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Sindroma do X fragil — avaliacao de individuos afectados
e de familiares
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Resumo

A identificagdo do /ocus FRAXA responsdvel pelo sindroma do X frigil veio permitir a caracterizagdo molecular deste /ocus nos probandos e nos seus
familiares e o estudo da correlagdo dos resultados laboratoriais com as alteracdes fenotipicas presentes.

Neste trabalho estudamos clinica e laboratorialmente individuos de seis familias com casos de sindroma do X fragil. A avaliacdo fenotipica inclui
avaliagdes do QI e cardiovascular. Os loci FRAXA e FRAXE sdo analisados por técnicas de PCR, electroforese, transferéncia e hibridagdo com um

oligonucleético marcado com digoxigenina.

Nos probandos a auséncia de microcefalia e de alteragdes cardiovasculares é constante e as convulsdes e as apneias obstrutivas do sono s@o frequentes.
Nas heterozigotas os valores de QI sdo inferiores ao esperado, possivelmente pela existéncia de mosaicismo. Confirmamos a possibilidade de diagndstico
do sindroma do X fragil e o estudo dos familiares dos individuos afectados por técnicas de genética molecular, por PCR e métodos nio radioactivos, bem
assim como a heterogeneidade do quadro clinico dos probandos e dos heterozigotas.

Palavras-chave: X-frigil; FRAXA; FRAXE; correlagdes clinico-moleculares.

Summary

The identification of FRAXA locus makes possible the molecular characterization of this /ocus in fragile X patients and their family members and the

study of the molecular-clinical correlations.

Here we describe the clinical and molecular study of members of six families with fragile X patients. The clinical evaluation includes IQ and

cardiovascular studies. Both FRAXA and FRAXE /oci are analyzed by PCR, electrophoresis, Southern blotting and hybridization with a digoxigenin labelled
oligonucleotide. All fragile X patients have no microcephaly or cardiovascular abnormalities but epilepsy and spleep apnea are common. Heterozygotes have
lower than expected IQ, likely due to mosaicism. The feasibility of fragile X diagnosis and family studies by PCR and nonradioactive methods is exemplified,
as well as the different phenotypes in patients and heterozygotes.

Key-words: Fragile-X; FRAXA; FRAXE; molecular-clinical correlations.

Introducao

O sindroma do X fragil, inicialmente descrito por J. Purdon
Martin e Julia Bell V), é a causa hereditdria de atraso mental
com maior taxa de prevaléncia, avaliada em 1 por 1.250 indivi-
duos do sexo masculino e em 1 por 2.500 individuos do sexo
feminino .

A confirmacdo laboratorial do diagnéstico, utilizando a
citogenética, foi descrita inicialmente em 1969 @, e foi aperfei-
coada e estabelecida definitivamente como método de rotina em
1977 ®. A visualizagdo de um sitio fragil em Xq27.3 numa
percentagem varidvel de placas metafdsicas, obtidas por cultura
de células em meios pobres em folato, permite confirmar ou
excluir o diagnéstico em individuos do sexo masculino, mas é
negativa em metade das mulheres heterozigotas e em todos os
homens com a pré-mutagdo ©®. Por outro lado, hd ainda dificul-
dades em distinguir este sitio frdgil, designado por FRAXA, de
outros muito préximos (v.g. FRAXE, localizado em Xq28 ).

Trabalho subsidiado pela Comissdo de Fomento da Investigagio em Cuidados de
Saude, do Ministério da Saudde, pelo P.I. n.® 3/92.

Entregue para publicagdo em 94/12/05.
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A identificacdo do gene responsdvel pelas manifestagdes
clinicas e citogenéticas do sindroma do X fragil (FRAXA),
em 1991 &9 veio permitir classificar com seguranga todos
os individuos com mutacdes, afectados ou ndo V. O objectivo
deste trabalho foi o de realizar uma avaliacdo clinica, antropo-
métrica, mental e cardiovascular dos individuos afectados e dos
seus familiares, correlacionando estes resultados com a caracte-
rizagdo dos alelos do locus FRAXA por técnicas de genética
molecular.

Material e Métodos

Foram estudadas oito criancgas com o diagnéstico de sindroma
do X frigil confirmado por técnicas citogenéticas (dois dos quais
irmdos), as mies, irmdos, e tios maternos dos probandos, num
total de 22 individuos.

A confirmag¢go do diagndstico nos probandos e a avaliagdo
do nimero de coddes CGG no /ocus FRAXA nos familiares foi
efectuada por extrac¢do de DNA gendémico de leucdcitos de
sangue periférico, amplificacdo pela reac¢do de polimerizagdo
em cadeia (PCR) dos loci FRAXA e FRAXE, electroforese em
gel de agarose, transferéncia do DNA para uma membrana de
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nylon e hibrida¢do desta com um oligonucledtico marcado com
digoxigenina (',

Cada individuo foi avaliado clinica e antropometricamente,
tomando em consideragdo a idade cronoldgica, a idade dssea por
radiografia do punho — excepto adultos —, a estatura, 0 peso,
o perfmetro craniano, o comprimento do pavilhdo auricular, a
distancia inter-cantal interna, a distincia inter-cantal externa e a
distancia inter-pupilar. O desenvolvimento pubertdrio foi avalia-
do segundo as escalas de Tanner e, no sexo masculino, o volume
testicular foi medido indirectamente a partir dos valores do com-
primento e da largura respectivos. Para valores de referéncia da
populacio normal foram utilizadas as tabelas de Hall et al. .

Um tnico observador, ignorando os resultados da caracteri-
zacdo molecular do locus FRAXA, determinou a presenga ou
auséncia em cada individuo de cada uma dag seguintes caracte-
risticas: evic¢do de contacto ocular, calosidades nas méios e/ou
antebracos, face longa e estreita, prognatismo, palato alto, hipo-
tonia, hiperlaxiddo ligamentar, pé plano e escoliose. Foram ainda
inquiridos elementos compativeis com a existéncia de apneias
obstrutivas do sono e antecedentes pessoais de convulsdes.

O quociente de inteligéncia (QI) foi avaliado em todos os
individuos com mais de 5 anos pela escala de inteligéncia de
Weshsler para criangas (WISC) ou pela escala de inteligéncia de
Weshsler para adultos (WAIS), em fungio da idade, e o desen-
volvimento nas criangas com menos de 5 anos foi avaliado pela
Escala de Griffiths.

A avaliagdo da presenca de prolapso da vélvula mitral e da
dilatagdo do arco da aorta foi feita por ecocardiografia num
aparelho Aloka Color Doppler SSD-830. Foi também realizado
um hemograma com determinagdo do volume globular médio
(colheita simultdnea com a de sangue periférico para extrac¢do
de DNA).

A escala de pontuacdo utilizada foi adaptada de Cronister
et al. "9, Atribuimos um ponto pela presenca de cada uma das
caracteristicas seguintes: comprimento do pavilhdo auricular supe-
rior a 2DS, evic¢do do contacto ocular, face longa, prognatismo,
palato alto, calosidades nas maos e antebracos, hiperlaxidao
ligamentar, pé plano, alteracdes cardio-vasculares e alteragdes
das pregas palmares (total de 0 a 10 pontos).

Resultados

Analisdmos as dimensdes dos alelos dos loci FRAXA e
FRAXE em toda a populacio estudada. Os alelos normais do
locus FRAXA, com 6 a 54 coddoes CGG, dio origem a ampli-
ficagdes com 131 a 275 bp. As pré-mutacdes, com 52 a 200
coddes CGG, dao origem a amplificagcdes com 269 a 713 bp.
E as mutagdes, com mais de 200 coddes CGG, ddo origem a
amplificagdes com mais de 713 bp 17, Os alelos normais do
locus FRAXE, com 6 a 25 coddes GCC, ddo origem a amplifi-
cagdes com 306 a 363 bp > ¥ (Figura 1).

A repetigdo do estudo citogenético num probando previa-
mente rotulado com sindroma do X frdgil mas com resultados de
genética molecular normais para os loci FRAXA ¢ FRAXE
(Figura 1, Al e Bl1) foi normal (46, XY sem visualizacdo de
nenhum sitio fragil em Xq27 em nenhuma das 92 metafases
observadas). Classificdmos este caso como um erro diagnéstico
prévio e excluimos o probando e os seus familiares deste estudo.

Confirmamos a presenga de mutagdes no locus FRAXA em
todas as outras familias. A andlise do locus FRAXE revelou
sempre a presenga de alelos normais. Os heredogramas das seis
familias com casos confirmados de sindroma do X fragil estdo
representados na Figura 2 e cada individuos € posteriormente
identificado no texto por uma letra, relativa a familia, e um
ndmero, incluido no heredograma respectivo.

&
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FIG. 1 — Andlise dos loci FRAXA e FRAXE por PCR. O DNA extraido do
sangue periférico foi amplificado por PCR e as amostras assim obtidas foram
submetidas a electroforese em agarose, southern blot e hibridagdo.

A Andlise do locus FRAXA: 1) alelo normal (250 bp) — 2) pré-mutagiio numa
mulher (250 e 450 bp) — 3) mutagdo num homem (900 bp).

B Anidlise do locus FRAXE: 1) a 3) alelos normais (350 bp).

A andlise do locus FRAXA num dos irmdos de um probando,
D8, revelou a presenca de um fragmento com 900 bp (Figura 1,
A3). O resultado da avaliacdo do quociente de inteligéncia neste
individuo de 15 anos de idade (deficiéncia mental com QI de 65)
era previsivel apos o diagnéstico molecular de uma mutagdo no
locus FRAXA. Um irméo de outro probando, E13, foi identifi-
cado como tendo uma mutagio no locus FRAXA (950 bp) a que
ndo correspondia atraso mental (QI de 88).

A presenca de mutagdes no locus FRAXA foi confirmada
em oito individuos (Al, B3, C5, D8, D10, D11, E13 e E14).
Caracterizdmos a dimensio das pré-mutacdes nas seis mulheres
maes de probandos (e.g. Figura 1, A2) (A2, B4, C6, D12,
E15 e F20) e identificimos uma pré-mutagdo numa das irmas
de probandos estudadas (D7). Os resultados da avaliagdo dos
individuos com mutacdes, com pré-mutagdes ¢ com alelos nor-
mais sdo apresentados, respectivamente, nos Quadros 1, 2 e 3.
Nao encontrdmos alteracdes das pregas palmares em nenhum
caso.

Os valores do volume globular médio foram normais em
todos os individuos estudados, excepto na mae de um probando,
F20, com um valor de 72,9, em quem foi, posteriormente,
diagnosticada uma situago de [B-talassemia em heterozigotia.

As pontuacdes obtidas na escala utilizada foram 0, 2, 3, 3,
3,3, 4,5 e 6 nos individuos com mutagdes; 0, 0, 0, 1, 1 e 2 nos
individuos com pré-mutagdes; e 0, 0, 1 e 2 nos individuos com
alelos normais no locus FRAXA.
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Discussao

Da andlise das caracteristicas presentes nos individuos com
mutacoes no locus FRAXA concluimos, em concordincia com
o que ¢ geralmente referido na literatura '®, ser constante a
auséncia de microcefalia e serem particularmente frequentes o
aumento do comprimento do pavilhdo auricular e a presenca de
uma face longa e estreita, o prognatismo, a evic¢do de contacto
ocular, os antecedentes de convulsdes e o macroorquidismo,
esta tltima caracteristica nas idades mais avangadas. Verifica-se
ainda um atraso da idade Gssea nas idades mais jovens.

A presenca de uma anamnese compativel com o diagndstico
de apneias obstrutivas do sono em 2 dos 9 casos avaliados €é
concordante com a frequéncia desta patologia de 4 em 7 descrita
por outros autores . Pelo contrdrio, ndo encontramos referén-
cia a ma progressdao ponderal em nenhum caso, contrariando o
sugerido por outros autores que referiam a possivel frequéncia
de md progressdo ponderal por refluxo gastro-esofdgico 9.

A inexisténcia de alteragdes cardio-vasculares também po-
deria surpreender, uma vez que foi descrita a presenca de prolapso
da vdlvula mitral em 22-55% dos casos e de dilatagdo do arco
da aorta em 41-52% ', alteragdes essas inicialmente referidas
por Hagerman e Synhorst ?. No entanto, num grupo de doentes
com idades semelhantes ao nosso, foi observada a presenca destas
alteracdes cardio-vasculares em apenas um em 17 casos @¥.
Podemos pois concluir que estas alteracdes surgem quase sem-
pre apds a adolescéncia.

O diagnéstico clinico do sindroma do X fragil continua a ser
ineficaz. Se a suspeita clinica pode ser de quase certeza, como
por exemplo nos casos Al e F16, também pode nem sequer ter
razdo para existir (como no caso D8), ao contrdrio do que outros
escreveram . Para além disso alguns dos métodos propostos
para o rastreio clinico do sindroma do X frigil ndo nos parecem
relevantes por se aplicarem apenas a individuos em idade pés-
-pubertdria ®®, ou por incluirem critérios subjectivos e valoriza-
rem exageradamente os antecedentes familiares de atraso men-
tal “?, o que nos parece inapropriado para um rastreio.

O caso que descrevemos de identificagdo de um individuo
do sexo masculino com dimensdes do locus FRAXA caracteris-
tico de mutagdo mas sem atraso mental ji foi previamente re-
ferida na literatura. A explicacdo destes casos deve-se 4 auséncia
de metilacdo do alelo mutado com conservac¢do da funcio @¥.
Estes individuos transmitem a todas as filhas alelos do locus
FRAXA com dimensodes de pré-mutagdes .

A avaliagdo das caracteristicas presentes nos individuos
com pré-mutacdes € surpreendente pelos valores de QI corres-
pondentes a deficiéncia mental. Todos os individuos deste grupo
tinham uma boa integrago social, tinham cumprido a escolari-
dade minima obrigatéria, contrariam matriménio, e exercem uma
profissdo remunerada. A disparidade dos resultados pode ser
parcialmente explicada pelo facto de alguns deles serem mosai-
cos com alelos com mais de um niimero de repeti¢cdes do coddo
CGG. A presenca de mosaicismo pode resultar de uma instabi-
lidade mi6tica numa fase inicial do desenvolvimento embriona-
rio, que permita o aumento das dimensdes do alelo mutado ori-
ginal nalgumas células, hipétese esta que é corroborada por outros
autores . Apesar dos QI mencionados por outros serem
superiores aos que aqui referimos, a discordancia néo é grande
quando comparamos o0s nossos resultados com os do grupo dos

individuos mosaicos ®". Por outro lado, a inexisténcia de alte-
ragdes fenotipicas significativas diverge dos resultados de outras
séries ¥, mais numerosas, ¢ em que os resultados t&m signifi-
cado apenas quando aplicados a grupos e ndo a individuos iso-
lados.

A dificuldade de confirmar ou excluir o diagnédstico de
sindroma de X frdgil torna mandatéria a avalia¢io etioldgica de
situacdes de atraso mental sem microcefalia por meio de um
estudo citogenético estrutural e a pesquisa citogenética ou, como
aqui mencionada, a andlise molecular dos loci FRAXA e FRAXE.
Esta tltima deve incluir todos os familiares relevantes dos casos
identificados como positivos para um dos /loci, independente-
mente do fendtipo.

A avaliacdo da utilizagdo, por rotina, da andlise molecular
para o diagnéstico do sindroma do X fragil ja foi realizada,
tendo-se concluido pela possibilidade desta substituir a citoge-
nética com vantagens em termos de custos e rapidez ¥, Com a
aplicagdo do método por néds utilizado € previsivel a existéncia
de resultados falsos negativos para casos onde a mutacdo em
causa é pontual, situagdo de que se conhece um unico exemplo,
e em que os resultados citogenéticos também foram normais ©4.
Duas outras excepgdes, em que as mutagdes encontradas no locus
FRAXA foram delec¢des e ndao o habitual aumento das dimen-
soes do alelo, seriam detectadas como situacdes de amplifi-
cagdo impossivel ®* ). Nestes casos, bem assim como na sus-
peita de mutacdo no locus FRAXE por impossibilidade de
amplificagdo, os diagnésticos teriam de ser confirmados por
Southern blotting M- 19,
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FIG. 2 — Heredogramas das seis familias com casos confirmados de sindroma do X fragil, A e F, com identifica¢do numérica, 1 a 20, dos individuos avaliados.
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Al B3 C5 D8 D10 D11 El3 El4 F18
Idade 3AT™ 4n 72 15% 127 7% 14~ 8" 164
Idade Gssea 206M 52 3h6M 14 il 88 122 6" lﬁ
Peso P25 P50 P75 P10 P10 P25 <P5 P97 P25
Estatura P50 P50 P25 P25 <P5 P25 <P5 P25 P50
PC P50 P10 P50 P10 P10 P10 P75 P50 P75
P. auricular >+2DS >+2DS >+2DS M >+2DS >+1DS +2DS +1DS M
DIl -1DS -1DS M M M M -1DS M M
DIE -1DS M -1DS -2DS -1DS -1DS -1DS -1DS -1DS
DIP P25 P75 P75 P25 P75 P75 P25 P97 P50
Puberdade Gl PHI GI PHI Gl PHI G5 PH5 G3 PH2 G1 PHI G2 PH2 G1 PHI G5 PHS
V. testicular <P90 P25 >P90 >P90 >P90 >P90 P50 P90 >P90
Evic¢do de contacto + + + = + + < + 4
ocular
Face longa e + - + - + + - & +
estreita
Prognatismo + - - - - - = - +
Palato alto + + - - = = . 4 4
Cal. nas mdos - - - 4 " - - . -
e antebragos
Hipotonia + - - - 2 + < + -
Hiperlaxidao + - - 2 + + + + "
Pé plano - - - q = - s 2 2
Escoliose - - - - - E 5 . +
AOS - - o S + F s 3 -
Convulsoes - » i = + s _ _ +
VGM 80,4 76,4 94,8 94,3 85,8 85,5 77,3 69,1 \
Ecocardiografia N N N N N N N N N
QI verbal / / <50 69 <50 80 86 <50 53
QI realizacdo / / 62 66 <50 70 91 <50 57
QI global +24M +18M - 65 <50 73 98 <50 31
Anilise do locus 1.200 bp 950 bp 1.000 bp 900 bp 1.350- 1.050 bp 950 bp 1.000 bp \

1.650 bp

FRAXA

QUADRO 1. Dimensédes do locus FRAXA e avaliagdo fenotipica dos individuos com mutagdes (PC perimetro craniano; P. pavilhdo (comprimento); DII distincia
inter-cantal interna; DIE distincia inter-cantal externa; DIP distancia inter-pupilar; V. volume; Cal. calosidades; AOS apneias obstrutivas do sono; VGM volume
globular médio; QI quociente de inteligéncia; / - ndo colaborou).




Sindroma do X frdgil — avalia¢do de individuos afectados e de familiares

A2 B4 C6 D7 D12 E15 F20
Idade cronoldgica B~ 354 334 184 37~ 374 347
Idade 6ssea / / / 184 / / /
Peso P75 P50 / P25 P50 P75 P75
Estatura P25 P75 / P10 P10 P5 P75
Perimetro craniano P75 P50 / P3 P3 P25 P97
Comp. do p. auricular M +1DS / -1DS M +2DS M
DII -1DS -1DS / -1DS M -1DS -1DS
DIE -1DS -1DS / -1DS -1DS -2DS M
DIP P50 P50 / P25 P50 P25 P75
Puberdade B5 PH5 B5 PH5 / B5 PH5 B5 PH5 B5 PH5 B5 PH5
Evic¢do de contacto ocular - - / - - - -
Face longa e estreita - - 4 - - - -
Prognatismo - - / - * n, +
Palato alto - = / " - ) 4%
Cal. nas mios e antebr. - = / . - 1 .
Hipotonia - - / = = o -
Hiperlaxidao ligamentar - - / - - - -
Pé plano - - i - - - -
Escoliose - / - - - +
Apneias obst. do sono - = / B - ! &%
Convulsdes - - / % & =
Volume globular médio 92,6 88,8 83,8 92,9 93,7 80,7 72,9
Ecocardiografia N N f N N N N
QI verbal 72 100 / 81 <50 80 72
QI de realizacdo 52 98 / 73 66 79 52
QI global 62 100 / 5! - 80 62
Anilise do locus FRAXA 380- 490- 550- 450- 450 bp 490- 350-

600 bp 720 bp 700 bp 660 bp 700 bp 660 bp

QUADRO 2. Dimensodes do /ocus FRAXA e avaliagdo fenotipica dos individuos com pré-mutagdes (DII distdncia inter-cantal interna;
DIE distancia inter-cantal externa; DIP distancia inter-pupilar; Cal. calosidades; antebr. antebragos; obst. obstrutivas; QI quociente de

inteligéncia; / - ndo colaborou).
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Sindroma do X frdgil — avaliagao de individuos afectados e de familiares

D9 El6 E17 F19
Idade cronolégica 14# 31t 234 Uk
Idade 6ssea 144 / / ap
Peso P25 P25 P25 P75
Estatura P5 <P5 P5 P90
Perimetro craniano P10 P90 P10 P50
Comp. do p. auricular -1DS >+2DS M M
DII M M -1DS -1DS
DIE -1DS -1DS -2DS -2DS
DIP P50 P50 P25 P25
Puberdade B4 PH4 G5 PHS BS PHS Bl PH1
Evicgdo de contacto ocular - - - -
Face longa e estreita - - - +
Prognatismo = > “ 4
Palato alto - : 5 =
Cal. nas maos e antebr. - - - -
Hipotonia - g “ -
Hiperlaxidao ligamentar - - - -
Pé plano s " - R
Escoliose " 5 = 5
Apneias obst. do sono - - - -
Convulsdes - = o -
Volume globular médio 91,5 90.1 89,2 87,6
Ecocardiografia N N N N
QI verbal 89 89 89 103
QI de realizagdo 99 87 91 89
QI global 92 88 91 95
Andlise do locus FRAXA 250 bp 200 bp 150 bp 250 bp

QUADRO 3. Dimensdes do locus FRAXA e avaliagdo fenotipica dos individuos com alelos
normais (DII distdncia inter-cantal interna; DIE distdncia inter-cantal externa; DIP distdncia
inter-pupilar; Cal. calosidades; antebr. antebragos; obst. obstrutivas; QI quociente de inteli-
geéncia).



