra de investigacdo compreendeu 104 indivi-
duos, 92 do género masculino (53 pré-puberais, 39 pds-
puberais) e 12 do feminino (pos-puberais), faixa etaria de
2 a 33 anos (média 13,4 anos).

A triagem clinica foi realizada por geneticistas no
ambulatorio de Genética Médica do Hospital Universitario
Pedro Ernesto — UERJ, com o preenchimento de respectivo
questionario de avaliacdo que abrangia dados genealé-
gicos, clinicos e antropométricos (Quadro). O protocolo
clinico empregado foi elaborado a partir de revisao
bibliografica e experiéncia pessoal sobre os sinais mais
frequentemente observados nessa sindrome, de facil
avaliacdo no exame clinico. O diagnéstico de disturbio de
comportamento/autismo foi realizado pelo médico de
origem do paciente, habitualmente, nesses casos,
neurologista e/ou psiquiatra. Os valores obtidos na afericdo
de perimetro cefalico foram dispostos em grafico ela-
borado por Marcondes et al."’, sendo considerado macro-
cefélico valores > 2DS. As medidas de orelhas foram
baseadas em tabelas preconizadas por Feingold &
Bossert'®, respectivamente. O volume testicular foi aferido
com o uso de orquimetro de Prader , sendo considerado
macroorquidismo as afericdes que superavam os valores
normais para a idade.

Quadro 1. Questionario empregado na avaliacdo clinica.

UERJ - SERVGEN - Ambulatério de Genética Clinica
Estudo Clinico e molecular da Sindrome do X-Fragil

Nome Reg DN /__/

Nome do Pai

Nome da Mae

Endereco Tel.

Data da Avaliacédo __ / /

Origem Médico Avaliador
# Hist. Familiar de Retardo Mental ()Sim () Nao

# Heredograma

# Exame Clinico #Anormalidades Neuroldgicas
()RM

() Per. cefélico

aumentado __percentil () Convulsoes

() Face alongada (') hiperatividade
() Orelhas grandes () contato ocular pobre
() Fronte proeminente () defensivo ao tato
() Mandibula proeminente () mov estereotipado maos
() Pectus excavatum () dist. psiquiatrico
() Flacidez ligamentar () fala rapida/repetitiva
() Macroorquidismo () atraso na fala

() Prega Unica palmar/Sidney () comportamento autista
() Pés planos

() Outros

DNA Data __ / / Fragmento CGG

GTG Data__/ /

Os pacientes investigados foram classificados em pré
e pos-puberais de acordo com a presenca de sinais fisicos
de puberdade.

A caracteristica retardo mental nao foi utilizada como
parametro comparatorio visto que todos os individuos
avaliados (pré e pds-puberais) apresentavam algum grau
de retardo, sendo a principal caracteristica clinica de
encaminhamento destes individuos.

Realizamos o exame de DNA em 104 individuos. Na
analise molecular, o método adotado foi o da dupla
digestdo do DNA genémico com as enzimas EcoRI e Eagl



Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes pré-puberais
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FRAXA positivos

FRAXA negativos

%(n/n) %(n/n)
Caracteristicas clinicas %positivo (#positivos/ntotal) 2 Yates x2° p valore
RM familial ¢ 100 (4/4) 22,4(11/49) 7,47 0,0062
Contato ocular pobre 100 (4/4) 30,6 (15/49) 5,02 0,025
Orelhas grandes 100 (4/4) 38,8(19/49) 3,43 0,064
Flacidez ligamentar 100 (4/4) 40,8(20/49) 3,11 0,078
Defensivo ao tato 75 (3/4) 32,7(16/49) 1.34 0,247
Estereotipias de maos 50 (2/4) 30,6(15/49) 0,06 0,800
Per. cefalico aumentado® 25 (1/4) 26,5(13/49) 0,27 0,600
Face alongada 25(1/4) 34,7(17/49) 0,02 0,876
Fronte proeminente 25(1/4) 10,2(5/49) 0,01 0,938
Palato alto 25 (1/4) 24,5(12/49) 0,34 0,560
Pés planos 25(1/4) 32,7(16/49) 0,06 0,808
Transtornos linguagem 100(4/4) 65(32/49) 0,76 0,383
Macroorquidismo 0(0/4) 2(1/49) 2,63 0,104
Dist,comportamento 0 (0/4) 57,1(38/49) 2,82 0,092
Autismo 0 (0/4) 43,8(21/49) 1,33 0,248
Convulsoes 25 (1/4) 12,2(6/49) 0 0,965

aNUmero de pacientes com as caracteristicas positivas/nimero total de pacientes de cada categoria; “Teste do qui-quadrado corrigido

para pequenas amostras; p valor<0.05 - considerado estatisticamente significativo; “retardo mental familial; ¢perimetro cefélico

aumentado.

seguido de Southern blot e hibridacdo com a sonda
StB12.3 marcada radioativamente com a2 PdCTP, especi-
fica para a identificacdo de amplificagcdo de sequéncias de
trinucleotideos no gene FMR1, responsavel pelo retardo
mental FRAXA 1,

Tendo em vista a analise comparativa dos dados, foram
discriminados e comparados em tabelas 2x2 os principais
dados clinicos e genealdgicos entre 2 grupos distintos de
pacientes do sexo masculino — pré e pés-puberais: o grupo
de pacientes com caracteristicas pré-puberais cujo estudo
molecular foi positivo em relacdo aos individuos pré-
puberais cujo estudo foi negativo; e o grupo de pacientes
pos-puberais com estudo molecular positivo comparando-
os com os individuos pré-puberais cujo estudo foi negativo.

A analise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o
pacote de programas do EPI-Info v.6.0. Os dados foram
apresentados como proporgdes ou percentagens com um
intervalo de confianca de 95%. As diferencas entre os
grupos (pré e pds puberais, positivos e negativos no estudo
molecular) foram avaliadas com o teste do x?com correcao
do Yates, considerando como significante um p<0,05.

RESULTADOS

A mutacdo completa foi observada em 17 pa-
cientes (16,3%), 14 homens e 3 mulheres, distribui-
dos em 8 familias; sendo, nos individuos do género
masculino, observada em 4 dos 53 pacientes pré-
puberais triados (4/53), e em 10 dentre os 39 pos-
puberais (10/39).

A faixa etaria dos pacientes pré-puberais variou
de 7 a 12 anos (média de 9,1 anos) e a dos pacientes
pos-puberais de 12 a 27 anos (média 18,8 anos).

Os achados clinicos/genealégicos de todos os
pacientes estudados encontram-se subdivididos em
2 grupos de comparacdo: pré e pos-puberais —
Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Dentre os individuos pré-puberais positivos para
a sindrome do X fragil , os itens avaliados que apre-
sentaram significancia estatistica foram: histéria fa-
miliar de retardo mental e contato ocular pobre
(Tabela 1).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes pdés-puberais.

FRAXA positivos

FRAXA negativos

%(n/n) %(n/n)
Caracteristicas clinicas %positivo (#positivos/ntotal)? Yates x?* p valore
Rmfamilial 90 (9/10) 44,8(13/29) 4,47 0,033
Orelhas grandes 90(9/10) 34,5(10/29) 7,09 0,0077
Flacidez ligamentar 70 (7/10) 41,4(12/29) 1,43 0,232
Contato ocular pobre 100(10/10) 58,6(17/29) 4,19 0,041
Defensivo ao tato 30(3/10) 20,7(6/29) 0,03 0,867
Estereotipias de maos 40 (4/10) 24,1(7/29) 0,31 0,579
Per.cefalico aumentado® 60 (6/10) 35,7(10/49) 1,09 0,297
Face alongada 100(10/10) 65,5(19/29) 3,01 0,083
Fronte proeminente 80(8/10) 27,6(8/29) 6,42 0,011
Palato alto 60(6/10) 42,9(12/29) 0,42 0,515
Pés planos 0 (0/10) 13,8(4/29) 0,4 0,525
Transtornos linguagem 66,7(6/9) 34,5(10/29) 1,75 0,186
Macroorquidismo 80 (8/10) 34,5(10/29) 4,50 0,033
Dist,comportamento 0(010) 31,0(9/29) 2,48 0,115
Autismo 0(0/10) 17,2(5/29) 0,74 0,390
Convulsoes 20(2/10) 31(9/29) 0,07 0,793

aNUmero de pacientes com as caracteristicas positivas/numero total de pacientes de cada categoria; *Teste do qui-quadrado corrigido

para pequenas amostras; p valor<0,05 - considerado estatisticamente significativo; “retardo mental familial; ¢perimetro cefélico

aumentado.

No grupo de pacientes pés-puberais 5 itens mos-
traram significado estatistico: a ocorréncia de retardo
mental familial, orelhas grandes,contato ocular po-
bre, fronte proeminente e macroorquidismo (Tabela 2).

DISCUSSAO

Estudos acerca da pré-selecao clinica dos indivi-
duos portadores de retardo mental para a investi-
gacao molecular da sindrome do X fragil , tém mos-
trado aumento na positividade do teste. A partir da
utilizacdo de checklists distintos, diferentes taxas de
deteccdo tém sido observadas®?'.

Nos pacientes pré-puberais com diagnéstico mo-
lecular da sindrome do X fragil , observamos, apesar
da pequena amostra, dois sinais clinicos com signi-
ficancia estatistica quando comparados com aqueles
observados nos pacientes cuja analise molecular foi
negativa:

1-Historia familiar de retardo mental — o relato
de casos familiares de retardo mental compativeis

com heranca ligada ao cromossomo X foi observado
em 100% dos pacientes com a sindrome do X fragil.
Este padrao de segregagao, Unico para uma condicao
ligada ao cromossomo X, conforme ilustrado na
Figura 1, torna obrigatéria a triagem dos familiares.
A ocorréncia de retardo mental em diversos graus é
devida a inativacao da transcricao do gene FMR-1,
expressado, de forma variavel, nos tecidos fetais e
adultos, especialmente no cérebro (hipocampo e
camada granular do cerebelo) e testiculos?? nos
pacientes do género masculino. O estudo molecular
estendeu-se as familias dos pacientes portadores da
mutacdo completa, sendo detectados até o mo-
mento, 9 mulheres pré-mutadas, e 1 mutada néo
portadora de retardo mental. Nesta ultima justificado
pelo padrao preferencial de inativacdo do cromos-
somo X mutado? .

2-Contato ocular pobre — definido como desviar
os olhos ao olhar do examinador também foi ob-
servado em todos os pacientes portadores da sindro-
me. Defensividade ao tato do examinador e estereo-
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Fig 1. Heredograma mostrando a segregacdo da mutacdo no loco FRAXA em uma genealogia.

tipias de maos também foram observados em per-
centuais altos, e sdo achados comportamentais sem
definicdo etiopatogénica?*? .

Em 100% destes pacientes foram observados
também a ocorréncia de orelhas grandes, flacidez
ligamentar e transtornos de linguagem, que, apesar
de terem sido também observadas em percentuais
menores no grupo controle (Tabela 1), poderéo ser
utilizados como auxilio no reconhecimento clinico.

Os achados clinicos observados nos pacientes pés-
puberais neste estudo muito se assemelham ao fené-
tipo caracteristico descrito na populagao adulta por-
tadora da sindrome do X fragil : histéria familiar de
retardo mental, orelhas grandes, fronte proeminente
(Fig. 2),contato ocular pobre e macroorquidismo
foram observados nestes pacientes com significancia
estatistica (Tabela 2). Face alongada e flacidez
ligamentar também foram observados na maioria
destes.

Transtornos de linguagem como fala rapida/repe-
titiva nos pacientes pos-puberais e atraso/dificuldade
na fala nos pacientes pré-puberais, conhecidos nos
portadores da sindrome do X fragil, foram obser-
vados em percentuais altos (60 e 100%, respecti-
vamente), no entanto sem diferenca estatisticamente
significativa quando comparada aos grupos com
teste molecular negativo. Alteracées no desenvol-
vimento da linguagem e fala sdo descritas em outras
patologias, como na sindrome de Down e no autis-
mo; no entanto, a complexidade estrutural da elocu-
¢do nos portadores da sindrome do X fragil parece
ser semelhante ao observado em criancas normais?*.

Nao observamos positividade dentre os pacientes
triados por autismo (21/53) e disturbio de compor-

tamento (28/53). A frequéncia de autismo na sindro-
me do X fragil é bastante variavel #?> ¢, a associacao
de X fragil com autismo confunde-se pelo compor-
tamento autista apresentado por muitos daqueles
pacientes®, em que estereotipias de maos sao des-
critas e foram observadas em 50% dos pré-puberes
com exame molecular positivo. Além do mais, os
critérios diagnoésticos de autismo nao sao uniformes,
podendo ocorrer um falso indice diagnéstico ele-
vado. De qualquer forma, justifica-se a triagem mo-
lecular na populacao de autistas, tendo-se em mente
a baixa prevaléncia da mutacdo FRAXA nesta po-
pulacdo. Para pesquisas futuras, solicitaremos aos
psiquiatras e neurologistas, a utilizacao da Classi-
ficacdo de Transtornos Mentais e de Comportamento
da CID 10% no ato do encaminhamento para diag-
néstico molecular.

Apesar de nao termos observado macroorqui-
dismo nessa amostra de pacientes pré-puberais, esse

Fig 2. Pacientes portadores da Sindrome do X fragil onde sdo
observados fronte ampla, face alongada e orelhas grandes.
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achado néo é exclusivo ( e nem obrigatério na idade
adulta), podendo ser observado mais raramente em
criangas de idade variavel. Estudos histopatolégicos
testiculares de pacientes portadores da sindrome do
X Fragil mostram aumento de coldgeno e edema??.

Nossos dados sdo consistentes com estudos pre-
viamente conduzidos em relacdo a variabilidade de
caracteristicas fisicas e comportamentais de porta-
dores da sindrome do X fragil'??'. Certamente, a au-
séncia de marcadores clinicos patognoménicos limi-
tam o potencial de um Unico checklist para o rastrea-
mento da sindrome do X fragil , sendo recomendada
a aplicacao do teste molecular em todos os meninos
com retardo mental de etiologia nado identificada®.
No entanto, chamamos atencao para a validade dos
diversos checklists ja publicados, como um instru-
mento de rastreamento passivel de modificagoes e
adaptacdes com o objetivo de sinalizar indicadores
de risco, de forma eficiente e custo-efetiva?'242°. Sa-
lientamos que o conhecimento destas caracteristicas
auxiliard profissionais de saude ainda pouco fami-
liarizados com a sindrome do X fragil na sua sus-
peicdo clinica e no pronto encaminhamento para
centros de diagnéstico e aconselhamento genético.

Por fim, enfatizamos a importancia de identificar
individuos com a sindrome do X fragil'®%, que se
reflete em varias areas. O diagnoéstico acurado pode
aliviar a incerteza e a angustia dos pais em relacdo a
causa da deficiéncia. Mesmo na auséncia de trata-
mento especifico, o diagndstico precoce prové opor-
tunidade para intervencao educacional e terapéutica
precoces. A identificacdo de individuos afetados é
importante para o aconselhamento genético familiar
de membros sob risco de serem portadores da pré-
mutacao, considerando medidas de prevencao
secundaria (diagnéstico pré-natal). E, em termos de
saude publica, tem-se demonstrado a diminuicao de
custos institucionais®® e, com o aconselhamento
genético, a consequente queda na incidéncia da
doenca®.
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