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Resumo

Por meio de um modelo didatico simples, que uti-
liza caixas e palitos de fosforos, sera possivel entender
0 que ocorre com o gene envolvido na sindrome do cro-
mossomo X fragil, a principal causa de deficiéncia men-
tal herdada. A demonstra¢ao utiliza materiais simples,
pode ser facilmente repetida e aborda conceitos genéticos
como transcri¢do gé€nica e heranca ligada ao cromosso-
mo X. Para facilitar a compreensao da atividade, um ma-
terial em video também foi preparado (acesso ao video:
http://www.youtube.com/watch?v=bBxpOHrEOJO0).

A idéia fundamental desse trabalho ¢ que profes-
sores e pesquisadores possam utiliza-lo, respectivamente,
com alunos e familiares de individuos com SXF (Sindrome
do X Fragil), POF (Faléncia Ovariana Prematura, na sigla
em inglés) e/ou FXTAS (Sindrome de Tremor e Ataxia
associada ao X Fragil, na sigla em inglés). Pretendemos
ainda que o maior nimero possivel de pessoas tome co-
nhecimento sobre esses quadros clinicos, permitindo um
pequeno contato com o universo da pesquisa cientifica.

Introduciao

A sindrome do cromossomo X fragil (SXF) ¢ a cau-
sa mais comum de deficiéncia mental herdada; a doenca
recebe esse nome porque individuos afetados e algumas
mulheres heterozigotas para o gene da sindrome apresen-
tam, na porc¢do distal do brago longo do cromossomo X
(Xq27.3) uma falha cromossdmica ou sitio fragil. O gene
envolvido na sindrome, chamado FMR1 (Fragile X Men-
tal Retardation I), contém na sua porc¢do inicial (regido
5”) um conjunto de trincas de nucleotideos do tipo CGG
(Citosina, Guanina e Guanina), que varia no nimero de re-
peticdes, faz parte do RNA mensageiro (mMRNA), mas ndo
estd presente na proteina. A maioria das pessoas na popu-
lac@o possui entre seis e 54 dessas trincas. Os individuos
com mais de 200 trincas CGG - i.e., portadores da muta-
¢do completa — deixam de sintetizar a proteina codificada

por esse gene (chamada FMRP — Fragile X Mental Retar-
dation Protein), uma vez que o excesso de trincas CGG
leva a metilacdo do gene, o que impede sua transcricao e
consequente traducdo. A frequéncia de individuos com a
mutagdo completa ¢ de ~1:2500 na populagdo (Hagerman,
2008). A proteina FMRP tem importante papel no controle
de traducao de diversos mRNAs, inclusive do seu proprio
transcrito, e a auséncia da FMRP leva ao quadro de defici-
éncia mental (Pierretti e col., 1991; revisdo em Hagerman
e Hagerman, 2004).

Entre as repeti¢des de tamanho normal e aquelas
consideradas como mutacdo completa, existe uma faixa
denominada pré-mutagdo (55<CGG<200), onde, em geral,
os individuos sdo fenotipicamente normais. E nessa faixa
que ocorre a instabilidade que pode aumentar o nimero
de repeticdes levando a mutacdo completa, porém, isso
ocorre apenas na transmissao por via materna. A razao de
esta instabilidade ser dependente da origem parental ainda
¢ desconhecida (Nolin e col., 2003; Capelli e col., 2005).

Apenas os individuos com a mutagdo completa do
gene FMR I tem a SXF. No entanto, duas outras entidades
clinicas estdo associadas aos alelos pertencentes a faixa
da pré-mutacao. Nas mulheres portadoras ja esta bem ca-
racterizada, desde meados da década de 1980, a associa-
¢a0 com a menopausa precoce ou POF (Premature Ova-
rian Failure, ou seja, a interrup¢do da menstruagao antes
dos 40 anos de idade), que acomete aproximadamente
20% das mulheres de familias SXF (Vianna-Morgante,
1999; Costa e col., 2006).

A outra entidade clinica relacionada com a pré-
mutacdo foi descrita mais recentemente (Hagerman e
col., 2001), e acomete cerca de 40% dos homens por-
tadores acima dos 50 anos de idade das familias SXF.
Trata-se de um quadro neurodegenerativo progressi-
vo denominado FXTAS (Fragile X-associated Tremor
and Ataxia Syndrome), que envolve tremor de intengao,
ataxia de marcha, Parkinsonismo, neuropatia periférica
e declinio cognitivo. Esse quadro ¢ completamente dis-
tinto da alteracdo de neurodesenvolvimento presente em
individuos com SXF (Capelli e col., 2007; Gongalves e
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col., 2007; revisdo em Jacquemont e col., 2007). Como
se nota, sindromes distintas ocorrem por diferentes mu-
tagdes em um mesmo gene que apresenta um padrdo
complexo de heranca.

Assim sendo, é essencial que professores, alu-
nos ¢ individuos de familias em que o gene FMRI es-
teja segregando de maneira instavel compreendam: (1)
o intrincado padrao de heranga desse gene e (2) como o
funcionamento anormal do gene leva a padrodes clinicos
bastante distintos.

Atividade

No primeiro momento da atividade, o professor
deve apresentar a genealogia representada na Figura 1
e abrir uma discussdo com a seguinte questdo: “Qual o
padrdo de heranca dessa doenga genética?”.

R: Na realidade, ndao esperamos que os alunos
identifiguem com precisdo o padrdo de heran¢a dessa
doenca. Ainda assim, sugerimos que o professor incenti-
ve 0s alunos a responderem, para que tenha inicio uma
discussdo. Apos as respostas iniciais, provavelmente in-
completas, o professor deve atentar os alunos para as
diferentes caracteristicas observaveis na genealogia:

(a) E possivel perceber que existem individuos que
sdo portadores de alelos alterados e que ndo sao afetados,
além dos individuos propriamente indicados como afeta-
dos;

(b) Ndo se trata de um padrado de heranca tipica-
mente mendeliano. Caso fosse uma doen¢a com o pa-
drdo de heranga ligada ao X classico, o individuo I1I-1,
por exemplo, teria de ser afetado,

(c) A heranca autossomica também ndo seria a
explica¢do mais adequada, pois ha um excesso de ho-
mens afetados nessa genealogia (em padroes tipicos de
heranga autossomica, ambos os sexos sdo igualmente
afetados);

(d) As filhas do individuo 1lI-1 e a mae de IlI-1
ndo sdo afetadas, mas os filhos delas (ver llI-4, V-2, V-3,
V-5, V-7 e V-8) podem ser afetados,

(e) O risco de afetados é maior na prole das filhas
de IlI-1 (IV-1 e IV-2) do que na prole de sua mde (11-2)
(o professor deve mostrar aos alunos que o numero de
individuos afetados tende a se concentrar nas geragoes
mais recentes);

() O professor deve estar ciente de que, apesar de
algumas mulheres representadas na genealogia estarem
representadas por circulos escuros, indicando que seriam
afetadas pela sindrome de deficiéncia mental, elas geral-
mente sdo fenotipicamente normais do ponto de vista inte-
lectual, ndo impedindo as fungoes reprodutivas (por exem-
plo, individuo IV-5).

Essa genealogia hipotética é uma representagao da
segregacdo do gene FMRI alterado na sindrome do cro-
mossomo X fragil, que, como o proprio nome diz, tem
heranca ligada a esse cromossomo. Como mencionado

anteriormente, o mecanismo principal envolvido na do-
encga ¢ o aumento do numero de repeti¢des de trincas de
nucleotideos do tipo CGG na por¢ao 5’ ndo traduzida do
gene FMRI. Pela genealogia, ¢ possivel entdo detectar
trés variagdes génicas distintas: os individuos normais,
os individuos afetados (portadores da mutacao completa)
e os individuos portadores de uma pré-alterag@o, que nao
causa o quadro de deficiéncia mental — esses individuos
sdo conhecidos como portadores da pré-mutacao. Duran-
te a gametogénese, por uma razao ainda desconhecida, a
pré-mutacdo pode expandir para a mutagdo completa so-
mente na linhagem materna - quanto maior a pré-mutacao,
maior o risco de expansdo. Apesar do risco de menopausa
precoce em algumas portadoras da pré-mutagao, a repro-
dugdo (que em geral ocorre antes dos 40 anos de idade)
nao ¢ radicalmente prejudicada. Mulheres com a mutacao
completa do FMR1 sdao menos comumente afetadas por
sintomas da SXF, pois apresentam dois cromossomos X e
inativacao aleatoria de um deles nas células, o que possi-
bilita, quando o cromossomo X contendo o alelo normal
estiver ativo, compensar o efeito do alelo mutado.

O exemplo mostrado na Figura 2 pode ser utili-
zado para explicar o que ocorre em diferentes casamen-
tos envolvendo portadores de alteragdes do gene FMRI.
Apos a explicacdo com auxilio dessa figura, torna-se
mais claro o entendimento do que ocorre na genealogia
mostrada no inicio da atividade (Figuras 1 e 3).

A expansdao do numero de trincas de acordo com
o tamanho da repeticdo e a origem parental explica os
topicos apontados na questdo inicial da atividade. O pro-
fessor deve entdo repetir a questdo inicial da atividade
para verificar a fixagdo do conceito: “Qual o padrdo de
heranca dessa doenga genética?”.

R: Espera-se que os alunos respondam que se tra-
ta de uma doenga com heranga ligada ao cromossomo
X, mas com padrdo complexo de transmissdo causado
pela expansdo de trinucleotideos do tipo CGG. Quanto
maior o numero de trincas CGG no gene FMRI, maior
a chance de expansdo em tamanho, porém apenas nas
transmissoes maternas.

Com o entendimento do padrdo de heranca, uma
ampla discussao pode ter inicio. Um ponto que pode ser
discutido ¢, por exemplo, como o tamanho da pré-muta-
¢do influencia no aparecimento de afetados na geragao
seguinte: a mulher I1-2 apresenta uma pequena pré-muta-
¢do, que cresceu um pouco em tamanho em dois de seus
filhos e ndo causou deficiéncia mental; apenas um de seus
filhos (I1I-4) apresenta a mutacao completa, que impede a
sintese de proteina e causa deficiéncia mental. O caso de
II-2 pode ser comparado, por exemplo, com a portadora
IV-2 e seus descendentes. Ja no caso do individuo (I1I-1),
este recebeu uma pré-mutagdo de sua mae e a transmitiu
praticamente sem alteragdes de tamanho para suas filhas
(IV-1 e IV-2); nelas, por uma razao ainda nao plenamente
conhecida, o alelo expandiu para a faixa da mutacao. Ou-
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tro exemplo de expansdo gradual também pode ser obser-
vado e discutido na descendéncia de I1I-3.

A partir do entendimento desse padrao de heranca
complexo, o professor deve passar para a segunda etapa,
que envolve a atividade interativa com caixas de fosforos
para entender o funcionamento do gene FMRI.

Para inicio dessa etapa, propomos a construcdo de
um modelo do gene FMRI utilizando uma caixa de sa-
patos, caixas e palitos de fosforos, fita adesiva e canudos
plasticos (Figura 4 - Material Suplementar). Para a reali-
zacdo da “transcri¢ao” (Figura 5 — Material Suplementar),
o professor deve conectar as diferentes representagdes dos
conjuntos de trincas CGG a caixa de sapatos, que repre-
senta o gene FMRI. Com auxilio de um pequeno bastdo
(uma agulha de trico, por exemplo), deve-se empurrar o
compartimento interno contendo os fosforos em diregdo
ao interior da caixa de sapatos, representando ludicamente
a sintese de mRNA (o bastio seria uma representacdo da
RNA polimerase). Os fosforos representam o mRNA do
gene FMRI, sendo que as “cabegas” dos fosforos repre-
sentam o conjunto (CGG) . Na primeira situagdo - porta-
dores de alelos normais - a quantidade de mRNA (fosforo
pequenos) seria aquela considerada ideal. O professor ¢
quem deve estabelecer essa quantidade. Na situacdo da
pré-mutacao, os fosforos devem ser maiores € em maior
nimero que na situagdo anterior, para que os alunos iden-
tifiquem as diferencas. O professor deve lembrar aos alu-
nos que as repeticoes CGG nao fazem parte da protei-
na FMRP, portanto, no caso de representagdo da sintese
protéica, as “cabegas” dos fosforos devem ser removidas.
Sugerimos ao professor que corte a ponta dos fosforos
com uma tesoura. No entanto, essa representacdo nao ¢
parte fundamental dessa atividade — tal informacao pode
ser transmitida oralmente pelo docente (caso o professor
insista em fixar esse conceito, os alunos devem colorir
as hastes de madeira dos fosforos ja com suas cabegas
retiradas, indicando ludicamente a tradugdo).

Por fim, no caso da muta¢do completa, a estrutura
deve ser preparada de modo que nenhum foésforo esteja
presente como transcrito, refletindo a situacdo que ocorre
nas células dos pacientes (Figura 5 — Material Suplemen-
tar). A metilac@o das repeticoes (> 200 CGGs) no DNA
impede que a transcri¢@o e tradugdo ocorram, e a auséncia
da proteina FMRP leva ao quadro da sindrome do cromos-
somo X fragil.

O professor deve entdo retornar para as situagdes
onde a transcri¢ao ocorreu - alelos normais e pré-mutagao
- e questionar a classe da seguinte maneira: “Em uma situ-
acao hipotética, onde a queima completa do fosforo repre-
sentaria o 6timo da traducdo génica, em qual situagdo se-
ria esperado a sintese de FMRP de maneira mais eficiente
(nfo é necessario realizar a queima do fosforo)?”.

R: Como os fosforos tem tamanhos distintos (nor-
mais: fosforos pequenos; pré-mutados: fosforos gran-
des), os alelos normais seriam aqueles que queimariam

mais rapido, representando a tradug¢do mais eficiente do
transcrito do gene FMRI.

No caso da pré-mutagdo, os alunos precisam fi-
Xar o conceito que haveria um aumento tanto na quan-
tidade de mRNA (maior numero de fésforos) quanto na
qualidade (mRNAs maiores, caracterizados por fosforos
grandes). Esse excesso de transcrito em pré-mutados
seria conseqiiéncia de um mecanismo de retroalimenta-
¢do (feedback) ainda ndo identificado: a diminui¢do na
eficiéncia da sintese da FMRP, consequéncia do grande
conjunto de trincas CGG presente no transcrito, levaria a
uma retroalimentagdo para sintese de mais mRNA. Esse
processo ndo afeta de maneira relevante a quantidade
celular da proteina FMRP, mas o excesso de mRNA do
gene FMRI em células neuronais ou ovarianas alteraria
o funcionamento normal de diversos genes, levando,
respectivamente, a morte celular e consequente neuro-
degeneracao (mais comum em homens), ou problemas
de fertilidade em mulheres (revisdo em Hagerman e Ha-
german, 2004). J& no caso de afetados pela SXF, como
explicado acima, a presenca de mais de 200 trincas im-
pediria funcionamento do gene, com auséncia de mRNA
e proteina (Figura 5 — Material Suplementar).

Ao final da atividade, os participantes entenderdo
como quadros clinicos distintos estdo associados a dife-
rentes alteragdes no gene FMRI: o quadro classico da
sindrome do X fragil, presente nos portadores da mutagao
completa, causado pela auséncia da proteina FMRP des-
de as fases iniciais da vida do individuo; e a menopausa
precoce (POF) e a FXTAS que afetam alguns portadores
da pré-muta¢do do FMRI. Esses dois ultimos quadros
associados com a pré-mutag¢@o muito provavelmente sao
decorrentes do acimulo de mRNA durante a vida do in-
dividuo, acarretando em consequéncias clinicas somente
na fase adulta dos portadores.
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Figura 1. Genealogia proposta para entender uma sindrome de padrao de heran¢a complexo, no caso, a sin-
drome do cromossomo X fragil. O sexo masculino é representado por quadrados e o sexo feminino, por circulos.
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Figura 2. As possiveis transmissoes envolvendo os alelos relacionados com a SXF; do lado esquerdo, o ca-
samento entre um homem normal e uma portadora da pré-muta¢do, onde ha possibilidade de meninas e meninos
com qualquer uma das formas do gene FMRI,; no meio estd representado o casamento de um homem portador da
pré-mutagcdo com uma mulher normal — nesse caso, os meninos ndao herdam o alelo FMR1 alterado (pois recebem o
Y de seus pais) e todas as meninas serdo portadoras, do lado direito esta representado o casamento entre uma por-
tadora da muta¢do completa e um homem normal, quando ha o maior risco de afetados (a inativagdo aleatoria do X
em mulheres possibilita que o cromossomo contendo o alelo normal encubra o efeito do alelo alterado nas mulheres
portadoras da mutagdo completa). O sexo masculino é representado por quadrados e o sexo feminino, por circulos.
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Figura 3. Genealogia proposta no inicio da atividade, agora exibindo os diferentes tamanhos hipotéticos de
trincas (CGG)n. Os conjuges dos individuos portadores de alteragoes do FMRI que transmitiram seus alelos ndo
foram representados, pois sao considerados normais quanto ao tamanho da trinca (CGG)n. Note o crescimento em
tamanho do alelo presente em I-1 (48 trincas CGG) até atingir a faixa da mutagdo completa (>200 trincas CGG)
apos poucas geragoes (alelos sublinhados em vermelho). O sexo masculino é representado por quadrados e o sexo
feminino, por circulos.
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Material Suplementar

Figura 4. Etapas de construgdo do gene FMRI. Como fazer: em uma caixa de sapatos (imagem superior
esquerda) deve ser feito um pequeno orificio em uma das laterais (imagem superior direita), que permita o encaixe
de caixas de fosforo. [A figura colada na tampa da caixa representa os éxons (barras verticais) e introns (linhas ho-
rizontais entre os éxons), os quadrados azuis representam por¢oes do gene que sdo transcritas, mas ndo sao traduzi-
das]; o fundo da caixa de sapatos (imagem intermedidria esquerda) deve ser removido e uma estrutura “‘gradeada”
deve ser construida na parte interna da caixa utilizando canudos pldsticos (essa estrutura é preparada de modo que
apenas fosforos, que representam o transcrito do FMRI - figura intermediaria direita -, passem pelo espacgo entre
os canudos). A regido correspondente a por¢do 5’ do gene, que contém as repeticoes CGG de diferentes tamanhos,
deve ser preparada com as partes externas de caixas de fosforos unidas por fita adesiva (de modo que sejam ocas e
permitam o deslocamento da parte interna da caixa contendo os fosforos) e posteriormente encaixadas na caixa de
sapatos, que corresponde aos introns e éxons do gene FMRI (imagem inferior). Sugerimos que os alelos da faixa
normal tenham trés caixas de fosforos unidas, os alelos pré-mutados, cinco e as mutagoes completas, sete. Os trans-
critos (fosforos) devem ser inseridos no interior dos conjuntos de caixas de modo que, quando empurrados em dire-
¢do ao interior da caixa de sapatos, eles passem pelo espago entre os canudos. Lembramos ainda que os fosforos que
representam os alelos normais devem ser menores que aqueles que representam pré-mutagoes (mas, na realidade,
os professores devem estar cientes de que apenas o conjunto de trincas CGG é diferente em tamanho, comparando
alelos normais e pré-mutados, os fosforos com tamanhos distintos para essas duas categorias é apenas um recurso
didatico para facilitar o entendimento da atividade).
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Figura 5. Representacdo do funcionamento do gene FMRI. Por¢do superior da figura — como encaixar de
maneira correta os _fosforos no conjunto que representa as repeticoes CGG. Imagens intermedidarias: ao empurrar os
fosforos em direg¢do ao interior da caixa de sapatos a abertura presente no fundo da caixa permite a visualizag¢do do
funcionamento génico normal, com a transcri¢do do mRNA (representado pelos fosforos). De acordo com o niimero
de trincas do individuo, uma determinada quantidade de fosforos é ou ndo ‘“sintetizada”, o que tem implicagdo di-
reta no funcionamento do gene (imagens inferiores). Lembramos ao professor que as representagoes da estrutura de
trincas CGG, do gene FMRI e do transcrito estdo fora de escala (apenas para exemplificar, o gene FMRI em huma-
nos apresenta tamanho total de ~38.000 pares de base, sendo que destas, as trincas CGG em um individuo normal
representam apenas ~100 pares de bases, o transcrito do gene contém ~4.800 nucleotideos).
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