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RESUMO

SILVA, Camilla Pereira da. Investigacdo de novos mecanismos genéticos e
epigenéticos relacionados a sindrome do X-fragil. 2022. 161f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A sindrome do X Fragil (SXF) é determinada por uma expanséo instavel da
repeticdo de trinucleotideos CGG na regido 5 UTR do gene FMR1, sendo
reconhecidas quatro categorias alélicas: normal (N, <44 CGGSs), intermediaria (I, 45-
54 CGGs), pré-mutacéo (PM, 55-200 CGGs) e mutagdo completa (FM, >200 CGGSs).
Os individuos com a SXF apresentam a FM, que resulta no silenciamento do gene
por hipermetilacdo das repeticbes CGG e do promotor do gene FMR1. A
instabilidade nas repeticdes expandidas pode resultar em mosaicismo de tamanho,
formado pela FM com outras categorias de alelos ou com dele¢cbes. Com a
dificuldade de amplificar essa regido, a investigacdo da SXF é complexa. Ainda,
dados recentes apontaram para uma borda de metilacdo a montante das repeticoes,
qgue é perdida em pacientes com a SXF, levando a disseminacdo de uma metilacao
de novo até o promotor do FMR1. Com isso, o presente estudo teve como objetivos
principais reavaliar um grupo de 101 homens com SXF, visando a caracterizacado de
padrbes atipicos, analisar a presenca da borda de metilagdo e identificar novos
marcadores epigenéticos proximos as repeticdes. Através da metodologia de reacao
em cadeia da polimerase direcionada para repeticdes de trincas (TRP-PCR), a FM
‘pura” foi confirmada em 52,5% dos individuos. Ja 27,7% dos pacientes
apresentaram mosaicismo de tamanho, sendo 15,8% com PM+FM, 8,9% com N+FM
e 3% com N+PM+FM. Seis pacientes (5,9%) ainda apresentavam uma delecao
proxima as repeticdes, evidenciada por metodologias adicionais, podendo observar
microhomologia entre os pontos de quebra em alguns deles. A andlise de
marcadores geneéticos no cromossomo X ndo revelou nenhum caso de sindrome de
Klinefelter (47,XXY) entre os casos atipicos de mosaicismo de tamanho. A literatura
tem relatado casos de mosaicismo de tamanho com frequéncias de 12 a 41%.
Através de pirosequenciamento de DNA gendmico tratado com bissulfito de sédio,
foi possivel observar uma reducdo nos niveis de metilacdo nas CpGs 65-70 a
montante do FMR1 em controles, ratificando a presenca da borda de metilacéo,
estando esta ausente em pacientes com FM, o que corrobora dados da literatura.
Essa borda também parece ser perdida nos individuos com mosaicismo de
tamanho. Como destaque deste estudo, identificamos uma CpG intrénica com um
padrdo de metilagdo inesperado no heatmap, estando hipermetilada em individuos
controles e hipometilada em pacientes com a SXF. Estudos recentes sugerem que a
metilacdo de elementos intragénicos estejam envolvidos na regulacdo da expressao
génica. Portanto, esta CpG tem grande potencial para ser usada como um novo
marcador epigenético para a SXF, com um valor de corte de 69,5% e especificidade,
sensibilidade e acuracia de 100%. Estes resultados promissores podem estimular o
desenvolvimento de uma nova metodologia para o diagnostico para a SXF.

Palavras-chave: Deficiéncia Intelectual. Cromossomo X. Sindrome do X-fragil. Perfis

atipicos. Marcadores epigenéticos. Diagnéstico molecular.



ABSTRACT

SILVA, Camilla Pereira da. Investigation of novel genetic and epigenetic mechanisms
related to fragile X syndrome. 2022. 161f. Tese (Doutorado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Fragile X syndrome (SXF) is determined by an unstable expansion of CGG
trinucleotides repetition in the 5'UTR region of the FMR1 gene, with four recognized
allele categories: normal (N, <44 CGGSs), intermediate (I, 45-54 CGGs), premutation
(PM, 55-200 CGGs) and full mutation (FM, > 200 CGGs). SXF patients carry the FM
allele, which results in gene silencing by hypermethylation of the CGG repeat and
FMR1 gene promoter. CGG expansions instability can result in size mosaicism,
formed by FM along with other allele categories or deletions. Due to the difficulty in
amplifying this sequence, the molecular investigation of SXF is complex. Besides
that, a recent study has suggested a methylation boundary upstream of the CGG
repeat, which is lost in SXF patients and leads to a de novo methylation spreading to
the FMR1 promoter. Thus, the present study aimed to reevaluate a group of 101 SXF
males, to characterize atypical profiles, analyze the presence of the methylation
boundary and identify novel epigenetic markers close to the CGG repeat. Using
Triplet Repeat Primed Polymerase Chain Reaction (TRP-PCR), a “pure” FM profile
was confirmed in 52.5% of the SXF patients. 27.7% of the patients had size
mosaicism: 15.8% with PM+FM, 8.9% with N+FM and 3% with N+PM+FM. Six
patients (5.9%) had a deletion close to the repetitions, evidenced by additional
methodologies, and microhomology could be observed between the breakpoints in
some of them. The analysis of genetic markers in X chromosome revealed no cases
of Klinefelter syndrome (47,XXY) among the atypical cases. Size mosaicism cases
have been reported in the literature with frequencies of 12 to 41%. Using
pyrosequencing after genomic DNA treatment with sodium bisulfite, it was possible to
observe a reduction in methylation levels in CpGs 65-70 upstream of FMRL1 in
controls, ratifying the presence of the methylation boundary, absent in FM patients,
which corroborates literature data. This boundary also seems to be lost in individuals
with size mosaicism. As a highlight of this study, we identified an intronic CpG with an
unexpected methylation pattern in the heatmap, being hypermethylated in controls
and hypomethylated in FXS patients. Recent studies suggest that the methylation of
intragenic elements is involved in the regulation of gene expression. Therefore, this
CpG has great potential to be used as a new epigenetic marker for FXS, with a cut-
off value of 69.5% and specificity, sensitivity and accuracy of 100%. These promising
results may stimulate the development of a new diagnostic methodology for FXS.

Keywords: Intellectual Disability. X-chromosome. Fragile X syndrome. Atypical

profiles. Epigenetic markers. Molecular Diagnosis.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —
Figura 13 —

LISTA DE FIGURAS

Genes no cromossomo X associados & Dl........c.eveeeeeiiiiiiiieieciiien
Cariotipo parcial por bandeamento GTG, mostrando o cromossomo X
de individuo sem a SXF em comparacao com um individuo com o sitio
fragil relacionado & SXF [fra(X)(g27.3)]......ccoovririirirriiiiiiiiiieeeeee e
Localizagdo cromossOmica e estrutura do gene FMR1, seu principal
transcrito € a proteina FMRP..........cooiiiiiiiii e,
Quatro classes alélicas encontradas na regido 5 UTR do gene FMR1
€ Suas CoONSEeqUENCIAS FUNCIONAIS.........cccevviiiiiiiiiiiiee e
Perfis de metilacdo na regidao promotora do gene FMR1 e na regido &’
UTR em linhagens celulares de homens com e sem SXF e em
homens altamente fuNCIONAIS...........ccccciiiiiiiiii e
Perfis de metilacdo na regido promotora do gene FMR1 e no
segmento 5 a montante em linhagens celulares de mulheres
saudaveis, homens e mulheres pré-mutados, mulheres com a
mutacédo completa e pacientes com a sindrome de Turner (45,X).........
Esquema das etapas realizadas na primeira parte deste
L2257 (10T [0
Esquema das etapas realizadas na segunda parte deste
L2251 (8o o J PP
Fluxo da metodologia de amplificacdo por PCR e analise de metilacédo
na regido de repeticbes CGG, utilizando o kit AmplideX® FMR1
MPCR (ASUragen, INC.)....ceeiiiiiiiiiiei et
Principios da metodologia de TRP-PCR, utilizando o kit AmplideX®
FMRL1 MPCR (Asuragen, INC.)....cooouuiiiiieiiiei e
Fluxograma de analise dos dados (tamanho de fragmentos e
metilacdo) da regido de repeticdes CGG no gene FMR1, através do
programa GeneMarker v.2.6.3 (SoftGenetiCs)........ccooeevvviviiiieeieiiiiiineenn,
Principio da técnica de pirosequenciamento..........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeinnnns

Célculo de hipotenusa a partir de uma curva ROC.........cccoeeevieeeeeeeeennn...

25

28

29

38

40

45

46

50

51



Figura 14 —Resultados da amplificacdo de amostras de DNA de pacientes,
ilustrando os diferentes perfis encontrados..............ccceevvvvveviiiiviiiniennn. 73
Figura 15 —Eletroferograma do sequenciamento referente ao paciente P928/04.... 81
Figura 16 —Resultados da anélise de marcador no gene SHOX, ilustrando a
auséncia de um segundo cromossomo X nas amostras de pacientes
AL PICOS. i aaaaaaas 84
Figura 17 —Representacdo de potenciais vias para geragao de contracdes e
EIBGOES. ...ttt 88
Figura 18 —Perfis de metilacdo na borda de metilacdo proxima a regido promotora
do gene FMR1 em linhagens celulares de homens com e sem SXF
antes e apos o tratamento com o0 agente desmetilante 5-
azadesoxicCitidina (5-aZadC).........cooiiiiiiiiiiiiiiiei e 90
Figura 19 —Localizacdo de elementos genéticos e epigenéticos no inicio do gene
FIMRL. ..ttt e e e e e e e s st e e e e e e e e ae e e e e 93
Figura 20 —Heatmap com dados de metilagdo no gene FMR1 gerado a partir de
bancos de dados ONIINE..........ouuviiiiiiiiie e 95
Figura 21 —Grafico de linhas com os dados de metilacéo referentes as CpGs 65 a
71, avaliada por pirosequenciamento...........ccccoovviiiiiiiiiiiiie e 100
Figura 22 —Box plots com os dados de metilacao referentes as CpGs 65 a 71,
avaliada por piroSEqUENCIAMENTO...........uuvurriiiiiiiieie e ee e e e e e 101
Figura 23 —Distribuicdo e curva Roc com os dados de metilagdo para a sonda
€Qg22417678, disponiveis na literatura...........cccceeeeeeiieeeeeeeeeeeeceeeeeeeiiias 110
Figura 24 —Box plot com os dados de metilacdo referentes a primeira CpG
analisada no intron 2 (sonda €g22417678).........ccccuuuuuvmmiieeeieiiiaaaaeaeennnns 114
Figura 25 —Curva ROC com os dados de metilacdo referentes a primeira CpG
analisada no intron 2 (sonda cg22417678), por pirosequenciamento.... 115
Figura 26 —Resultados da amplificacdo com o kit AmplideX® FMR1 mPCR de
amostras de DNA da familia P4210/14, ilustrando o padrdao “onda”
observado na faixa de mutagéo completa N0OS MeNINOS............cceeeeennn. 119
Figura 27 —Grafico de linhas com os dados de metilacdo referentes as CpGs 65 a
71, avaliada por pirosequenCiamento...........ccovvuuviieeeeeeeiiiie e 122
Figura 28 —Box plots com os dados de metilacao referentes as CpGs 65 a 71,
avaliada por piroSEeqUENCIAMENTO..........c.uvurriiiiiiiieeieeee e e e 129



Figura 29 —Curva ROC com os dados de metilacdo referentes a primeira CpG
analisada no intron 2 (sonda cg22417678), por pirosequenciamento,

Figura 30 —incluindo 0S CaS0S PA210/14........ooouiiiiiiiiiiii e 127
Resultados da amplificacdo com o kit AmplideX® FMR1 mPCR de
amostras de DNA do probando P537/00, ilustrando o padrdo onda

observado na faixa de mutacdo completa............cccovvvevviiviiiiicieiieee e, 128



Quadro 1 —

Quadro 2 —

Quadro 3 —
Quadro 4 —

Quadro 5 -

Quadro 6 —

Quadro 7 —

Quadro 8 —

Quadro 9 —

Quadro 10 —

LISTA DE QUADROS

Probabilidade de surgimento do alelo de mutagdo completa no gene
FMR1 na prole, de acordo com a extensdo das repeticdes do alelo
de pré-Mutacao MALEINA......ccooeeiiieeeeee et e e e e e e e eeeeeaeaanenes
Contragbes observadas no alelo transmitido por vias materna e
paterna, de acordo com Nolin e colaboradores (2019)............ccccee....
Condicdes de ciclagem utilizadas no sequenciamento.......................
Oligonucleotideos utilizados nos ensaios de PCR das regifes de
interesse para analise de MarCadores. .......ccccovcuveeeeeeeiiiiieeeee e
Condicdes utilizadas nos ensaios de PCR para amplificacdo dos
fragmentos para analise de marcadores...........cccccceeeeeiiieieeeeeeeeeeeeeeee,
Condicdes de ciclagem utilizadas nos ensaios de PCR para
amplificacdo dos fragmentos para andlise de metilagéo......................
Sondas de metilagdo no gene FMR1, utilizadas nos ensaios de
array, cujos dados estavam disponiveis publicamente no GEO
database. .. ...
Condicdes utilizadas nos ensaios de PCR para amplificacdo dos
fragmentos para analise de metilaGao...........c.eeevveiiiiiiiiei e
Condicdes de ciclagem utilizadas nos ensaios de PCR para
amplificacdo dos fragmentos para analise de metilacao......................

MaAtriz e CONTUSAO. .. ceee e e

31

33
57

59

59

59

63

65



Tabela 1 —
Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

LISTA DE TABELAS

Dados gerais sobre a amostra de individuos estudada........................ 71
Dados genotipicos sobre a amostra de individuos estudada,
avaliados por TRP-PCR.......cciiiiiiic e e e 72
Estimativa aproximada da extensdo dos fragmentos observados
neste trabalho, sugerindo a presencga de delegao..............cccvvveveeeeennn. 80
Localizacdo genbmica e extensdo das delecbes identificadas neste
estudo e por Gongalves et al., 2016.............eevvireiiiiiiiiiiieee e, 82
Valores de metilacdo nas CpGs referentes a borda de metilacdo na
amostra de individuos estudada............cccuveiieiiiiiieeiiie e 97
Valores de metilacdo nas CpGs referentes a sonda cg22417678 e na

CpG a jusante na amostra de individuos estudada..............cccceeeeeeeeenn. 111



5-azadC
5 UTR
A

APS
ATP

C

chrX
CNS/MS
CT

del

DI

DILX
DILX-NS
DILX-S
DI-NS
DI-S
DMSO
dNTPs
DNA
EDTA
FREE1
FREE2
FM
FMR1
FMRP
FXPOI
FXTAS
G

gDNA
HCI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-azadesoxicitidina

Regiao 5’ nao traduzida (5’ Untranslated region)
Adenina

Adenosina 5’fosfosulfato

Trifosfato de adenosina

Citosina

Cromossomo X

Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
Controle

Delecéo

Deficiéncia intelectual

Deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X
Deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X ndo sindrémica
Deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X sindrémica
Deficiéncia intelectual ndo sindrémica

Deficiéncia intelectual sindrémica

Dimetilsulfoxido

Desoxirribonucleotideos Fosfatados

Acido desoxirribonucléico

Acido etilenodiamino tetra-acético

Elementos Epigenéticos Relacionados ao X-Fragil 1
Elementos Epigenéticos Relacionados ao X-Fragil 2
Alelo completamente mutado (Full mutation allele)
Gene Fragile X Mental Retardation 1

Proteina Fragile X Mental Retardation Protein
Insuficiéncia Ovariana Prematura Associada ao X Fragil
Sindrome de Tremor e Ataxia Associada ao X Fragil
Guanina

DNA gendmico

Acido cloridrico



HFMs
HTT
HUGG/UNIRIO

HUPE/UERJ

|
IBGE

ICX

IEDE

TF
IFF/FIOCRUZ
INCa
IPPMG/UFRJ

MAF
MgCl,
mPCR
N

NLS

NES
PBMCs

PCR

PM

PPi

RNA

RNAI

RNAmM / mRNA

SERVGEN/UERJ

SNV

Homens altamente funcionais (High functioning males)

Gene da huntingtina

Hospital Universitario Gaffreé e Guinle da Universidade Federal
do Estado do Rio de Janeiro

Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro

Alelo intermediario

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Inativacdo do cromossomo X

Instituto Estadual de Diabetes e Endocrinologia Luiz Capriglione
Fator de transcricéo (transcriptional factor)

Instituto Fernandes Figueira da Fundag&o Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Céncer

Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira da
Universidade Federal do Rio de Janeiro

Frequéncia do alelo menos frequente (Minor Allele Frequency)
Cloreto de magnésio

PCR de metilacéo

Alelo normal

Dominio de sinal de localizac&o nuclear (nuclear localization
signal)

Dominio do sinal de exportagcéo nuclear (nuclear export signal)
Células mononucleares de sangue periférico (peripheral blood
mononuclear cells)

Reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction)
Alelo de pré-mutacao

Pirofosfato

Acido ribonucléico

RNA de interferéncia

RNA mensageiro

Servico de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro

Variante de nucleotideo unico (Single nucleotide variant)



SXF

Taq

TBE

TE
TRP-PCR

UENF
UNIGRANRIO

Sindrome do X Fragil

Timina

Enzima DNA polimerase extraida de Thermus Aquaticus

Tris, &cido bérico e EDTA

Tris, HCl e EDTA

Reacdo em cadeia da polymerase direcionada para repeticdes
de trincas (Triplet Repeat Primed Polymerase Chain Reaction)
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

Universidade do Grande Rio



%

+ vV Vv

8

H20
mL
ML
mM
UM
ng
min

seg

Porcentagem
Menor que
Maior que
Maior ou igual
Mais ou menos
Infinito

Soma
Subtragao
Multiplicag&o
Vezes

Volts

Marca registrada
trade mark
KiloDalton
Pares de bases
Kilobase

Graus Celsius
Molécula da agua
Mililitro
Microlitro
Milimolar
Micromolar
Nanograma
Minutos
Segundos
Unidades

LISTA DE SIMBOLOS



11
1.2

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
251
2.6
26.1
2.6.2

2.6.3
2.6.4
2.7

2.7.1
2.7.2

2.7.3
2.8
2.9

29.1

2.9.2

29.3

294

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt ettt n e 20
OBUIETIVOS. ...ttt e e e e et e e e e e e e anntareeeaens 42
(1= - PP OO PP PP PP TPPPPPR 42
ESPECIIICOS .t 42
METODOLOGIA . ... e e e e e e e s 43
PacCientes COM SXF......ouiiiiiiiiiiiie et eae e 43
Coleta de material BiolOQICO.......uuuviiiiiiiiiicii a7
EXTrag8o de DINA .. ..ot a7
Estimativa de integridade e concentragdo do DNA............cc.oi e 48
Amplificacdo e analise da metilacdo nas repeticdes CGG...................... 49
Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)........cccccuvvriiiiiiiiiiieiiieee e 49
Andlise de delecbes préximas aregido de repeticdes CGG................... 54
Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)........cccccurriiiiiiiiiiiieieeeeee e 54

Avaliacdo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento dos

ENSAI0S B PCR....eiiiiiiiiiiieee ettt e 55
Purificacdo dos produtos da PCR.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e e 56
Reacdo de sequenciamento de SANQEr........ccoovvvvveveeeieiiieniiiiieee e e e e e e eeeeeeen 56
Andlise de marcadores Nn0S cromoSSOMOS X € Y..ovvvvivieeeeeeeeeeiiiiiiciieennns 58
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)........ccccuviiiiiiiiiiiiiieiiieeee e 58

Avaliacdo da qualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento dos

[T 1S 10 1S3 [ e O 60
=0 (o] £ TS = =Y o] - SO 60
Analise por ferramentas computacionais e producéo de heatmaps..... 61

Andlise de metilacdo da regido da borda de metilacdo e de parte do

(10} 4 (] o 2T TR OP PO 64
Conversao do DNA gendmico com hissulfito de SOdiO.......cvveveeveeeiieiiaeeainnns 64
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).....oouveiieeeeeee e 65

Avaliacdo da gualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento dos
BNSAUOS A8 Pl R .ttt 66

PirOS U CIAMIEINTO. . et ettt ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eea e reareanaeen 67




2.10
3

3.1
3.2
3.21
3.2.2
3.2.3
3.3
3.4
3.5

3.6

Andlise por Bioinformatica e producéo de curvas ROC............cccccuennn. 69

RESULTADOS E DISCUSSAD........ciiecieeeeeeeteeteeeeeeeee s ee s 71
(@2 1Y 1 1] T o= VRSP 71
Analise para caracterizacéo de perfis mutacionais atipicos.................. 71
Identificacéo de delecdes proximas as repeticdes CGG......cccvvvvrereeiieeeeennnn. 79
Analise para descartar a presenca de um CromossSomo X extra................... 82
Casos atipiCoS NA POPUIACED. ... ..uvuieeieeeeeeeeeeieeiee ettt re e e e e e e e e e e s e e e e 85
Andlise de marcadores epigenéticos por Bioinformatica....................... 92
Quantificacdo de metilacédo da borda por pirosequenciamento............. 96

Analise de quantificacdo de metilagdo na posicado cg22417678 por

PITOSEQUENCIAMENTO ... uuiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e s s e 109
(O 1Y o N 2 0 S 118
CONCLUSOES ..ottt ettt es s 135
REFERENCIAS. ..ottt sttt e ete e en s ve et ete e rsstenseneenes 136

APENDICE A — Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e
familiares iNCluidOS NESSE ESTUO..........uviiiieiiiiiiie e 151
APENDICE B - Fotodocumentacédo da eletroforese realizada com os
produtos do ensaio de PCR desenvolvido anteriormente pelo grupo........... 158

APENDICE C - Dados de marcadores nos cromossomos X e Y, internos

A0 JENE SHOX ..o 159
ANEXO A — Aprovacédo do projeto pelo Certificado de Apresentacao para
APreciaCao Etica (CAAE)........cu oot 161

ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido...........ccccceveueeene... 162



20

INTRODUCAO

A deficiéncia intelectual (DI) € caracterizada por um funcionamento
intelectual significativamente abaixo da média, identificado antes dos 18 anos de
idade, com limitacdes em duas ou mais areas das habilidades conceituais, sociais e
praticas: comunicacdo (linguagem, leitura, escrita), interacdo social, empatia,
julgamento social, cuidados pessoais, habilidades académicas, de seguir regras e
fazer amigos, organizacdo, lazer, trabalho, entre outras (American Psychiatric
Association, 2017). A prevaléncia da DI varia entre os estudos, sendo estimada em 2
a 3% da populacdo mundial, constituindo, portanto, um dos mais importantes
problemas de saude publica (Chiurazzi et al., 2008; Ricceri et al., 2014). No Brasil, a
prevaléncia da DI autodeclarada foi de 1,2%, de acordo com a Pesquisa Nacional de
Saude 2019 (IBGE, 2021).

A DI é etiologicamente heterogénea, estando associada a fatores ambientais
e genéticos (Chelly et al., 2006). Fatores ambientais que podem causar danos no
desenvolvimento neurolégico incluem diabetes, hipertensdo (pré-eclampsia e
eclampsia), epilepsia e asma maternas; exposi¢cdes pré-natais a compostos
neurotéxicos; sindrome alcodlica fetal; infecgBes pré, peri e pds-natais; deficiéncias
nutricionais durante a gestacédo; complicacbes de partos prematuros; asfixia peri e
pés-natal ou outros traumas e lesbes cerebrais (Huang et al., 2016; Kvarnung &
Nordgren, 2017). Ja dentre as causas genéticas mais comuns estdo desde
alteracbes cromossémicas, tais como aneuploidias e alteracbes estruturais
microscopicamente visiveis (insercdes, duplicacbes, delecbes e translocacbes), até
variantes monogénicas, variacdes no numero de cépias génicas submicroscopicas
(microdelecdes, microduplicacbes) e alteracdes epigenéticas (metilacdo de DNA,
modificacdes pos-traducionais de histonas e regulagdo por microRNAS, entre outros)
(Armatas, 2009; Kvarnung & Nordgren, 2017). Além disso, 0s aspectos geneéticos
contribuem para cerca de 50% dos casos, enquanto 25% dos casos estao
associados a componentes ambientais e 25% permanecem com causa
desconhecida (Marrus & Hall, 2017).

A DI pode ser classificada como branda, moderada e severa, sendo assim
categorizada de acordo com a combinacdo dos niveis de habilidades intelectual e

adaptativa com a dependéncia pessoal necessaria (American Psychiatric
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Association, 2017). A gravidade das manifestacbes clinicas estd também
relacionada com o fator etioldgico associado a DI. Assim, fatores genéticos, como 0s
desequilibrios cromossémicos e as sindromes genéticas, e ambientais, como
infeccbes e malformacdes congénitas, se apresentam em casos mais graves. Por
outro lado, causas ambientais mais comuns, como deficiéncias nutricionais
maternas, possuem maior influéncia em casos de DI branda (Patel et al., 2010;
Chiurazzi & Pirozzi, 2016). A influéncia desses fatores varia muito entre os diferentes
paises e depende do estilo de vida materno e da qualidade dos cuidados de saude
(Chiurazzi & Pirozzi, 2016). Sendo assim, essa heterogeneidade abrangente dificulta
e restringe a identificacdo das causas envolvidas com a DI (Chelly et al., 2006).

Criancas com DI podem apresentar um amplo espectro de sintomas e sinais
clinicos iniciais, dependendo da causa e da severidade da condicao (Patel et al.,
2010). Dessa forma, criancas com DI mais severa geralmente apresentam sinais
mais precocemente reconhecidos, enquanto casos de DI mais branda geralmente se
apresentam como um atraso global de desenvolvimento e dificuldade de
aprendizado e, com isso, sdo diagnosticados relativamente mais tarde (Patel et al.,
2010). Em geral, os pais relatam alguns dos sinais mais comuns da DI quando
observam que seus filhos demoram a sentar, engatinhar ou andar, demoram a falar
ou apresentam alteracfes da fala, tém dificuldades de memaoria ou compreensédo do
resultado de suas a¢bes ou em solucionar problemas (Patel et al., 2010; Centers for
Disease Control and Prevention, 2019).

O diagnéstico clinico é realizado de acordo com o0s sintomas
comportamentais e os marcos de desenvolvimento, seguido de exames fisicos,
neurolégicos, de dismorfologia e de imagem (Patel et al., 2010). Em muitos casos de
DI branda, ndo hd uma causa especifica clara e, com isso, ndo ha um consenso em
relacdo a necessidade de se estabelecer a etiologia do diagndstico (Patel et al.,
2010). Entretanto, conforme o aumento da severidade da condicao, a busca e a
possibilidade de se determinar a causa especifica também aumenta, visto que a DI
moderada e grave podem estar mais relacionadas a sindromes genéticas (Patel et
al., 2010).

Clinicamente, a DI pode ser dividida em duas formas: DI sindrémica (DI-S) e
nao sindrémica (DI-NS) (Kaufman et al., 2010; Chiurazzi & Pirozzi, 2016). Na forma
sindrdmica, os individuos apresentam outras caracteristicas além da DI, com

by

aspectos clinicos radiolégicos, metabdlicos ou biolégicos associados a condigéo
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(Kaufman et al., 2010; Chiurazzi & Pirozzi, 2016). Por outro lado, as formas nao
sindrdmicas tém sido definidas pela presenca da DI como Unica caracteristica clinica
(Kaufman et al., 2010). Entretanto, autismo, epilepsia e déficits neuromusculares séo
comuns na DI ndo sindrémica (Chiurazzi & Pirozzi, 2016). Além disso, é possivel
observar que para alguns genes, algumas variantes podem causar uma sindrome,
enquanto outras podem levar a uma forma ndo sindromica da DI (Chiurazzi &
Pirozzi, 2016). Dessa forma, distinguir as formas DI-S e DI-NS em nivel molecular é
um grande desafio.

O fato da DI apresentar uma prevaléncia cerca de 30% maior em individuos
do sexo masculino levou a suspeita de que alteracbes em genes localizados no
cromossomo X teriam grande contribuicdo para esta condicdo (Leonard & Wen,
2002; Patel et al., 2010; Lubs et al., 2012). Isso se da em funcao das alterac6es em
genes do cromossomo X em homens, hemizigotos para esses genes, serem mais
aparentes fenotipicamente do que em mulheres. Nestas, alteracdes recessivas
podem ser mascaradas pela heterozigose e ainda pode haver compensacao de
dose favoravel a expressdo do alelo normal pela inativacdo desviada do
cromossomo X (Lyon, 1961; Stevenson & Schwartz, 2009). De fato, estudos
posteriores descreveram casos familiares de DI com padrdo de heranca ligado ao
cromossomo X, reforcando essa hip6tese (Lubs et al., 2012; Stevenson et al., 2012).
Além disso, apesar desse cromossomo representar apenas 5% do genoma humano,
cerca de 15% de seus genes sao reconhecidos por estarem associados a DI e
atuarem em diversas funcdes essenciais do Sistema Nervoso Central (SNC), como a
plasticidade neuronal, aprendizado, memdéria e cognicdo (Ropers, 2006; Neri et al.,
2018).

A DI ligada ao cromossomo X (DILX) é definida pela presenca de DI ou
dificuldade de aprendizado, cuja causa genética esta localizada ou ha suspeita de
gue se localize ao longo do cromossomo X (Gécz et al., 2009). A DILX representa
aproximadamente 5 a 10% de todas as formas de DI em homens (Bassani et al.,
2013).

Clinicamente, a DILX também pode ser dividida em DLIX sindrémica (DILX-
S) e DILX nao sindrébmica (DILX-NS), seguindo os mesmos padrbes para DI-S e DI-
NS (Mandel & Chelly, 2004; Greenwood Genetic Center, 2021). Ou seja, a DILX-S é
baseada em caracteristicas fisicas, metabolicas e/ou comportamentais tipicas em

adicdo a DI (Gécz et al., 2009), enquanto que na DILX-NS né&o ha sinais dismoérficos,
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metabdlicos ou neuromusculares consistentes (Gécz et al., 2009). Atualmente, ja
foram identificados 162 genes envolvidos na DILX (Greenwood Genetic Center,
2021) (Figura 1). No entanto, acredita-se que grande parte dos mecanismos
moleculares subjacentes a DILX ainda seja desconhecida, o que contribui para uma

alta taxa de subdiagnéstico (Lubs et al., 2012).
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Figura 1 — Genes no cromossomo X associados a DI
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Legenda: (A) genes associados a DILX-NS; (B) genes associados a DILX-S.

Fonte: adaptada de Greenwood Genetic Center, 2021.



25

Sindrome do X Fragil (SXF)

A forma mais frequente de DILX sindrdmica € a sindrome do X Fragil (SXF;
OMIM #300624), descrita pela primeira vez em 1943, por Martin e Bell (Martin & Bell,
1943; Saldarriaga et al., 2014). Quase trés décadas depois, Lubs descreveu um
caso semelhante em uma familia com segregacéo ligada ao cromossomo X (Lubs,
1969). De acordo com Lubs (1969), o cromossomo X dos individuos afetados em
metafase possuia um sitio fragil na por¢céo terminal do braco longo do cromossomo
X (Figura 2). A condicdo passou entao a ser conhecida como Sindrome do X Fragil.
Atualmente, SXF € a segunda causa de DI mais comum (2,4% dos casos de DlI),
depois da sindrome de Down, e a mais prevalente em homens (Hagerman &
Hagerman, 2002; Hunter et al., 2014). A prevaléncia da SXF na populacdo em geral
é estimada em 1 em 4000 homens e 1 em 6000 mulheres (Crawford et al., 2001,
National Fragile X Foundation, 2021).

Figura 2 — Cariotipo parcial por bandeamento GTG, mostrando o cromossomo X de
individuo sem a SXF em comparacédo com um individuo com o sitio fragil relacionado
a SXF [fra(X)(q27.3)]

cromossomo X fra(X)(q27.3)

Fonte: adaptada de Floriani et al., 2017.
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Bebés com a SXF geralmente apresentam hipotonia, com dificuldade de
succdao inicial e frequente regurgitacdo (Hagerman et al., 2010; 2017). Por volta dos
dois anos, diversas criangas com essa condicdo apresentam atraso no
desenvolvimento da linguagem, hiperatividade, ansiedade e reatividade sensorial
exacerbada (Hagerman et al., 2002; 2017; Berry-Kravis et al., 2010; Cordeiro et al.,
2011; Hogan et al., 2017). Geralmente, o diagndstico clinico da sindrome acontece
guando a crianca desenvolve atraso ou auséncia da fala (Bailey et al., 2009). Outros
sinais clinicos que podem estar presentes em criangas pequenas sao: atraso motor,
habito de agitar e morder as maos, pouco contato ocular, otite média frequente e
irritabilidade (Sullivan et al., 2006; Cordeiro et al., 2011).

Meninos com SXF apresentam um fenétipo classico caracterizado por face
alongada, orelhas grandes e salientes, fronte proeminente e macroorquidismo pés-
puberal (Hagerman et al., 2002; Saldarriaga et al., 2014; National Fragile X
Foundation, 2021). Os pacientes sdo frequentemente acometidos por problemas
mentais relacionados, como ansiedade e depressao, presentes em um a mais de
dois tercos dos individuos afetados (Bailey et al., 2009; Ciaccio et al., 2017). Além
disso, observa-se também problemas de atencéo e hiperatividade em mais de 80%
dos casos e comportamento autodestrutivo e agressao em mais de 50% de criancas
e adolescentes com a sindrome (Sullivan et al., 2006; Hagerman et al., 2009;
Ciaccio et al., 2017). Ainda, em muitos casos, criangas e adultos acometidos ainda
podem demonstrar deficiéncia em habilidades funcionais (como em se alimentar, se
vestir e se comunicar) (Bailey et al., 2009). Além disso, entre 25 e 50% das criancas
e adolescentes com a SXF se enquadram nos critérios de diagnostico dos
transtornos do espectro autista, com habilidades adaptativas reduzidas e
desenvolvimento mais lento da linguagem (Philofsky et al., 2004; Ciaccio et al.,
2017).
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Gene FMR1

O gene Fragile X Mental Retardation 1 (FMR1, OMIM #309550) é constituido
por 17 éxons, compreendendo aproximadamente 38 kb de extensédo, e esta
localizado em Xq27.3 (Verkerk et al., 1991; Eichler et al., 1993; Handt et al., 2014).
Em termos moleculares, a SXF se caracteriza por uma mutacdo dinamica, em
consequéncia da expansdo instavel de uma sequéncia de trinucleotideos CGG
repetida em tandem na regidao 5’ nao traduzida (5’ UTR) do gene FMR1, proxima a
regido promotora (Oberlé et al., 1991; Cleary & Pearson, 2005; Saldarriaga et al.,
2014; Hagerman et al., 2017; Nolin et al., 2019). As muta¢des dinamicas ocorrem
em regides do DNA onde h& sequéncias repetidas em tandem (Cleary & Pearson,
2005), como a encontrada na regiao 5 UTR do gene FMR1. Normalmente, o0 nimero
de repeticbes é polimérfico na populacao e transmitido de maneira estavel ao longo
das geracdes (Cleary & Pearson, 2005). Entretanto, quando ocorre uma expansao
que ultrapassa determinado limiar, elas se tornam instaveis, podendo aumentar de
comprimento através de sucessivas geracfes até que o numero de repeticdes atinja
um tamanho patogénico (Cleary & Pearson, 2005).

Com a variabilidade polimérfica nesta regido, podem ser reconhecidas
quatro categorias alélicas distintas: (a) normal (até 44 repeticdes CGG), com 0s
alelos mais comuns nessa faixa sendo os de 29 e 30 repeticbes e transmissao
estavel; (b) alelos intermediarios (45 a 54 repeticdes), sem capacidade de se
expandir para a mutacdo completa, mas sendo levemente instaveis e considerados
como precursores dos alelos pré-mutados; (c) pré-mutacgéo (55 a 200 CGGs), sendo
altamente instaveis quando herdados por via materna; e (d) mutacdo completa
(acima de 200 CGGs), derivados de alelos pré-mutados herdados da mae (Fu et al.,
1991; Nolin et al., 2003; Fernandez-Carvajal et al., 2009; Saldarriaga et al., 2014;
Spector et al., 2021).

Nos individuos afetados pela SXF, o numero de repeticbes CGG esta na
faixa de mutacdo completa, ou seja, acima de 200 CGGs (Wang et al., 2012;
Spector et al.,, 2021). A expansao na faixa de mutacdo completa tem como
consequéncia o silenciamento epigenético do gene FMR1, através da hipermetilacdo
das repeticoes CGG e da regido promotora do gene que resulta em perda completa

ou quase completa de seu produto final, a proteina FMRP (Figura 3) (Wang et al.,
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2012; Ciaccio et al., 2017). Por outro lado, niveis elevados do RNAm transcrito pelo
gene FMR1 sao observados em portadores da pré-mutacdo, o que leva a uma
toxicidade em células neurais (Raske & Hagerman, 2009). No entanto, os niveis da
proteina FMRP sdo mais baixos em portadores da pré-mutacdo do que em

individuos normais (Figura 4) (Santoro et al., 2012).

Figura 3 — Localizacdo cromossOmica e estrutura do gene FMR1, seu principal

transcrito e a proteina FMRP
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Legenda: (a) Representacdo do cromossomo X. Seta amarela aponta para a posi¢ado do sitio fragil e
gene FMR1,; (b) Esquema do gene FMRL1 e seus 17 exons, com os exons codificantes em
verde escuro, as regides ndo traduzidas em verde claro, e a regido de repeticdes CGG em
amarelo. (c) Principal transcrito de RNAm do gene FMR1, com todos os exons
representados em azul claro e posicionados acima de seus aminoacidos correspondentes.
(d) Proteina FMRP, seus principais dominios funcionais e abaixo, a extensdo dos
aminoacidos. Agenet 1 e 2: dominios Agenet de ligacdo a cromatina; NLS: sinal de
localizacé@o nuclear, KH1 e KH2: dominios de homologia K 1 e 2; NES: sinal de exportagao
nuclear; RGG: box arginina-glicina-glicina de ligacdo a RNA; S500: serina fosforilada
priméria.

Fonte: adaptada de Santoro et al., 2012 e U.S. National Library of Medicine, 2020.
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Figura 4 — Quatro classes alélicas encontradas na regidao 5’ UTR do gene FMR1 e

suas consequéncias funcionais

a Normal ATG
— i » ﬁ:ﬁ > s
AN —_——
«<45 repeticies CGG
b Intermediario ATG aa— e
— e » oT—= »
il —

45-54 repeticdes CGG
o -y
—%:*‘fh’/ S (e —— > ’
/\
= e

55-200 repetigées CGG

FXTAS

FXPOI

C Pré-mutagdo

d Mutagio Completa

w Tfi-r/ > SXF

>200 repetigées CGG

@ rvrP [ Transcrigdo

» Metilacdo de DNA e
condensacao de cromatina

Legenda: (a) Alelo normal (<44 repeticdes) permite uma transcricdo fisiolégica apropriada do gene
FMR1 e traducdo da proteina FMRP, (b) assim como o alelo intermediério (45-54
repeticdes). (c) Alelo de pré-mutacédo (55-200 repeticdes) causa um aumento significativo na
transcricdo do FMR1. No entanto, os niveis da proteina sdo mais baixos que em individuos
saudaveis. Niveis mais altos do RNAm do gene FMR1 estéo relacionados com a Sindrome
de Tremor e Ataxia Associada ao X Fragil (FXTAS) e a Insuficiéncia Ovariana Prematura
Associada ao X Fragil (FXPOI), provavelmente devido ao efeito téxico causado por pelo
acumulo destas moléculas em células neurais. (d) Alelo de mutagdo completa (>200
repeticdes) levando a mudancas epigenéticas nas repeticdes CGG e no promotor do FMR1,
assim como ao silenciamento transcricional do gene. Os sintomas da SXF sdo causados
pela falta da proteina FMRP. A classificacdo das categorias alélicas esta de acordo com a
American College of Medical Genetics (Monaghan et al., 2013; Spector et al., 2021).

Fonte: Adaptada de Santoro et al., 2012.

A proteina FMRP apresenta ligacdo seletiva a RNA e regula negativamente
a traducao dos mRNAs a ela ligados, especialmente nas sinapses neuronais (Wang

et al., 2012; Noto et al., 2016; Hagerman et al., 2017). E produzida em varios
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tecidos, sendo expressa em maiores niveis no inicio do desenvolvimento
embrionario (Kumari et al.,, 2010). Assim, € uma proteina essencial para o
desenvolvimento neuronal e intelectual (Kumari et al., 2010). Além disso, um estudo
identificou RNAs mensageiros provaveis de interagir com a FMRP provenientes de
genes candidatos ao autismo (Darnell et al., 2011).

A FMRP é uma proteina bastante conservada em mamiferos e sua isoforma
principal possui 71 KDa (Blackwell et al., 2010; Healy et al., 2011; Yang et al., 2020).
Essa proteina interage com elementos de RNA, se ligando a eles através de
sequéncias especificas mediadas pelos dominios funcionais do tipo KH e um do tipo
RGG (Blackwell et al., 2010; Healy et al., 2011). Além disso, ela pode formar
homodimeros que interagem com diversas proteinas citoplasmaticas e nucleares
envolvidas no metabolismo de RNAm, incluindo RNA de interferéncia (RNAI) e
edicdo de RNA (Caudy et al.,, 2002; Ishizuka et al., 2002; Bhogal et al., 2011,
Tabolacci et al., 2016a).

A FMRP também apresenta a funcéo de regular a traducéo e a estabilidade
de RNAm de diversos genes envolvendo os dominios do sinal de localizagdo nuclear
(NLS) e do sinal de exportacdo nuclear (NES), importantes para o transporte do
ndcleo para o citoplasma e do citoplasma para o nucleo (Brown et al., 2001; Chen et
al., 2003; Darnell et al., 2011; Saldarriaga et al., 2014; Tabolacci et al., 2016a). E
capaz de regular a sintese de proteinas locais importantes para o desenvolvimento
das espinhas dendriticas e na plasticidade sinaptica, essenciais para o aprendizado
e o desenvolvimento intelectual, através do mecanismo de RNAI (Antar & Bassell,
2003, Antar et al., 2005; Healy et al., 2011; Peprah et al., 2012). Ela ainda tem o
papel de remodelar o citoesqueleto através das regides central e N-terminal, onde
estdo presentes dois dominios Agenet capazes de se ligar a residuos de lisina
trimetilados, e de formar grandes ribonucleoparticulas citoplasmaticas contendo
diversas proteinas e RNAs (Maurer-Stroh et al., 2003; Bagni & Greenough, 2005;
Adams-Cioaba et al., 2010; Bagni et al., 2012; De Rubeis et al., 2012; Wang et al.,
2012).

A mutacdo completa surge através da expansdo de uma pré-mutacado
materna (Healy et al., 2011). Sendo assim, maes portadoras de pré-mutacdo em
heterozigose podem ter filhos normais, portadores da pré-mutacdo ou da mutacao
completa (Healy et al., 2011). De acordo com Nolin e colaboradores (2003), o risco

de expansdo de uma pré-mutacdo materna para a mutacdo completa nos filhos
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depende da extensdo das repeticbes CGG e a chance é proxima de 100% para

mulheres portadoras de pré-mutacdo com mais de 99 repeticdes (Quadro 1).

Quadro 1 — Probabilidade de surgimento do alelo de mutacdo completa no gene
FMR1 na prole, de acordo com a extensdo das repeticdes do alelo de

pré-mutacdo materna

Numero de repeticdes Probabilidade de expanséo para
CGG do alelo materno mutacdo completa na prole
55-59 3, 7%
60-69 5,3%
70-79 31,1%
80-89 57,8%
90-99 80,1%
100-109 100,0%
110-119 98,1%
120-129 97,2%
130-139 94,4%
140-149 100,0%
150-159 100,0%
160-169 100,0%
170-199 100,0%

Fonte: Adaptada de Nolin et al., 2003.

Homens portadores de pré-mutacédo terdo apenas filhas portadoras da pré-
mutacao, visto que o homem transmite o cromossomo Y a seus filhos (Healy et al.,
2011; Saldarriaga et al., 2014). O alelo da pré-mutacdo ndo tende a se expandir
guando transmitida por via paterna, devido a uma pressao seletiva sobre os gametas
masculinos (Saldarriaga et al., 2014). H4 apenas raros relatos de transmissado da
mutacdo completa por via paterna (Zeesman et al., 2004; Alvarez-Mora et al., 2017,
Nolin et al., 2019). Apesar de homens com mutacdo completa geralmente nao
deixarem descendentes, devido as suas limita¢cdes cognitivas, estudos em esperma
indicam ainda que as filhas herdariam a pré-mutacdo e ndo a mutagcdo completa
(Willems et al., 1992; Reyniers et al., 1993; Nolin et al., 2019). Ainda, variantes

pontuais ou frameshift no FMR1 também podem acarretar em um fenétipo de SXF,
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embora representem menos de 1% dos casos ja descritos (Handt et al., 2014;
Saldarriaga et al., 2014).

Além do tamanho da repeticdo e do género do transmissor do alelo
expandido, ha mais um fator que contribui para a instabilidade nos alelos pré-
mutados: a auséncia de trinucleotideos AGGs interrompendo as repeticbes CGG
(Nolin et al., 2019). Estudos mostram que essas interrup¢des funcionam como um
fator de protecéo, diminuindo o risco de expanséo entre geracdes (Yrigollen et al.,
2012; Nolin et al., 2013; 2015; 2019). No comeco dos anos 90, andlises revelaram
gue a estrutura do alelo na categoria nhormal mais comum inclui uma repeticdo AGG
no 10° ou 11° trinucleotideo CGG e outra proximo ao 20° CGG (Eichler et al., 1994;
Gunter et al., 1998; Hirst et al., 1994; Kunst et al., 1996; Kunst & Warren, 1994,
Snow et al., 1994). Entretanto, Eichler e colaboradores (1994) hipotetizaram que
longas sequéncias de repeticdo sem interrupcdes em alelos pré-mutados e tratos
com mais de cerca de 34 CGGs ininterruptas podem contribuir para a instabilidade
em alelos menores também. De fato, estudos recentes demonstraram que alelos de
pré-mutacdo sem AGGS representam um risco para a expansao para a mutacao
completa na geracdo seguinte, enquanto alelos que incluem esse trinucleotideo
estdo associados com uma maior estabilidade da repeticdo entre geracdes (Yrigollen
et al., 2012; Nolin et al., 2013; Nolin et al., 2015; Villate et al., 2020).

Nolin e colaboradores (2019) mostraram ainda que, enquanto muitas
transmissdes instaveis levam a expansdes, contracfes para alelos menores também
podem ser observadas, mesmo que mais raramente. Em sua pesquisa com mais de
5 mil transmissdes, eles constataram que, entre os alelos pré-mutados, contracdes
transmitidas por via paterna sdo até 10 vezes mais comuns do que por via materna
e, que a frequéncia de contragOes paternas aumenta de acordo com o tamanho da
repeticdo (Quadro 2) (Nolin et al, 2019). No entanto, todas as contracdes
transmitidas por pais pré-mutados resultaram em alelos menores ainda na faixa de
pré-mutacdo, enquanto contragcbes maternas resultaram em alelos normais ou
intermediarios em 40% dos casos (Nolin et al.,, 2019). Além disso, a perda de
interrupcbes AGGs foi observada apenas em contracdes de pré-mutacdo materna,
ocorrendo em uma frequéncia relativamente alta (Nolin et al., 2019). Sendo assim,
0S autores sugeriram que muitos alelos normais sem interrupgbes AGGs tenham

origem em contracdes de alelos pré-mutados maternos (Nolin et al., 2019).
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Quadro 2 — Contracdes observadas no alelo transmitido por vias materna e paterna,

de acordo com Nolin e colaboradores (2019)

Numero de repeticdes | Contracdo do alelo = Contracédo do alelo
CGG do alelo parental materno paterno
<45 0,0% 0,08%
45-54 2,0% 0,0%
55-64 1,8% 4,5%
65-74 4,4% 9,4%
75-84 7,1% 26,3%
85-94 4,5% 37,0%
295 1,4% 70,8%

Legenda: <44 CGGs: alelo normal; 45-54 CGGs: alelo intermediario; >55: alelo pré-mutado.
Fonte: Adaptada de Nolin et al., 2019.

Portadores da pré-mutacdo nao apresentam o fenétipo classico da SXF, mas
podem exibir outros quadros clinicos, psiquiatricos e neuroldgicos (Saldarriaga et al.,
2014). Estes quadros, chamados de FRAXopatias, incluem a Insuficiéncia Ovariana
Prematura Associada ao X Fragil (FXPOI, OMIM #311360), caracterizada por
reducdo na funcéo ovariana antes dos 40 anos (Sherman, 2000; Man et al., 2017,
Hunter et al., 2019) e a Sindrome de Tremor e Ataxia Associada ao X Fragil (FXTAS,
OMIM #300623), uma condicdo neurodegenerativa de manifestacdo tardia, mais
prevalente em homens pré-mutados (Hagerman et al.,, 2001; Hagerman &
Hagerman, 2004; Hagerman et al., 2018; Hall & Berry-Kravis, 2018; Hunter et al.,
2019). Além disso, apesar dos alelos intermediarios serem considerados como
fenotipicamente normais, esses alelos tém sido associados a necessidades
especiais em criangas, parkinsonismo em adultos e FXPOI/FXTAS em alguns casos
(Bodega et al., 2006; Liu et al., 2013; Hall et al., 2012; 2020).

Perfis Atipicos na SXF

A instabilidade presente nas repeticoes CGGs expandidas pode gerar
mosaicismo de tamanho, ou seja, pode resultar na presenca de alelos com

diferentes extensdes (Nolin et al., 1994; Pretto et al., 2014; Jiraanont et al., 2017).
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Com isso, o alelo de mutacdo completa pode aparecer concomitantemente a alelos
de pré-mutacdo em diferentes tipos celulares (Nolin et al., 1994; Pretto et al., 2014).
Além disso, apesar de ndo serem muito comuns, mosaicismos de tamanho
compreendendo alelos de mutagéo completa e um alelo normal tém sido descrito em
diferentes casos de meninos com SXF (Nolin et al., 1994; Todorov et al., 2009;
Bonarrigo et al., 2014).

Ha alguns anos, sugeriu-se que 0 mosaicismo de tamanho para a mutagéo
completa e alelo normal poderia se originar durante os estagios iniciais do
desenvolvimento, quando alelos pré-mutados transmitidos por via materna podem
resultar em expansdo para a mutacdo completa, assim como, menos
frequentemente, em contracdo para o alelo normal (Zhao & Usdin, 2016). Na
literatura, ha ainda descricdo de casos de mosaicismo incluindo alelos normais e
intermediarios (Jiraanont et al., 2017). O mosaicismo de tamanho representa uma
forma de variabilidade fenotipica, em que casos mosaicos apresentam valores de QI
superiores aos pacientes com apenas a mutagdo completa, e pode ser observado
em ambos os sexos, com uma incidéncia maior no sexo masculino (Schneider et al.,
2013; Ciaccio et al., 2017).

Além disso, alguns individuos ainda exibem o que € chamado de
mosaicismo de metilacdo, que ocorre quando algumas células apresentam alelos
metilados e outras carregam alelos ndo metilados (com numero de repeticbes CGGs
variando entre pré-mutacdo e mutacdo completa) (Hagerman et al., 1994; Genc et
al., 2000). Nesses casos, 0 nivel de metilacdo pode variar, gerando mosaicismos
intra ou inter-tecidos (Hagerman et al., 1994; Genc et al., 2000). Esses alelos néo
metilados sdo transcritos e, em muitos casos, superexpressos e potencialmente
traduzidos na proteina FMRP (Tassone et al., 2000; Ludwig et al., 2014). No entanto,
0s niveis de expressao sao inversamente relacionados com o namero de repeticbes
e os alelos, em particular os de pré-mutagdo maiores, mostram uma expressao
reduzida, possivelmente devido ao déficit na eficiéncia de tradugdo da proteina
FMRP (Primerano et al., 2002; Allen et al., 2005; Peprah et al., 2010).

O espectro de mosaicismos na SXF ainda pode ser complementado pela
presenca de dele¢cbes no gene FMR1, concomitantes a alelos FM (Nolin et al., 1994,
Coffee et al., 2008; Han et al., 2006). Nos casos em que delecbes menores
envolvem a remocao da regido promotora ou afetam o sitio de inicio de transcricao

do FMR1, a proteina FMRP ndo sera produzida e o individuo desenvolve a SXF
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(Jiraanont et al., 2017). Em alguns casos, as delecdes estéo limitadas a regido entre
o sitio de inicio da transcricdo e o cédon de iniciacdo da traducdo e, sendo assim,
esses alelos ainda apresentam a capacidade de produzir RNAm (de Graaff et al.,
1996; Grgnskov et al., 1997; Kenneson et al., 2001).

Devido principalmente a dificuldade de se amplificar produtos repetitivos
longos e regides ricas em CG, a investigacdo molecular da SXF € complexa. Mesmo
diante de metodologias de alto rendimento, a abordagem destas regides repetitivas
ainda representa um grande desafio. Através do uso combinado de diferentes
abordagens metodolégicas, nosso grupo demonstrou recentemente a existéncia de
padres mutacionais atipicos e subdetectados, envolvendo mosaicismo somatico de
mutacdo completa e dele¢cdo no gene FMR1 em individuos com a SXF (Goncalves
et al., 2016). Os dados apontaram que as delecbes surgiram no inicio do
desenvolvimento embrionario, foram causadas pela presenca de microhomologia
entre as regides proximal e distal dos pontos de quebra e eram clinicamente
indistinguiveis do padrao fenotipico classico da SXF (Gongalves et al., 2016). No
entanto, ndo se sabe ainda que caracteristica da arquitetura genémica faz com que
uma mutacdo completa seja revertida para a delecdo durante o inicio do
desenvolvimento embrionéario, enquanto outras nédo (Gongalves et al., 2016). Além
disso, o significado clinico e as implicacdes terapéuticas destes padrdes atipicos
ainda sédo desconhecidos, tendo em vista que em geral apenas a expansao das
repeticdes CGG é interrogada (Gongalves et al., 2016).

Epigenética do gene FMR1

A expansédo das repeticbes CGG na faixa de mutacdo completa (>200
repeticbes) desencadeia uma cascata de eventos epigenéticos, com a propagacao
da metilagdo de DNA para a regido promotora do gene FMR1 (Oberlé et al., 1991;
Wang et al.,, 2012; Jiraanont et al., 2017; Kraan et al., 2019), juntamente com
modificacdes de histonas ativas para repressivas (Coffee et al., 1999; 2002,
Pietrobono et al., 2005; Tabolacci et al., 2005; 2008a; Kumari & Usdin, 2010).
Acredita-se que o evento de silenciamento do gene FMR1 seja mediado pela

formacao de estruturas secundarias de DNA e/ou RNA, que afetam o equilibrio entre
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os fatores que favorecem uma configuracdo de cromatina ativa e os fatores que
contribuem para uma configuracdo de cromatina fechada (Usdin & Kumari, 2015;
Kraan et al., 2019).

Em individuos ndo acometidos pela SXF e com alelos de tamanho normal, o
promotor se encontra ndo metilado e a cromatina associada € enriquecida com
marcadores de cromatina ativos (como histonas H3 e H4 acetiladas e histona H3
trimetilada na lisina 4) e apresenta poucos marcadores de cromatina inibitorios
(como histona H3 trimetilada na lisina 9), permitindo o acesso de fatores de
transcricdo ao promotor do gene (Kraan et al., 2019). J4 em individuos com a SXF, a
metilacdo de DNA atinge o promotor e as repeticdes CGG e a cromatina adota uma
conformacdo compactada enriquecida com marcadores de cromatina inativa (como
histona H3 hipometilada na lisina 4, histona H3 dimetilada e trimetilada na lisina 9 e
na lisina 27, histona H4 trimetilada na lisina 20), impossibilitando o acesso ao
promotor (Kumari & Usdin, 2010; Kraan et al., 2019).

A metilacdo do alelo de mutacdo completa ocorre nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario, aproximadamente na 112 semana de gestacdo, e
pode apresentar um papel na estabilidade das repeticbes expandidas (Willemsen et
al., 2002). Nas células germinativas iniciais de fetos com mutacdo completa, as
repeticbes expandidas ndo estdo metiladas, enquanto que nas Vvilosidades
coribnicas desses fetos sdo metiladas em um grau crescente a medida que o
desenvolvimento progride, ou seja, ha uma relacdo com a diferenciacdo celular
(Malter et al., 1997). Além disso, uma ilha CpG, isto é, uma regido rica em CpGs,
localizada a aproximadamente 250 pares de bases a montante das sequéncias
repetidas também se mostra metilada na presenca da expansdo (Coffee et al.,
1999).

Ainda, RNAs nédo codificantes (ncRNA) participam da fisiopatologia da SXF
através de multiplos aspectos (Zhou et al., 2019). Os microRNAs (miRNA), por
exemplo, facilitam principalmente o papel do FMRP como repressor traducional,
moldando a plasticidade sinaptica, controlando o crescimento do axdnio e regulando
o nivel de FMRP enddgeno (Zhou et al., 2019). Entretanto, a forma precisa como a
adicdo de repeticdes resulta na inducdo de marcadores de represséo epigenética e
a sequéncia de eventos envolvidos ainda permanecem por serem elucidadas e,
assim, o gatilho para o silenciamento do gene FMR1 segue sendo uma questdo nao
resolvida (Usdin et al., 2014; Epsztejn-Litman & Eiges, 2019).
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Borda de metilagcédo no gene FMR1

Mais um ponto que também n&o esta claro é o porqué de um namero de
repeticbes de 200 ser requerido para que o0 processo de silenciamento epigenético
seja engatilhado. Neste sentido, dados recentes da literatura tém apontado para a
presenca de uma borda de metilacdo, localizada 650-800 nucleotideos e 65-70
CpGs a montante das repeticdbes CGG e detectada por sequenciamento de DNA
tratado com bisulfito de sédio (Naumann et al., 2009; 2014). Essa zona de transicao,
presente em individuos normais, separa um segmento de genoma fortemente ou
completamente metilado de uma regido livre de metilagdo, a qual abrange o
promotor do gene FMR1 (Naumann et al., 2009; 2014). J& em pacientes com a SXF,
com a instabilidade provocada pelo alto numero de repeticbes CGG, essa borda é
perdida. Com isso, uma metilacdo de novo se dissemina até a regido promotora do
gene, levando a sua inativacdo (Naumann et al., 2009; 2014). Em individuos do sexo
masculino altamente funcionais (HFMs; high functioning males), ou seja, que
apresentam expansao CGG acima de 200 sem metilacdo na regido de repeticédo e
sem comprometimento intelectual, a borda de metilacdo se apresenta inalterada
(Figura 5) (Naumann et al., 2014; Tabolacci et al., 2016b).
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Figura 5 — Perfis de metilacdo na regido promotora do gene FMR1 e na regiao 5

UTR em linhagens celulares de homens com e sem SXF e em homens

altamente funcionais
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Legenda: (a) Ideograma do cromossomo X humano. (b) Mapa parcial mostra os primeiros 10 exons

(barras verticais) e introns do gene FMR1, além do segmento do genoma a montante,
incluindo as repetigbes CGG. (c) Mapa da regido 5 a montante do gene FMR1. O
esquema apresenta todos os dinucleotideos CpGs (1 a 104) na regido: a seta indica o
sitio de inicio da transcricdo. O promotor e a origem da replicagdo de DNA também estéo
indicados. A borda entre os dinucleotideos CpG metilados e ndo metilados estd marcada
pelos simbolos e e o, respectivamente, e esta designada por uma barra vermelha.
Regido da borda de metilagdo CpG 5’ a montante do promotor do gene FMR1 em DNA
extraido de (d) fibroblastos transformados pelo gene da telomerase de homens sem SXF,
(e) células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) nado transformadas de paciente
com SXF e (f) fibroblastos transformados pelo gene da telomerase de homens HFM (high
functioning male), ou seja, homens com expansdo CGG acima de 200 sem metilag&do na
regido de repeticdo e sem comprometimento intelectual. Os nimeros 20-104 designam
os dinucleotideos CpG na regido: m metilados e o ndo metilados.

Fonte: Adaptada de Naumann et al., 2009; 2014.
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Em amostras de mulheres saudaveis, a borda de metilacdo estava
aparente na CpG 69 ou 70 em metade das moléculas de DNA (Figura 6)
(Naumann et al.,, 2009). Na regido entre os pares CpG 20 e 68, alguns
cromossomos X analisados estavam metilados, enquanto outros permaneceram
nao metilados, com uma razédo proxima a 1:1 (Naumann et al., 2009). Esse padréo
de mosaicismo provavelmente reflete a diferenca nos niveis de metilacdo nos dois
cromossomos X femininos, sendo um altamente metilado e outro ndo metilado ou
hipometilado, em funcdo da compensacédo de dose atrelada a inativacdo de um
dos cromossomos X (Naumann et al., 2009).

Os achados de Naumann e colaboradores (2014) ainda revelaram que a
borda se encontra estivel em genomas com risco de expansdo das repeticdes
CGG, tanto em homens quanto em mulheres portadores da pré-mutacéo (Figura
6). A metilacdo em cromossomos pré-mutados femininos exibe um perfil composto
pelos dois padrées alélicos (Naumann et al., 2014). Em mulheres portadoras da
mutagdo completa, a regido estd 59% metilada e a borda ainda encontra-se
vagamente discernivel, enquanto que em portadoras da pré-mutacdo, a metilacao
das CpGs a jusante da borda tem uma média de 34,5% de metilacdo (Naumann et
al., 2014). Sendo assim, mulheres portadoras da pré-mutacédo exibem um perfil de
metilacdo semelhante ao padrdo observado em mulheres saudaveis (Naumann et
al., 2014). Ja o perfil de metilacdo em pacientes com sindrome de Turner (45,X)
revela uma borda de metilagdo de DNA distinta na localizacdo esperada e uma
regido promotora do gene FMR1 ndo metilada, como observado em homens

saudaveis (Naumann et al., 2014).
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Figura 6 — Perfis de metilacdo na regido promotora do gene FMR1 e no segmento
5’ a montante em linhagens celulares de mulheres saudaveis, homens e

mulheres pré-mutados, mulheres com a mutacdo completa e pacientes

com a sindrome de Turner (45,X)

Legenda: Em amostras com risco de expansao das repeticdes de trinucleotideos CGG, a borda de
metilagdo na regido 5 UTR do gene FMR1 parece permanecer intacta. Amostras
analisadas por sequenciamento de DNA tratado com bissulfito de sodio, derivadas de
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de (a) mulher saudavel,
mostrando um mosaicismo de metilacéo entre a CpG 20 e a 70; (b) homem e (c) mulher
pré-mutados, mostrando que, entre as CpGs 20 e 65, 45% das CpGs estdo metiladas
no genoma feminino; (d) e mulher com mutacdo completa com 59% das CpGs
metiladas. (e) Ja o perfil de metilagdo observado em PBMCs de pacientes com
sindrome de Turner (45,X) revela uma borda de metilagdo de DNA estavel. Os numeros
20-104 designam os dinucleotideos CpG na regiao: m metilados e o ndo metilados.

Fonte: Adaptada de Naumann et al., 2009; 2014.
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Segundo Naumann e colaboradores (2009), a borda de metilacdo esta
presente em todos os tipos e linhagens celulares humanas, independentemente
da idade, do género e do estagio de desenvolvimento. Essa sequéncia de borda,
tanto quando as CpGs se encontram metiladas quanto ndo metiladas, se liga
especificamente a proteinas nucleares de células humanas (Naumann et al.,
2009). Sendo assim, os autores interpretam essa borda como relacionada a uma
estrutura de cromatina especifica que distingue uma area hipermetilada no
genoma de uma regido promotora do FMR1 ndo metilado e, com isso, protege o
gene da disseminacdo da metilacdo (Naumann et al., 2009). Esse achado sugere
entdo mudancas na sequéncia de nucleotideos e na estrutura da cromatina nesta
regido de borda em individuos com SXF (Naumann et al., 2009).

A estabilidade da borda de metilagdo pode, portanto, ser crucial para
proteger a regido promotora do gene FMR1 contra a metilacdo (Naumann et al.,
2009). Por se tratar de uma condicdo epigenética e teoricamente reversivel (Bar-
Nur et al., 2012; Torrioli et al., 2010), a elucidacdo de perfis de metilagdo em
pacientes com a SXF pode abrir oportunidades de intervencéo terapéutica. Isso é
corroborado pela existéncia dos homens com expansées CGG acima de 200 sem
metilacdo sem comprometimento intelectual (HFMs) (Tabolacci et al.,, 2016).
Contudo, a regido de borda foi pouco explorada e o seu significado ainda é

desconhecido, requerendo maiores investigagoes.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Tendo em vista a grande heterogeneidade genética e a alta taxa de
subdiagndéstico observados na DILX, o presente estudo tem como objetivo geral a
investigacdo de novos mecanismos geneéticos e epigenéticos relacionados a SXF.

Para isso, este trabalho € dividido em duas vertentes principais:

1.2 Objetivos especificos

a) Reavaliar através da metodologia de reacdo em cadeia da
polimerase direcionada para repeticdes de trincas (TRP-PCR, do
inglés Triplet Repeat Primed Polymerase Chain Reaction) um grupo
de 101 homens com DI, previamente detectados em nosso
laboratério como portadores da SXF ou com resultados
inconclusivos, de modo a caracterizar padrdes mutacionais atipicos
subdetectados, dando continuidade ao que foi observado

previamente pelo nosso grupo e corroborado pela literatura recente;

b) Identificar novos marcadores epigenéticos em regides
proximas as repeticdes CGG, incluindo a borda de metilagéo citada,
gue possam ser utilizados para inferéncia de padrées
diferencialmente metilados entre individuos com a SXF e individuos
controles e desenvolvimento futuro de metodologias diagndsticas
direcionadas, tendo em vista que a metilacdo tem maior relacdo com
a severidade da condicdo do que propriamente a expansao de

repeticbes CGG.
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2. METODOLOGIA

2.1 Pacientes com SXF

Os pacientes incluidos neste estudo foram encaminhados ao Servico de
Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(SERVGEN/UERJ) durante os anos de 1995 a 2020 a partir de diferentes
instituicbes publicas do Estado do Rio de Janeiro, dentre elas o Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE/UERJ), Instituto de Puericultura e Pediatria
Martagdo Gesteira (IPPMG/UFRJ), Instituto Fernandes Figueira (IFF/FIOCRUZ),
Hospital Universitario Gaffreé e Guinle (HUGG/UNIRIO), Universidade do Grande
Rio (UNIGRANRIO), Hospital Municipal Jesus, Hospital Federal de Bonsucesso, e
Instituto Estadual de Diabetes e Endocrinologia Luiz Capriglione (IEDE).

Foram selecionados 101 pacientes do sexo masculino com SXF, com
idade entre 1 a 30 anos (10,86 + 6,00 anos) e alguns de seus familiares, incluindo
trés avds maternos sem disturbio neurolégico (Apéndice A). Esse grupo amostral
foi definido a partir da presenca da mutacdo completa no gene FMR1 ou de um
resultado inconclusivo, através das metodologias de rotina utilizadas no
SERVGEN. Além disso, a amostra controle foi composta por 18 voluntarios, nao
pareados, representados por alunos da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Este estudo faz parte de um projeto de pesquisa mais amplo, coordenado
pela Prof2 Dr2 Cintia Barros Santos-Reboucas, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CAAE
46769315.5.0000.5259) (Anexo A). Todos os procedimentos adotados seguiram
as condutas descritas na Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Pesquisa
(CNS/MS) e em suas complementares, que regem as pesquisas envolvendo seres
humanos.

As andlises realizadas ao longo deste estudo foram divididas em dois
segmentos principais. A primeira parte é constituida pela caracterizacdo dos
diferentes perfis mutacionais referentes a expanséo das repeticbes CGG no gene
FMR1, através da reavaliacdo de pacientes previamente detectados em nosso

laboratorio como portadores da SXF. JA4 o segundo segmento é formado pela
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identificacdo de novos marcadores epigenéticos em regibes proximas as
repeticbes CGG no gene FMRI1, incluindo a borda de metilacdo descrita na
literatura (Naumann et al., 2009; 2014), que possam ser utilizados para inferir
padrdes diferencialmente metilados entre os individuos com a SXF e os individuos
controles. Com isso, as analises seguiram as etapas representadas nas Figuras 7
e 8.



Figura 7 — Esquema das etapas realizadas na primeira parte deste estudo

Coleta de Extragio de
miaterial biclogico DNA gencmico

l

Confirmagao da mutagdo completa
ou detecgdo de perfis atipicos em
metodologias de rotina

Eletroforese Sequenciamento Eletroforess
capilar de Sanger capilar
| l
e e Identificagio de Andlise de marcadores
de repetigtes CGG e delegies proximas nos cromossomos Xe Y
status de metilagao as repetigoes CGG para exclusao de
- 4 4 cromossomo X extra
dentre os casos atipicos

Nota: Apds a coleta de sangue venoso dos pacientes, foi realizada a extracao de DNA, seguida da
avaliacdo da regido de repetic6es CGG por metodologias de rotina baseadas em PCR. Com
a sugestao da presenca da mutacdo completa ou de padrao atipico de repeticdes, deu-se a
investigacdo da regido. O DNA dos pacientes foi amplificado por TRP-PCR, utilizando-se o
kit AmplideX® FMR1 mPCR, e os fragmentos gerados foram separados por eletroforese
capilar para analise do numero de repeticdes CGG. Para a identificacdo de dele¢cdes
proximas as repeticbes CGG, foi realizado o ensaio de PCR e sequenciamento do produto.
Dentre os casos atipicos, foi realizada a analise de marcadores genéticos no cromossomo X,
através do ensaio de PCR, para descartar a possibilidade de sindrome de Klinefelter
(47,XXY) nestes casos.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 8 — Esquema das etapas realizadas na segunda parte deste estudo
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Nota: Para a definicdo das melhores regides alvo, foi realizada uma analise prévia por
bioinformética com dados de metilacdo do gene FMR1 obtidos em bancos de dados
publicos. Apés a identificacdo do nimero de repeticbes CGG por TRP-PCR, com o kit
AmplideX® FMR1 mPCR, o DNA dos pacientes foi tratado com bissulfito de sédio. O DNA
tratado foi amplificado por PCR para cada regido alvo definida, sendo uma reacdo em
duplicata para a borda de metilacdo e uma reacdo Unica para o intron 2. Os produtos
passaram por uma etapa de pirosequenciamento, seguido da quantificacdo de metilacdo nas
posicbes CpG de cada regido. A regido de borda de metilacdo foi segmentada em dois
fragmentos devido a sua extensdo, sendo analisada em duas leituras, utlizando dois

oligonucleotideos.
Fonte: A autora, 2022.

2.2 Coleta de Material Bioldgico

Amostras de DNA de cada paciente foram obtidas a partir de sangue

periférico para a analise molecular. Cerca de 5 mL de sangue foram coletados em
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tubos vacutainer contendo anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acético), sob condicbes de plena assepsia. A coleta de material biologico foi
realizada ap0s a autorizagdo da participacdo na pesquisa, através da assinatura,
pelos respectivos responsaveis, do termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo B). As amostras utilizadas neste estudo encontram-se armazenadas no
banco de amostras biologicas do Servico de Genética Humana da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (SERVGEN/UERJ), sob aprovagdo da Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

2.3 Extrac&do de DNA

Considerando que o banco de amostras de DNA € constituido por
amostras extraidas ao longo de mais de duas décadas de atividade do grupo de
pesquisa, a extracdo de DNA foi realizada por diferentes metodologias, incluindo
salting out (Miller et al., 1988) e diferentes kits comerciais (QIAamp Mini Kit,
Qiagen; Gentra Puregene Blood kit, Qiagen; Blood Extraction kit, GE Healthcare;
Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega; entre outros), seguindo as
instrucbes contidas nos protocolos descritos pelos fabricantes. Ao término deste
procedimento, uma aliquota da solucéo final contendo o DNA de cada paciente foi
armazenada em microtubo de 1,5 mL em geladeira a 4°C e as demais aliquotas

estocadas em tubos de 1,5 mL em freezer a -20°C.

2.4 Estimativa de integridade e concentracdo do DNA

A integridade das amostras de DNA foi avaliada através da técnica de
eletroforese em gel de agarose a 0,8% (Bioagency) diluida em tampao TBE 1X
[Tris 89 mM (GE Healthcare), acido borico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE
Healthcare)]. O preparo das amostras foi feito com 1 pL da aliquota de DNA, 4 pL
de agua deionizada (MilliQ) e 1,5 yL da solugdo contendo 2 pyL de GelRed™

(Biotium Inc.) previamente diluido em 500 pyL de agua MilliQ e 250 pL de corante
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de corrida [azul de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 0,25% (GE
Healthcare); glicerol 30% (ISOFAR) e 8 uL de agua deionizada (MilliQ)]. Essa
etapa se deu em cuba horizontal [MultiSUB Midi (Uniscience) e MS 250V Power
Supply (Major Science)], a 100 V por aproximadamente 35 minutos, utilizando
tampéo de corrida TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), acido bérico 89 mM
(MERCK), EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. Apos a eletroforese, o gel foi
visualizado, com a exposicdo a luz ultravioleta, em um sistema de
fotodocumentacao L-Pix® Ex (Loccus Biotecnologia).

As amostras de DNA tiveram sua concentracdo estimada através de um
espectrofotometro modelo NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific). Essa
estimativa, assim como, o grau de pureza das amostras (como contaminacao por
proteinas, fendis e carboidratos) foi calculado pelo equipamento com a
configuracdo para DNA de fita dupla (modo double strand). Essa etapa foi
realizada com 1 L da aliquota de DNA extraido. Foi utilizado 1 yL da solugao de
reidratacdo do kit comercial como branco na calibragdo do equipamento para
amostras de DNA que foram extraidas por kit comercial e o tampé&o TE [Tris 10
mM (GE Healthcare), HCI (MERCK), EDTA 1 mM (GE Healthcare); pH 7,4] para

as amostras de DNA extraidas a partir do método de salting out.

2.5 Amplificacdo e analise da metilagcdo nas repeticdes CGG

Para a investigacdo de perfis atipicos em pacientes com SXF,
realizou-se a amplificacdo e a andlise de metilagdo da regido de interesse
contendo as repeticbes CGG, através da metodologia de reacdo em cadeia
da polimerase direcionada para repeticdes de trincas (TRP-PCR, do inglés Triplet

Repeat Primed Polymerase Chain Reaction).

2.5.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Nesta etapa, utilizou-se o kit AmplideX® FMR1 mPCR (Asuragen, Inc.),
seguindo protocolo do fabricante, conforme mostra a Figura 9. Essa metodologia
segue o0 principio descrito na Figura 10, baseada na utilizacdo de um
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oligonucleotideo hibrido que pareia com as repeticbes CGG, além de um par de
oligonucleotideos convencional que flanqueia as repeticbes CGG. Com isso, ele
permite uma amplificacdo da regido de repeticio CGG sensivel e capaz de
distinguir entre alelos normais, intermediarios, pré-mutados, mutagcdo completa e
0s casos de mosaicismo de tamanho, como, por exemplo, na presenca da
mutacdo completa concomitante ao alelo normal ou a pré-mutacao. Além disso, a
PCR de metilagdo (MPCR), baseada na digestdo com uma endonuclease sensivel
a metilacao, anterior a etapa de amplificacdo, permite o calculo da porcentagem
de metilacdo na regido analisada. O kit inclui, ainda, controles para a digestao e
para a amplificacdo das repeticbes, atestando o funcionamento de ambas as
etapas da metodologia. Todas as reacdes foram realizadas em tubos de 0,2 pL,
dentro de um fluxo laminar sob condi¢cdes de plena assepsia. A ciclagem foi
realizada no termociclador Veriti modelo 9902 (Thermo Fisher Scientific Inc),
seguindo as condicdes descritas no protocolo do fabricante. Ao término da
ciclagem as reagbes foram acondicionadas em freezer a -20°C. As sequéncias
dos oligonucleotideos utilizados nestas reacfes ndo foram disponibilizadas pela

empresa fabricante do Kkit.

Figura 9 — Fluxo da metodologia de amplificacdo por PCR e analise de metilacao

na regiao de repeticdes CGG, utilizando o kit AmplideX® FMR1 mPCR (Asuragen,

Inc.)
4uL | Reagio PCR  |1pL
e Controle |—*| (Primes ) o
DHA com (FAM) FAM) f o) Analise de
gl_)_hIA aix deDHNA . ¥ N 4 Eletroforese Capilar tamanho da
purificado controle LI repetigéo CGG
| ~20ngil T 10 pL Reagiio de PCR | produtos) € da metilagio
— Digestdo ™ (Primes ./
Mix de DNA controle 4L (HEX) HEX) | TuL

Nota: Cada amostra de DNA gendmico & previamente diluida a 20 ng/puL e misturada @ um DNA
controle, disponivel no kit. S&o realizadas entdo duas rea¢fes simultaneamente, uma com
oligonucleotideos marcados com FAM e outra com HEX. A metodologia conta com uma
digestdo enzimética para analise da metilacdo na reacdo HEX, um ensaio de PCR para
amplificacdo e uma separacéo dos fragmentos por eletroforese capilar.

Fonte: adaptada do protocolo de Asuragen, Inc, disponivel em https://asuragen.com/wp-

content/uploads/2016/05/AmplideX-PCR-CE-FMR1-mPCR-RUO-IFU.pdf.
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Figura 10 — Principios da metodologia de TRP-PCR, utilizando o kit AmplideX®
FMR1 mPCR (Asuragen, Inc.)
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Nota: A amostra de DNA gen6mico é previamente misturada ao mix de DNA controle, incluindo o
Controle de Digestdo e o Controle CGG. Cada aliquota é entdo submetida ao tratamento
com a enzima DNase sensivel a metilacdo ou com a enzima controle. Como resultado,
apenas o0s alelos metilados sdo retidos na reacdo de digestdo e seguem as reacdes
subsequentes, enquanto a reacdo controle reflete o espectro completo dos alelos da

amostra. O controle de digestdo na amostra de DNA controle confirma o funcionamento da
reacdo de digestéo.

Fonte: adaptada do protocolo da Asuragen, Inc, disponivel em https://asuragen.com/wp-
content/uploads/2016/05/AmplideX-PCR-CE-FMR1-mPCR-RUO-IFU.pdf.

Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese capilar para
separagao dos fragmentos. Para essa etapa, 9 yL de formamida Hi-Di (Thermo
Fisher Scientific Inc.), 2 yL do padrao de tamanho de fragmento ROX1000 size
ladder e 2 pyL dos produtos FAM e HEX do ensaio de PCR foram aplicados em
uma placa (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, Thermo Fisher Scientific
Inc.). A desnaturacdo das amostras foi realizada a 95°C por 2 minutos e
resfriamento a 4°C por 2 minutos, em termociclador Veriti modelo 9902 (Thermo
Fisher Scientific Inc). Apds, a placa foi entdo injetada no equipamento ABI3130

(Thermo Fisher Scientific Inc.) para a separacao dos fragmentos.
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Os dados obtidos foram processados no software GeneMarker v.2.6.3
(SoftGenetics), conforme a Figura 11. A presenca de oligonucleotideos marcados
com corantes diferentes para DNA digerido e controle possibilita a analise de
ambas as informacdes simultaneamente no programa. A reacdo de digestdo é
amplificada com oligonucleotideos marcados com corante HEX, enquanto a
reacdo controle com oligonucleotideos marcados com FAM. Dessa forma, o
namero de repeticbes € visualizado em FAM e a porcentagem de metilacdo é

acessada em HEX.

Figura 11 - Fluxograma de andlise dos dados (tamanho de fragmentos e
metilacdo) da regido de repeticbes CGG no gene FMR1, através do programa
GeneMarker v.2.6.3 (SoftGenetics)
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Nota: A analise envolve uma série de passos para obtencédo dos tamanhos das repeticdes CGG no
canal FAM e da porcentagem de metilacdo correspondente a cada alelo.
Fonte: adaptada do protocolo de Asuragen, Inc.
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O programa disponibilizado pelo fabricante do kit calcula a quantidade de
repeticbes CGG presentes em cada amostra, utilizando a funcdo de analise

especifica para os kits AmplideX®, da seguinte maneira:

CGG, = FPeak; —c, (1)

Mg

Onde Peaki € a altura do pico de um dado produto, Co é o fator de
corregcdo do tamanho e mo é o fator de correcdo de mobilidade para cada
repeticdo CGG. O fator de correcdo do tamanho se refere a regido em comum de
DNA incluida pelos oligonucleotideos, excluindo as repeticdes CGG. Enquanto o
fator de correcdo de mobilidade representa a mobilidade aparente de cada
unidade de repeticdo. Os fragmentos amplificados possuem pequenas diferencas
em relacdo aos fatores de correcdo, dependendo das condi¢cdes de corrida e o
equipamento utilizado. No caso do equipamento ABI3130 (Thermo Fisher
Scientific Inc.), utilizado nesse trabalho, o valor de Co considerado foi 229,4 e o de
mo foi 2,965.

Ja para a analise de metilacdo, o programa calcula a razéo entre a altura
do pico do fragmento digerido em HEX e do ndo digerido em FAM, ambos
normalizados pela altura do pico do fragmento controle CGG (Referéncia), da

seguinte maneira:

Peak;/Peak
%Me, = 100 x L if rerlugx

(2)

[Peak;/Peakggr]ran

Onde Peaki corresponde a altura do pico de um produto no canal HEX ou
FAM e Peakrer é a altura do pico do produto controle CGG no canal
correspondente. Os resultados em porcentagem de metilacdo sao classificados da
seguinte forma: abaixo de 20% séo considerados ndo metilados, de 20% a 80%
sao parcialmente metilados e acima de 80%, hipermetilados. As porcentagens de
metilagéo calculados em excesso, ou seja, acima de 100%, s&o escalonados em

100%, conforme o protocolo do fabricante.
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2.6 Andlise de delecdes préximas a regido de repeticbes CGG

Durante as analises de rotina para a avaliacdo da regido de repeticdes,
através das amplificacées por PCR (Fu et al., 1991; Haddad et al., 1996) seguida
de eletroforese, algumas amostras levantaram suspeitas da presenca de delecdes
proximas a regido CGG. Em busca de melhor caracterizar esses individuos, suas
amostras foram amplificados novamente através da PCR (Haddad et al., 1996;
Araujo, 2018). Os fragmentos de interesse foram extraidos do gel e purificados. As
sequéncias foram entdo acessadas por sequenciamento de Sanger dos produtos
purificados. Nessas analises, foram incluidas também os pacientes com

mosaicismo de tamanho envolvendo o alelo normal.

2.6.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras com suspeita de delecdo foram amplificadas pelo ensaio de
PCR desenvolvido por nosso grupo (Araujo,2018) (Apéndice B), em um trabalho
anterior do grupo, incluida em sua monografia de conclusdo de curso de
Graduacdo em Ciéncias Biolégicas (IBRAG/UERJ). Essa reacdo é capaz de
amplificar fragmentos no gene FMRL1 até pequenas mutacdes completas. Nessas
reacoes, foram utilizados dois oligonucleotideos, que amplificam fragmentos até
362 pares de base para alelos normais, entre 365 e 392 pares de base para alelo
intermediario, entre 393 e 824 pares de base para pré-mutacéo, e acima disso ja
abrange a regido de mutacdo completa. Quando identificado um fragmento de
tamanho menor que 362 pares de base, o que pode representar uma possivel
delecdo, esses fragmentos foram extraidos do gel e purificados para
sequenciamento. As sequéncias dos oligonucleotideos utilizadas nestas reacdes
nao tiveram sua divulgacéo autorizada.

Outra amplificagdo que também foi utilizada para acessar essa regido foi o
ensaio de PCR convencional para o rastreamento de expansdes CGG (Haddad et
al., 1996), rotineiramente utilizada para analise da SXF. Todas as reacdes foram

realizadas em tubos de 0,2 pL, dentro de um fluxo laminar sob condi¢bes de plena
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assepsia. Essa analise é baseada na auséncia de amplificacdo do fragmento
guando expandido a um numero elevado de repeticdes, como no caso de mutacao
completa e pré-mutacbes muito grandes (em geral, a amplificacdo ocorre em
alelos com tamanhos menores ou iguais a 100 ou até 120 repeticdes). Nesse
caso, quando identificado um fragmento de interesse de tamanho menor ao
fragmento do controle normal, ou seja, menor que 400 pb, o fragmento foi extraido

do gel e purificado para sequenciamento.

2.6.2 Avaliacdo da gualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento dos

ensaios de PCR

Os produtos dos ensaios de PCR foram visualizados através da
eletroforese em gel de agarose 1% (Thermo Fisher Scientific) diluida em tampéao
TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM
(GE Healthcare)]. O preparo das amostras foi feito com 5 pL do produto dos
ensaios de PCR e 1,5 pL da solucédo contendo 2 pyL de GelRed™ (Biotium Inc.)
previamente diluido em 500 pL de agua MilliQ e 250 pL de corante de corrida [azul
de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 0,25% (GE Healthcare);
glicerol 30% (ISOFAR) e 8 uL de agua deionizada (MilliQ)]. Essa etapa se deu em
cuba horizontal [MultiSUB Midi (Uniscience) e MS 250V Power Supply (Major
Science)], a 100 V por aproximadamente 45 minutos (para o ensaio de PCR
desenvolvido por Aradjo, 2018) e a 80 V por aproximadamente 80 minutos (para o
ensaio de PCR de Haddad et al., 1996), utilizando como tampéo de corrida TBE
1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM (GE
Healthcare)].

Para confirmar o tamanho do fragmento amplificado, as bandas dos
produtos foram comparadas com um padrao de peso molecular 1 kb DNA Ladder
Plus (Life Technologies). Apds a eletroforese, o gel foi visualizado, com a
exposicdo a luz ultravioleta, em um sistema de fotodocumentacdo L-Pix® Ex
(Loccus Biotecnologia). A analise do rendimento dos ensaios de PCR e da
qualidade dos fragmentos amplificados foi realizada através de estimativa visual

da intensidade das bandas.
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2.6.3 Purificacdo dos produtos dos ensaios de PCR

Os fragmentos extraidos do gel foram purificados com o kit PureLink Quick
Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific), seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante.

Antes da reacdo de sequenciamento, os produtos dos ensaios de PCR
foram purificados com a enzima ExoSAP-IT® (Affymetrix), seguindo o protocolo
descrito pelo fabricante. A purificacdo teve por objetivo a remocdo de residuos

resultantes dos reagentes dos ensaios de PCR.

2.6.4 Reacdo de sequenciamento de Sanger

Para o sequenciamento, utilizou-se os mesmos oligonucleotideos dos
ensaios de PCR (Haddad et al., 1996; Araujo, 2018). Para essa reacao, utilizou-se
o Kit Big Dye Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific). As amostras foram
preparadas com 1 uL do oligonucleotideo senso ou anti-senso a 3,2 uM, 1 uL de
tampao de sequenciamento 5X (Thermo Fisher Scientific), 1,5 a 2 yL de DNA
amplificado e purificado, 0,5 yL do Kit e agua deionizada (MilliQ) suficiente para
um volume final de 10 pL. Essas rea¢6es foram conduzidas em um termociclador
Veriti modelo 9902 (Thermo Fisher Scientific), seguindo as condicdes de ciclagem

apresentadas na Quadro 3.
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Quadro 3 — Condicdes de ciclagem utilizadas no sequenciamento

Etapas

96°C — 1 min

96°C — 10 seg )
50°C — 15 seg > 15x
60°C — 1 min 15 seg

96°C — 10 seg

50°C — 15 seg » 5X
60°C — 1 min 30 seg )
96°C — 10 seg

50°C - 15 seg 5x
60°C — 2 min I

Fonte: A autora, 2022.

Os produtos foram, entéo, precipitados para a remocdo do excesso dos
reagentes nao incorporados na reacdo. Com esta finalidade, 80 uL de isopropanol
75% foram adicionados ao produto da reacao e, em seguida, a placa de 96 pocos
[MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific)] foi
centrifugada por 50 minutos a 3000 rpm (SIGMA, 2-16). O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e a placa com as amostras precipitadas foi
centrifugada em posicdo invertida por 1 minuto a 900 rpm, sendo em seguida
levada ao termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific) a 75°C por 5
minutos para secagem.

O material foi ressuspenso em 10 uL de solugdo de formamida Hi Di
(Thermo Fisher Scientific). A placa com as amostras foi levada ao termociclador
Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific) por 5 minutos a 95°C para desnaturacao e,
imediatamente, incubada em gelo para manter a desnaturacdo do DNA. A placa
foi novamente centrifugada a 900 rpm por 1 minuto e inserida em um
sequenciador ABI3130 (Life Technologies) para processamento.

Na analise das sequéncias obtidas pela reacdo de sequenciamento,
utilizou-se o programa BioEdit Sequence Alignment Editor versao 7.0.9.0 (Isis
Pharmaceuticals, Inc) e essas sequéncias foram alinhadas e comparadas ao
fragmento correspondente a sequéncia do gene FMR1 sem alteracdes, acessado
no banco de dados Ensembl genome browser (em hg38). As delecdes foram
identificadas, analisando-se as sequéncias obtidas no sequenciamento com a

utilizagdo da ferramenta online Human BLAT Search (em hg38), disponivel em
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat. Os tamanhos dos fragmentos deletados
foram estimados, utilizando-se a ferramenta online Fragment Size Calculator,

disponivel em http://biotools.nubic.northwestern.edu/SizeCalc.html.

2.7 Andlise de marcadores nos cromossomos XeY

Com o objetivo de avaliarmos se a presenca de mais de um alelo de
repeticbes CGGs poderia ser devido a presenca de mais de um cromossomo X
nos pacientes com padrdes atipicos, ou seja, para avaliar a possibilidade dos
pacientes com mosaicismo de tamanho apresentarem a sindrome de Klinefelter
(47,XXY) além da SXF, foi realizada a analise de marcadores internos ao gene
SHOX, localizado na regido pseudoautossémica 1 nos cromossomos X e Y. Essa

andlise se deu por PCR, seguida de eletroforese capilar.

2.7.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As regides de interesse para a analise de marcadores foram amplificadas
por PCR, utilizando um par de oligonucleotideos iniciadores para cada fragmento,
cedidos pelos professores Enrique Medina-Acosta (UENF) e Filipe Brum Machado
(UEMG) (Quadro 4). Todas as reagdes foram realizadas em tubos de 0,2 pL,
seguindo as condi¢des detalhadas no Quadro 5, dentro de um fluxo laminar sob
condicbes de plena assepsia. Os ensaios de PCR foram realizados em um
termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific) com os parametros de
ciclagem descritos no Quadro 6. As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados

nestas reacdes tiveram sua divulgacéo preservada.
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Quadro 4 — Oligonucleotideos utilizados nos ensaios de PCR das regides de

interesse para analise de marcadores

Marcador Amplicon Microssatélite Fluorocromo
1 NUDIM SHOX1 263 bp TAAA VIC
2 NUDIM SHOX2 251 bp CTTT FAM
3 NUDIM SHOX3 203 bp TCC
4 NUDIM SHOX4 243 bp CTTT PET

Fonte: Adaptado de Medina e Brum, 2021 (cedido pelo autor).

Quadro 5 — Condicbes utilizadas nos ensaios de PCR para amplificacdo dos

fragmentos para analise de marcadores

Reagentes
Tampéao de reacao 10x (Uniscience) * 1x
MgCl2 50 mM (Uniscience) 2,5 mM
dNTPs 5 mM (GE Healthcare) 200,0 uMm
Oligonucleotideos F e R 2 uM 0,1 uM
Tag DNA polimerase 5 U/uL (Uniscience) 10U
DNA ~60/100 ng 1,0 L
Volume final 25,0 pL

Nota: Ambos os oligonucleotideos F e R sdo reunidos em uma Unica aliquota.

Legenda: F: senso, do inglés forward; R: anti-senso, do inglés reverse. * Tamp&o de reacédo 10x
[KCI'5 mM, Tris HCI 7,5 mM - pH 9,0, (NH4)2 SO4 2 mM].

Fonte: A autora, 2022.

Quadro 6 — Condicbes de ciclagem utilizadas nos ensaios de PCR para

amplificacdo dos fragmentos para andlise de metilacdo

Oligonicleotideos 1, 2, 3 Oligonucleotideos 4
95°C — 11 min 95°C — 11 min

94°C — 1 min 94°C — 1 min

59°C — 1 min } 29x 61°C — 1 min } 29x
72°C — 1 min 72°C — 1 min

60°C — 60 min 60°C — 60 min

4°C — 4°C —

Fonte: A autora, 2022.
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2.7.2 Avaliacdo da gqualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento dos

ensaios de PCR

Os produtos dos ensaios de PCR foram visualizados através da
eletroforese em gel de agarose 1% (Thermo Fisher Scientific) diluida em tampéao
TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), &cido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM
(GE Healthcare)]. O preparo das amostras foi feito com 5 pL do produto dos
ensaios de PCR e 1,5 yL da solucédo contendo 2 pyL de GelRed™ (Biotium Inc.)
previamente diluido em 500 pL de agua MilliQ e 250 yL de corante de corrida [azul
de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 0,25% (GE Healthcare);
glicerol 30% (ISOFAR) e 8 uL de agua deionizada (MilliQ)]. Essa etapa se deu em
cuba horizontal [MultiSUB Midi (Uniscience) e MS 250V Power Supply (Major
Science)], a 100 V por aproximadamente 20 minutos, utilizando como tampéao de
corrida TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), acido boérico 89 mM (MERCK),
EDTA 2 mM (GE Healthcare)]. Para confirmar o tamanho do fragmento
amplificado, as bandas dos produtos foram comparadas com um padrdo de peso
molecular 1 kb DNA Ladder Plus (Life Technologies). Apos a eletroforese, o gel foi
visualizado, com a exposicdo a luz ultravioleta, em um sistema de
fotodocumentacgéo L-Pix® Ex (Loccus Biotecnologia). A analise do rendimento do
ensaio de PCR e da qualidade dos fragmentos amplificados foi realizada através
de estimativa visual da intensidade das bandas e da presenca de uma Unica

banda.

2.7.3 Eletroforese capilar

Uma amostra de cada produto dos ensaios de PCR foi submetida a
eletroforese capilar no sistema de sequenciamento automatico ABI3130 (Thermo
Fisher Scientific). Foram aplicados numa placa (MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate — Thermo Fisher Scientific), 0,5 a 1,5 yL de cada produto dos
ensaios de PCR juntamente com uma mistura composta de 9,0 uL de formamida
Hi-Di (Thermo Fisher Scientific) e 0,5 uL de LIZ 500 (Thermo Fisher Scientific). A


http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=N8010560&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAJVRTWvDMAz9Nb4stDg2SbtjP%2BhlHy3Lxo7FOEpiUOLgqC3595PXpoMdBgMjP0vy%0A03v2LBVyeQi%2BPFkaEqHypIBwdhaGP%2FINUS%2F0Sqgdr8vlMkdXAYFtOo%2B%2BdjDMrW%2B5dBo4QMeh8S3w%0A5kMJYd5Qi8wilI5LLimcIJ7lIoqp6JimMuXu6qikzNQif%2BD0i7PBr9qepQSohV4n%2B56cNZg85rNP%0AQEzewFhyvksOaOgfOvVqKSdtvFtDhquT8o%2BCgyldAEuMkITe2bYUesuNWzf0aMaCRmR7eTxesd4W%0ArqsRnuEMuGE5tQ8jd%2FCdJxi5%2FO0w3x8YVg4pTs6vIJK8mjZy%2FHjOrq5VptdCrW%2FOGd28M5rcM7z5%0Anwjfxz6SpfdEnDk9cvbrme%2BfUhkc4q98AVExFf0hAgAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D101%26filterType%3D1%26OP%3Dfilter%26filter%3Dft_1101%252Ff_2005276*
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=N8010560&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAJVRTWvDMAz9Nb4stDg2SbtjP%2BhlHy3Lxo7FOEpiUOLgqC3595PXpoMdBgMjP0vy%0A03v2LBVyeQi%2BPFkaEqHypIBwdhaGP%2FINUS%2F0Sqgdr8vlMkdXAYFtOo%2B%2BdjDMrW%2B5dBo4QMeh8S3w%0A5kMJYd5Qi8wilI5LLimcIJ7lIoqp6JimMuXu6qikzNQif%2BD0i7PBr9qepQSohV4n%2B56cNZg85rNP%0AQEzewFhyvksOaOgfOvVqKSdtvFtDhquT8o%2BCgyldAEuMkITe2bYUesuNWzf0aMaCRmR7eTxesd4W%0ArqsRnuEMuGE5tQ8jd%2FCdJxi5%2FO0w3x8YVg4pTs6vIJK8mjZy%2FHjOrq5VptdCrW%2FOGd28M5rcM7z5%0Anwjfxz6SpfdEnDk9cvbrme%2BfUhkc4q98AVExFf0hAgAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D101%26filterType%3D1%26OP%3Dfilter%26filter%3Dft_1101%252Ff_2005276*
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placa foi desnaturada a 95°C por 5 minutos, colocada imediatamente no gelo e
inserida no sequenciador automatico. Os resultados foram analisados com o
auxilio do programa GeneMarker V2.6.3 para genotipagem de microssatélites
(Softgenetics).

2.8 Analise por ferramentas computacionais e producédo de heatmaps

Para a identificacdo de marcadores epigenéticos em regides préoximas as
repeticdes CGG, incluindo a borda de metilagdo, foi realizada uma analise por
Bioinformética, utilizando-se o programa R (disponivel em https://www.r-
project.org/). Para essa analise, foram acessados dados publicos de metilacao por
array em plataforma lllumina HumanMethylation450 BeadChip no banco de dados
online Gene Expression Omnibus (GEO Datasets, disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Na literatura, havia um Unico trabalho com
valores de metilacdo referentes a pacientes com a SXF, publicado por Alisch e
colaboradores (2013) (Dataset Series GSE41273). Foram incluidos nessa analise
todos os valores referentes ao gene FMR1 fornecidos neste trabalho. Os dados de
controles selecionados para esta etapa foram disponibilizados por Alisch et al.
(2012) (Dataset Series GSE27097) e Gross et al. (2016) (Dataset Series
GSEG67705). O heatmap gerado contou com a comparacdo dos valores de todas
as sondas de metilacdo disponiveis em regides a montante e ao longo do gene
FMR1 em pacientes com a SXF e em individuos controles (Quadro 7). Essa
analise foi realizada em colaboracdo com a Prof2 Dr2 Sheila Coelho Soares Lima e
o pesquisador Diego Camuzi, do Instituto Nacional de Cancer (INCa).

Para identificar a localizacdo de cada elemento genético e epigenético, a
sequéncia de DNA completa do gene FMR1, incluindo as ilhas CpG, foi obtida no
banco de dados UCSC Genome Browser, utilizando a versao de referéncia do
genoma humano hgl9. As sequéncias referentes aos exons e aos introns do gene
foram identificadas no banco de dados Ensembl, a partir do transcrito
ENSG00000102081.14. A sequéncia referente a regido promotora do gene FMR1
foi acessada no banco de dados Eukaryotic Promoter Database. As sequéncias


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000102081;r=X:147911951-147951125;t=ENST00000218200
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referentes aos Elementos Epigenéticos Relacionados ao X-Fragil 1 e 2 (FREEL e
FREE2), que consistem em duas regides reconhecidas como marcadores
epigenéticos ao redor das repeticdes, e as sequéncias das repeticdes CGG foram
visualizadas a partir do material complementar publicado por Godler e
colaboradores (2011).



Quadro 7 — Sondas de metilacdo no gene FMR1, utilizadas nos ensaios de array,

cujos dados estavam disponiveis publicamente no GEO database
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Sonda Localizacédo no Localizacéo Observacao
gene FMR1 (hg19) gendmica (hg19) ¢
cg20583833  SA9lpbantesdo . v.g46089930 CpG 95
promotor
CpG 65. Integra a regiao
cg07147350 512 pb antes do chrX:146992908 @ de borda analisada por
promotor : .
pirosequenciamento
Q22625568 411 pb antes do chrX:146993010 CpG 63. Integra a regiao
promotor FREE1
£g05288927 329 pb antes do chrX:146993092 CpG 60. Integra a regiao
promotor FREE1
296 pb antes do . CpG 57. Integra a regiao
cg14470409 promotor chrX:146993125 FREE1 e a ilha CpG
245 pb antes do . CpG 55. Integra a regiao
cg04744025 Dromotor chrx:146993175 FREEL e a ilha CpG
04552106 Promotor chrx:146993426 CPC 24. Integra a regido
de ilha CpG
cg02921434 Promotor chrX:146993434 CpG 23. I_ntegra aregiao
de ilha CpG
5'UTR (entre x
03513471 promotor e chrx:1469934g6 = CPC 18. Integra a regido
e de ilha CpG
repeticao)
cg16783314 5 UTR/ExorﬂN (apds chrX:146993722 Integra a regiao FREEZ2
a repeticao) e ilha CpG
908434396 Intron 1 chrx:146993779 = Ntegra aregiao FREE2
e ilha CpG
cg21274274 Intron 1 chrX:146904129 =~ Ntegraa Cr:epgc';ao de ilha
cg19741073 Intron 1 chrX:146904167 = Ntegraa Cr:epgc';ao de ilha
€cg21378039 Intron 1 chrX:146994369 -
€cg27064928 Intron 1 chrxX:146996911  Integra o gene FMR1-AS
Integra a regido do
€g22417678 Intron 2 chrx:147004697 intron 2 analisada por

pirosequenciamento

Fonte: A autora, 2022.
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2.9 Andlise de metilacdo da regido da borda de metilacéo e de parte do intron
2

Com o objetivo de se obter uma quantificacdo precisa da metilacdo entre
individuos com diferentes perfis mutacionais para a SXF e em individuos
controles, a regido da borda de metilagéo, descrita a 650-800 nucleotideos e 65-
70 CpGs a montante das repeticdes CGG por Naumann e colaboradores (2009;
2014), foi avaliada por pirosequenciamento nos pacientes selecionados. Nessa
analise, foi incluida também a CpG 71 para comparacdao, visto que se trata de uma
zona de transicdo em individuos controles, separando um segmento de genoma
fortemente ou completamente metilado de uma regido livre de metilacdo
(Naumann et al., 2009; 2014). Além disso, foi analisada a regido da sonda de
metiloma ¢cg22417678, localizada no intron 2 do gene FMR1, devido ao fato dos
valores de metilagdo apresentarem-se diferentes das demais sondas observadas
no heatmap. Para isso, cada amostra de DNA passou por uma etapa de
conversdo com bissulfito de sédio, um ensaio de PCR para cada uma das regides

citadas e foi entdo submetida ao pirosequenciamento.

2.9.1 Conversio do DNA gendmico com bissulfito de sédio

Somente amostras de DNA integras que apresentaram concentragdo
superior a 25 ng/pL foram tratadas utilizando-se o kit EpiTect Fast DNA Bisulfite
(Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. O tratamento do DNA com bissulfito
de sadio resulta na conversao das citosinas ndo metiladas em uracila, mantendo
as citosinas metiladas inalteradas. Em seguida, o rendimento dessa converséo foi
conferido através de nova quantificacio em um espectrofotbmetro modelo

NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific).
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2.9.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Apébs a conversdo com bissulfito de sodio, os fragmentos das regides de
interesse para a analise de metilacdo foram amplificados por PCR, utilizando um
par de oligonucleotideos iniciadores para cada fragmento, formulados com o
programa PyroMark Assay Design Software (Qiagen). Para o pirosequenciamento,
os oligonucleotideos antisenso (reverse) utilizados nos ensaios de PCR foram
marcados com biotina na extremidade 5’. Todas as reag¢des foram realizadas em
tubos de 0,2 pL, dentro de um fluxo laminar sob condi¢cdes de plena assepsia,
seguindo as condi¢des detalhadas no Quadro 8. Os ensaio de PCR ocorreram em
um termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific) com os parametros de

ciclagem descritos no Quadro 9.

Quadro 8 — Condicdes utilizadas nos ensaio de PCR para amplificagdo dos

fragmentos para analise de metilacao

Regibes analisadas
Reagentes Borda de

N Intron 2
metilacao
Tampao de reacdo 10x Platinum (Thermo Fisher
L 1X 1X
Scientific)*
MgCl, 50 mM Platinum (Thermo Fisher Scientific) 2,0 mM 1,5mM
dNTPs 5 mM (GE Healthcare) 200,0 uM | 200,0 uM

Oligonucleotideo F 10 uM (IDT ou INVITROGEN/LIife

Technologies) 0,2uM 0,1uM

Oligonucleotideo R 10 uM (IDT) 0,2 uM 0,1 pM
gi%rlili\fliﬁ)polimerase Platinum 5 U/pL (Thermo Fisher 20U 10U
Dimetilsulfoxido (DMSO) (MERCK) 10% -
DNA ~50 ng 1,0 uL 1,0 uL
Volume final 50,0 pL 50,0 pL

Nota: Ambos os oligonucleotideos R sdo marcados com biotina na regiao 5'. F: senso, do inglés
forward; R: anti-senso, do inglés reverse. * Tampao de reac¢édo 10x [KCI 5 mM, Tris HCI 7,5
mM - pH 9,0, (NH4)2 SO4 2 mM].

Fonte: A autora, 2022.
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Quadro 9 — Condicbes de ciclagem utilizadas nos ensaios de PCR para

amplificacdo dos fragmentos para analise de metilacao

Borda de metilagao Intron 2
Touchdown: 95°C — 5 min
95°C — 5 min 94°C — 40 seg 95°C — 30 seg
95°C — 40 seg ] 49°C — 40 seg 38x 50°C — 30 seg 50x
56°C — 40 seqg s 72°C — 40 seg 72°C — 30 seg
(-0,5°C / ciclo) 72°C —5min 72°C — 10 min
72°C-40seg | 8°C - = 4°C - =

Fonte: A autora, 2022.

2.9.3 Avaliacdo da gualidade dos fragmentos amplificados e do rendimento dos
ensaio de PCR

Os produtos dos ensaios de PCR foram visualizados por meio da
eletroforese em gel de agarose 1% (Thermo Fisher Scientific) diluida em tampéao
TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), acido bérico 89 mM (MERCK), EDTA 2 mM
(GE Healthcare)]. O preparo das amostras foi feito com 5 pL do produto dos
ensaios de PCR e 1,5 pL da solugéo contendo 2 yL de GelRed™ (Biotium Inc.)
previamente diluido em 500 pL de agua MilliQ e 250 pL de corante de corrida [azul
de bromofenol 0,25% (GE Healthcare); xileno cianol 0,25% (GE Healthcare);
glicerol 30% (ISOFAR) e 8 uL de agua deionizada (MilliQ)]. Essa etapa se deu em
cuba horizontal [MultiSUB Midi (Uniscience) e MS 250V Power Supply (Major
Science)], a 100 V por aproximadamente 20 minutos, utilizando como tampéo de
corrida TBE 1X [Tris 89 mM (GE Healthcare), acido bérico 89 mM (MERCK),
EDTA 2 mM (GE Healthcare)].
amplificado, as bandas dos produtos foram comparadas com um padrao de peso

Para confirmar o tamanho do fragmento

molecular 1 kb DNA Ladder Plus (Life Technologies). Apo6s a eletroforese, o gel foi

visualizado, com a exposicdo a Iluz ultravioleta, em um sistema de

fotodocumentacao L-Pix® Ex (Loccus Biotecnologia). A anéalise do rendimento dos

ensaios de PCR e da qualidade dos fragmentos amplificados foi realizada através
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de estimativa visual da intensidade das bandas e da presenca de uma Unica

banda.

2.9.4 Piroseguenciamento

Os produtos dos ensaios de PCR com sinais fortes de amplificacdo apds a
eletroforese foram submetidos ao pirosequenciamento. Essa analise foi realizada
em colaboracdo com a Prof® Dr2 Sheila Coelho Soares Lima, do Instituto Nacional
do Céancer (INCa). O pirosequenciamento utiliza o sequenciamento por sintese e
trata cada sitio CpG como um polimorfismo C/T, gerando um dado quantitativo da
proporc¢ao relativa do alelo metilado versus o alelo ndo metilado.

Para isso, o fragmento de DNA convertido é amplificado e a fita utilizada
como molde é marcada com biotina. Apés a desnaturacdo, o amplicon da fita
biotinilada é isolado e se hibridiza com o oligonucleotideo aplicado a reacdo. O
primeiro dNTP € entdo adicionado a reacdo, de acordo com a sequéncia de
interesse informada. A DNA polimerase catalisa a adicdo do dNTP ao
oligonucleotideo, se for complementar a proxima base na fita molde. Cada evento
de incorporacdo de dNTP a fita € acompanhada da liberacdo de um pirofosfato
(PPi), em quantidade equimolar & quantidade de nucleotideo incorporado. A
enzima ATP sulfurilase converte PPi em ATP na presenca de adenosina
5’fosfosulfato (APS). Esse ATP leva a conversdo, mediada por luciferase, de
luciferina em oxiluciferina, gerando luz visivel em quantidades proporcionais a
quantidade de ATP. A luz produzida é entdo detectada pelos sensores CCD e
vista como um pico no pirograma. A altura de cada pico (sinal de luz) é
proporcional ao numero de nucleotideos incorporados. A enzima apirase
continuamente degrada nucleotideos n&o incorporados e ATP. Quando a

degradacdo € completa, outro nucleotideo € entdo incorporado. A adicdo de

dNTPs é realizada sequencialmente (Figura 12).



67

Figura 12 — Principio da técnica de pirosequenciamento

Polimerase
A
3 CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA &'
1 It | | 1 11 11
L B
S GchseceT ° B
dNTP ‘ Sulfurilase
A 4
APS+PPi ATP
C Luz
dNTP ﬂ’ dNDP + dNMP + fosfato Luciferina Oxiluciferina
Apirase Luciferase
ATP —PT8%F o ADP +AMP + fosfato e

Tempo

Incorporagdo de nucleotideo gera luz,
vista como pico no Pirograma

Legenda: (a) Ligacé@o do oligonucleotideo para sequenciamento a fita simples marcada com biotina
do produto gerado no ensaio de PCR e incorporacdo de dNTP a nova fita sendo
sintetizada, com consequente liberacdo de pirofosfato (PPi). (b) A enzima sulfurilase
converte adenosina 5’fosfosulfato (APS) e PPi em ATP que é posteriormente utilizado na
conversdo de luciferina em oxiluciferina. Nesta etapa, ha a liberacdo de luz, que é
captada e representada como um pico no grafico de luz x tempo (Pirograma). (c) Durante
todo o procedimento, a enzima apirase degrada os nucleotideos néo incorporados, assim
como o ATP.

Fonte: adaptada de Manual do usuario PyroMark Q96 ID (Qiagen), disponivel em

https://www.giagen.com/ie/resources/resourcedetail?id=93a25fc1-80c9-461f-82ab-
7250557d6dc0&lang=en.

As reacdes de pirosequenciamento foram realizadas na plataforma
PyroMark Q96 ID (Qiagen), com o conjunto de reagentes PyroMark Q96 (Qiagen),
seguindo o protocolo do fabricante. Os dados foram analisados com o programa
PyroMark Q96 Software 2.0 (Qiagen). As sequéncias marcadas com biotina, ou
seja, os fragmentos de DNA gerados com o oligonucleotideo R foram
selecionados como fita molde na andlise. A regido da borda de metilagdo foi
analisada por pirosequenciamento de forma segmentada em duas leituras, devido
a sua extensdo, com o oligonucleotideo A abrangendo as CpGs 71 a 69 e 0 B
acessando as CpGs 68 a 65. Os oligonucleotideos utilizados nesta etapa foram

desenhados com o programa PyroMark Assay Design Software (Qiagen).
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2.10 Andlise por Bioinformatica e producéo de curvas ROC

Essa etapa foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versao 5
(GraphPad Software Inc.). Variaveis continuas referentes aos grupos de analise
foram avaliadas para distribuicdo normal através do teste de Kolmogorov-Smirnov.
Diferencas entre as varidveis que passaram no teste de normalidade foram
testadas pela analise de variancias (ANOVA), seguida de pds-teste de Tukey para
multiplas comparacdes. Enquanto as diferencas entre as variaveis que nao
seguem a distribuicdo normal foram aferidas utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952), seguida pelo pés-teste de Dunn para
multiplas comparacdes (Dunn, 1964).

Para descrever o poder de discriminacdo do marcador analisado por
pirosequenciamento, utilizamos os valores de sensibilidade, especificidade e
acuracia, definidos por uma matriz de confuséo a partir da producdo de uma curva
ROC (Quadro 10). A sensibilidade de um marcador se refere a capacidade de um
sistema predizer a existéncia da condi¢cdo quando ela realmente esta presente, ou

seja, a capacidade de apontar verdadeiros positivos e é dada pela formula:

Sensibilidade = acertos de predicao de positivos )

total de positivos

A especificidade de um marcador trata-se da capacidade de um sistema
predizer a inexisténcia da condicdo quando ela realmente est4 ausente, ou seja, a

capacidade de apontar verdadeiros negativos e é dada pela férmula:

Especificidade = acertos de predicao de negativos o

total de negativos

Ja a acurécia é a proporcao de predicdes corretas totais que um sistema &
capaz de realizar e é dada pela formula:

ACUracia = total de acertos de predigéo

3)

total

O valor de corte de metilacdo entre os grupos positivos (com a SXF) e

negativos (individuos sem a condicdo) foi dado apos a definicdo do valor de



69

metilacdo no grafico de curva ROC com melhor acuracia possivel definido através

do célculo de hipotenusa (Figura 13).

Quadro 10 — Matriz de confuséao

Valor verdadeiro
(Confirmado por anélise)

Valor previsto
(Predito pelo teste)

Positivo Negativo
Positivo Verdadeiro Positivo Falso Positivo
Negativo Falso Negativo Verdadeiro Negativo

Fonte: A autora, 2022.

Figura 13 — Célculo de hipotenusa a partir de uma curva Roc
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Fonte: Camuzi, 2019 (cedido pelo autor).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Casuistica

Nesse estudo, foram analisados 101 pacientes do sexo masculino com
diagnostico de SXF (n=75) ou com resultados moleculares inconclusivos para a
sindrome (n=26), previamente investigados por metodologias de rotina em nosso
laboratorio. Dados sobre os individuos participantes da pesquisa e os resultados
das analises moleculares estdo disponiveis no Apéndice A. Na Tabela 1,

apresentamos um resumo da coorte estudada.

Tabela 1 — Dados gerais sobre a amostra de individuos estudada

Dados Coorte analisada
Numero de casos (n) 101

Faixa etaria (anos) 1a30
Média e desvio das idades (anos) 10,86 + 6,00
Numero de casos familiares (%) 60 (59,4%)
NuUmero de casos esporadicos (%) 24 (23,8%)

NUmero de casos com recorréncia

familiar desconhecida (%)
Fonte: A autora, 2022.

17 (16,8%)

3.2 Analise para caracteriza¢cdo de perfis mutacionais atipicos

A partir da analise por TRP-PCR dos 101 individuos, cujo resultado prévio
sugeriu a presenca da mutacdo completa ou foi inconclusivo, foi observada
apenas a mutagao completa (FM “pura”) em 53 deles (52,5%). Em 28 (27,7%)
meninos, foi identificado mosaicismo de tamanho, sendo 16 (15,8%) pacientes
com o alelo da pré-mutacdo concomitante ao da mutacdo completa (PM+FM), 9
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(8,9%) individuos com alelos nas faixas normal e de mutacdo completa (N+FM) e
trés (3%) portadores de alelos nas faixas normal, de pré-mutacdo e de mutacdo
completa (N+PM+FM). Além disso, em 13 individuos (12,9%), os resultados foram
inconclusivos ou as reacgdes nao funcionaram pela metodologia de TRP-PCR
(Tabela 2). Os eletroferogramas gerados a partir da amplificacdo do DNA para os
diferentes perfis encontrados estdo exemplificados na Figura 14. Algumas
amostras apresentaram alelos com baixa amplitude, por TRP-PCR. Nesses casos,
€ possivel que os alelos estejam presentes em baixas propor¢des ou que este
resultado represente um artefato da metodologia. Nesses casos, ainda vale
destacar que a reacdo pode ter apresentado uma amplificacdo preferencial de

algum alelo em detrimento de outro(s).

Tabela 2 — Dados genotipicos sobre a amostra de individuos estudada, avaliados
por TRP-PCR

Genaotipo Numero de individuos
FM 53 (562,5%)

PM 1 (1%)

I 3 (3%)

N 3 (3%)
PM+FM 16 (15,8%)
N+FM 9 (8,9%)
N+PM+FM 3 (3%)
Inconclusivo / Nao funcionou 13 (12,9%)

Total 101

Legenda: FM: alelo de mutagdo completa; PM: alelo de pré-mutacdo; N: alelo normal; I: alelo
intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-mutacdo e de mutacdo completa;
N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutagdo completa; N+PM+FM: mosaicismo de
alelos na faixa normal, de pré-mutacéo e de mutagdo completa.

Fonte: A autora, 2022.



Figura 14 — Resultados da amplificacdo de amostras de DNA de pacientes, ilustrando os diferentes perfis encontrados (Continua)
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Figura 14 — Resultados da amplificacdo de amostras de DNA de pacientes, ilustrando os diferentes perfis encontrados (Continuagao)
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Figura 14 — Resultados da amplificacdo de amostras de DNA de pacientes, ilustrando os diferentes perfis encontrados (Continuagao)
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Figura 14 — Resultados da amplificagdo de amostras de DNA de pacientes, ilustrando os diferentes perfis encontrados (Continuag&o)
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Figura 14 — Resultados da amplificagdo de amostras de DNA de pacientes, ilustrando os diferentes perfis encontrados (Continuag&o)
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Figura 14 — Resultados da amplificacdo de amostras de DNA de pacientes, ilustrando os diferentes perfis encontrados (Conclusao)
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B |126 [100%491 [0.41 |30 |[315 |178 |36% [59 399 (84 |9%
G |NaN 199 30 315 |26 59 (399 |3

Legenda: Eletroferogramas referentes aos pacientes (A) P4093/13, com o alelo normal de 42 CGGs nao metilado (2%); (B); P4257/14, portador de um alelo
intermediario de 52 CGGs ndo metilado (0%) e (C) P4101/13, que apresenta a mutagdo completa (FM) com mais de 200 repeticbes CGGs
completamente metilada. Além disso, podemos observar mosaicismo de tamanho nos pacientes (D) P3446/11, portador de uma pré-mutacdo ndo
metilada (0%) de 80 repeticdes e de uma mutagdo completa completamente metilada; (E) P1259/06, com ambos os alelos normal ndo metilados (2%)
de 39 CGGs, e de mutacdo completa completamente metilada e (F) P370/99, portador de um alelo normal parcialmente metilado (36%) de 30
repeticdes, uma pré-mutacdo ndo metilada (9%) de 59 CGGs e uma possivel mutacdo completa com baixo rendimento de amplificacdo no final do
qguadro de leitura. Dig e Dig_g: controle de digestdo; Ref e Ref g: controle de referéncia; NOR e NOR_g: alelo normal; INT e INT_g: alelo
intermediario; PM e PM_g: alelo de pré-mutacao; FM e FM_g: alelo de mutacéo completa. A reagdo de digestdo € amplificada com oligonucleotideos
marcados com corante HEX (verde), enquanto a reacdo controle com oligonucleotideos marcados com FAM (azul). Dessa forma, o nimero de
repeticoes é visualizado em FAM e a porcentagem de metilagédo € acessada em HEX.

Fonte: A autora, 2022.
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3.2.1 Identificacdo de delecdes proximas as repeticoes CGG

Em busca de delec¢des proximas a regiao de repeticdes CGG, foi realizada
um ensaio de PCR, seguido da eletroforese. Os fragmentos de interesse foram
entdo extraidos do gel, purificados e sequenciados. Nessa analise, foram incluidos
probandos com suspeita de delecdo nas reacOes de rotina e portadores de
mosaicismo, envolvendo alelos na faixa normal.

Por limitacbes metodoldgicas, dos 9 pacientes nos quais detectamos uma
possivel delecdo, somente foi possivel acessar a sequéncia do menor fragmento
referente ao paciente P928/04. Os eletroferogramas dos demais pacientes
apresentaram muitos ruidos e sobreposi¢des. Entretanto, foi possivel estimar o
tamanho aproximado dessa reducdo na extensdo do fragmento, a partir de sua
migracdo na eletroforese, considerando que a sequéncia selvagem descrita nos
bancos de dados online contabiliza 20 repeticbes CGGs (Ensembl genome
browser em hg38, Human BLAT Search) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Estimativa aproximada da extensédo dos fragmentos observados neste

trabalho, sugerindo a presenca de delecao

Paciente Resultado |Reducéo estimada na extensdo| Condicdes da
da TRP-PCR| do fragmento na eletroforese PCR
P420/99 N+FM ~50 pb e ~80 pb Araujo, 2018
P718/03 N+FM ~10 pb, ~70 pb e ~100 pb Aratjo, 2018
P928/04 N+FM ~120pb e ~20 pb Aratjo, 2018
P2315A/09 FM ~100 pb Haddad et al., 1996
P3274/11 FM ~50 pb e ~100 pb Haddad et al., 1996
P3446/11 PM+FM ~70 pb Haddad et al., 1996
P4055/13 | N+PM+FM ~100 pb Haddad et al., 1996
puomns | u | O Tosbesso | aao20is
P4210A/14| PM+FM ~50 pb Araujo, 2018

Legenda: Na coluna de resultado da TRP-PCR, temos os alelos referentes as repeticdes CGG para

cada individuo, observados por TRP-PCR utilizando o kit AmplideXx® FMR1 mPCR. Na
coluna de reducdo estimada na extensdo do fragmento na eletroforese, temos a
estimativa do tamanho de sequéncia perdida em cada amostra, quando comparados ao
controle normal. Nessa coluna, podemos observar que alguns probandos apresentaram
mais de um fragmento reduzido, visualizados na eletroforese. J4 na coluna PCR, temos a
reacdo utilizada para amplificar cada amostra. Aqui, podemos perceber que a amostra do
paciente P4101/13 foi amplificada por ambos os ensaios de PCR e apresentou
fragmentos com tamanhos brevemente diferentes. Esses fragmentos podem ser os
mesmos que, devido a diferenca nas condigcbes das amplificacdes, apresentaram
pequenas diferencas nas estimativas de tamanho. FM: alelo de mutacdo completa; PM:
alelo de pré-mutacao; N: alelo normal; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-mutacao e
de mutacdo completa; N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutacdo completa;
N+PM+FM: mosaicismo de alelos na faixa normal, de pré-mutacdo e de mutacgao
completa.

Fonte: A autora, 2022.

Através do sequenciamento pelo método de Sanger, o paciente P928/04

(N+FM) apresentou uma delecdo de 38 pb imediatamente a montante das

repeticbes CGG, além de uma regido de repeticdes contendo seis CGGs

restantes. Foi observada também microhomologia, ou seja, foram observadas

sequéncias idénticas ou complementares reversas, nas posi¢coes que flanqueiam a
delecéo, constituida por uma sequéncia de 10 pb (5 GGCGGCGGCG 3’) (Figura

15).
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Figura 15 — Eletroferograma do sequenciamento referente ao paciente P928/04
A
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Legenda: (A) Eletroferograma do sequenciamento de Sanger do menor fragmento referente ao
paciente P928/04 e (B) esquema da dele¢do de 38 pb, representada pela linha cinza
tracejada. A sequéncia sublinhada em vermelho aponta para a microhomologia
composta por um fragmento de 10 pb (5 GGCGGCGGCG 3’) no ponto de quebra.

Fonte: A autora, 2022.

Além disso, em nossa casuistica, mais 5 pacientes com a FM
acompanhada de uma delecdo proxima a regido de repeticdo ja haviam sido
identificados em um trabalho anterior do grupo (Goncalves et al., 2016) (Tabela 4).
Inclusive este estudo foi o ponto de partida para outras publicacdes de diferentes
grupos de pesquisa, buscando casos atipicos envolvendo delecbes préximas as

repeticées CGG, no gene FMR1.
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Tabela 4 — Localizacdo genbmica e extensdo das delecdes identificadas neste

estudo e por Gongalves et al., 2016

Paciente CGG (GRPC%SC;g/g;\Og?B) Extensdo Microhomologia Estudo

P928/04 | N+FM ij;gig%g’* 38 pb 10 pb Este estudo
o W awam e
P1234/06 | FM 9701200 o3 pp No ha S‘;rl"?*g‘(’)iz
P1337/13 | FM 15000000 72pb 3 pb S‘;rl‘@az"éisé
P1513/07 | FM  [70000% 1042 pb g‘;rl‘@az"éiz
P1620/07 | FM 9001208 oe3pb 2 pb Sc;rllgazhcl)isﬁ

Legenda: * A posicdo das delecdes € aproximada, devido & presenga de microhomologia nos
pontos de quebra. ** A extensdo precisa dessa delecao é desconhecida.
Fonte: A autora, 2022; Adaptado de Gongalves et al., 2016.

3.2.2 Anélise para descartar a presenca de um cromossomo X extra

Com o intuito de exclurmos a possibilidade da presenga de um
cromossomo X extra em pacientes portadores de mosaicismo, envolvendo alelos
na faixa normal ou de uma possivel delecéo, foi realizada a analise de quatro
marcadores localizados no gene SHOX.

A andlise dos marcadores internos ao gene SHOX englobou quatro
regioes. Por se localizarem na regido pseudoautossémica 1 nos cromossomos X e
Y, ou seja, apresentar genes homélogos no brago curto do cromossomo X (Xp) e
no brago curto do cromossomo Y (Yp) (Binder et al., 2018), é esperado que essas
reacoes amplifiquem dois segmentos com amplitudes semelhantes, se o individuo
for heterozigoto, ou um segmento com amplitude maior, se o individuo for
homozigoto para aquela dada posicdo. A amplificacdo de trés segmentos com
amplitudes semelhantes ou de dois segmentos, em que um apresenta amplitude

dobrada em relacéo a outro, sugere a presenca de mais de um cromossomo X.
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Os resultados referentes aos quatro pares de oligonucleotideos néo
evidenciaram a presenca de mais um cromossomo X em nenhum dos pacientes
testados (Apéndice C). Um exemplo de resultado referente ao par de
oligonucleotideos 2 é apresentado na Figura 16.
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Figura 16 — Resultados da analise de marcador no gene SHOX, ilustrando a

auséncia de um segundo cromossomo X nas amostras de pacientes atipicos

A 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 380 380 400 420 440 450 480 500 520 540
5,000 272.1
21523
4,000
2,000+
0
2445 2721
Noc Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
1 2445 5232 Z7314 1.00 Unknown 500.0
2 272.1 4541 21529 1.00 Unknown 500.0
B 20 100 120 140 180 180 200 220 240 260 230 300 320 240 380 380 400 420 440 480 480 =00 520 540
8,000
6,000
4,000
2,000
o
24472648
Ho Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
1 244.7 7423 29932 1.00 Unknown 500.0
2 ZE4 € €€32Z 32385 1.0d Unknown 500.0
C &0 100 120 140 180 180 200 220 400 420 440 480 480 500 520 540
5,000
4,000
2,000
o1
244 2582723
No Size Height Area Marker Allele Difference Quality Score Allele Comments Sample
1 €025 31734 1.00 Unknown 500.0
2 5254 25052 1.00 Unknown 500.0
3 4743 2232z 1.00 Unknown 500.0

Legenda: Eletroferogramas referentes a amplificacdo por PCR com os oligonucleotideos n° 2 das
amostras de (A) controle normal (Controle 07) e (B) paciente P420/99 (N+FM),
mostrando dois alelos amplificados, e (C) controle positivo (P2771/10), mostrando trés
alelos amplificados, o que representa a presenca do segundo cromossomo X.

Fonte: A autora, 2022.
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3.2.3 Casos atipicos na populacao

Um ponto de grande relevancia neste estudo é a busca por perfis atipicos
relacionados a expansdo do gene FMR1, como os casos de mosaicismo de
tamanho, principalmente envolvendo alelos na faixa normal e delecbes. Na SXF, a
instabilidade das expansdes de repeticdo CGG pode gerar alelos de tamanhos
distintos em diferentes populac¢des de células (Jiraanont et al., 2017). A frequéncia
para casos de mosaicismo de tamanho em nossa amostra foi de 28%. No entanto,
Nolin e colaboradores (1994) observaram uma frequéncia mais alta por Southern
blotting, visto que quase metade dos pacientes portadores de SXF estudados
(41%) apresentaram mosaicismo. Dentro desses casos, 82% apresentaram
mosaicismo de pré-mutacdo e mutacdo completa, em casos bem mais raros ha a
presenca de mosaicismo de mutacdo completa e alelos normais, assim como
alelos de mutacdo completa e dele¢cbes. Em um outro trabalho, Merenstein e
colaboradores (1996) relataram um grupo de 27 casos de mosaicismo de mutacao
completa com pré-mutacdo em sua amostra de 218 meninos com SXF (12,4%),
analisada por sonda direta de DNA gendmico.

J4 entre os 12 probandos analisados por Jiraanont e colaboradores
(2017), através de uma combinacdo de Southern blotting e PCR, oito (66,7%)
foram identificados com mosaicismo de tamanho, abrangendo a mutacao
completa e alelo normal ou intermediario ndo metilado, dois (16,7%) apresentaram
a mutacdo completa com a pré-mutacdo e quatro (33,3%) apresentaram alelos
mosaicos com delecdo localizada na regidao de repeticio CGG e na regido
flanqueadora.

Além disso, Pandelache e colaboradores (2019) relataram dois gémeos
monozigoticos portadores de mosaicismo de tamanho, identificados através de
uma combinagédo de PCR e Southern blott de amostras de DNA extraido a partir
de saliva. Enquanto o gémeo 1 apresentou um mosaicismo de alelo normal de 30
CGGs, pré-mutacdo com 99 CGGs e mutagdo completa com rastro entre 388 e
1025 CGGs, 0 gémeo 2 apresentou um mosaicismo de pré-mutagdo com 99
CGGs e mutagado completa com rastro entre 672 e 1025 CGGs (Pandelache et al.,
2019). O gémeo 2 também foi testado por AmplideX® mPCR e apresentou um
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alelo normal de 30 CGGs e uma pré-mutacdo de 108 CGGs nao metilados e uma
mutacdo completa (>200 CGGs) metilada (Pandelache et al., 2019).

Em geral, é esperado encontrar um percentual significativo de casos de
mosaicismo envolvendo a pré-mutacdo e a mutacdo completa, devido a maior
instabilidade desses alelos (Cleary & Pearson, 2005; Nolin et al., 2019). Estima-se
que 38% dos portadores de FM sdo mosaicos para alelos FM adicionais, alelos
PM ou ambos (Latham et al., 2014). Todavia, torna-se bastante relevante a
presenca de mosaicimo de tamanho envolvendo alelos na faixa normal e delegdes
em nossa casuistica, visto que esses casos sd0 mais raramente encontrados e
descritos na literatura. Chama também a atencdo a identificacdo de casos de
mosaicismo envolvendo trés alelos (N+PM+FM), pois estes sao ainda mais raros.

O mecanismo que leva a instabilidade na expansao das repeticbes CGG
ainda nao estd completamente esclarecido (Jiraanont et al., 2017). Embora
contracdes de alelos mais extensos para alelos menores sejam muito menos
frequentes do que a expansao (Quadros 1 e 2) (Nolin et al., 2019), hip6teses
foram propostas para tentar explicar o mecanismo por tras das contragfes. Uma
das hipbéteses mais aceitas é um deslize da polimerase no DNA ou
desalinhamento de fita mal pareada (SSM) que pode levar a uma reducdo no
comprimento da regido repetida, de uma pré-mutacdo para um alelo de tamanho
normal, ou a uma contragcdo de uma mutacdo completa para um alelo normal ou
para delecdes (Schmucker & Seidel, 1999; Tabolacci et al., 2008). Esse fen6meno
pode ocorrer no inicio da embriogénese em uma porcentagem de células, onde a
presenca de longas sequéncias repetidas pode induzir o emparelhamento
incorreto de novas fitas sintetizadas durante a replicacdo do DNA (Chiurazzi et al.,
1994; Arocena et al., 2000). Foi demonstrado que a metilacdo de CpGs e SSM
podem facilitar a ocorréncia de eventos de delecédo e, com isso, a regiao rica em
CpG pode ser propensa a rearranjos, podendo resultar em dele¢cdes que se
estendam para a sequéncia do promotor a montante da repeticdo CGG (Edamura
& Pearson, 2005). A delecédo poés-zigotica pode resultar em alelos de tamanho
normal, como observado em individuos com SXF que apresentam mosaicismo de
tamanho (Orrico et al., 1998; Maia et al., 2017). Além disso, um estudo em quatro
meninos de nacionalidade portuguesa apresentando mosaicismo de mutacao
completa e alelo normal sugeriu a presenca de um haplétipo que predispde a

grandes contracoes (Maia et al., 2017).
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Além das expansfes, as contracOes das repeticoes e delecdes estédo
também associadas a alelos expandidos (Hayward & Usdin, 2021). Em alguns
casos, a contracao gera um alelo na faixa normal (Grasso et al., 1999; Maia et al.,
2017; Manor et al., 2017; Prawer et al., 2018), mas em outros, ocorrem delec¢des
envolvendo as repeticbes e um segmento variavel em uma ou em ambas as
sequéncias flanqueadoras (Goncgalves et al.,, 2016; Hayward & Usdin, 2021). As
consequéncias dessas delecdes dependem de quéo longe elas se estendem nas
regides flanqueadoras (Hayward & Usdin, 2021). Alguns casos envolvem uma
perda minima de sequéncia flanqueadora, resultando em um fendtipo normal se o
namero de repeticdes estiver agora na faixa normal e sem a presenca de outros
alelos (Tabolacci et al., 2020; Erbs et al., 2021). Enquanto outros casos envolvem
uma delecdo de todo o gene FMRL1 ou regides criticas do exon 1, o que pode
resultar em um déficit de FMRP com os mesmos sintomas observados em
portadores da FM (Grasso et al., 1999; Hayward & Usdin, 2021).

Eventos de contracdo que geram um Unico alelo presente em todas as
células provavelmente ocorrem pré-zigoticamente (Manor et al., 2017; Prawer et
al., 2018; Tabolacci et al., 2020), mas contracdes também podem ocorrer pés-
zigoticamente, resultando em individuos mosaicos para alelos de tamanhos
diferentes (Ferreira et al., 2013; Goncalves et al., 2016; Maia et al., 2017; Prawer
et al., 2018; Hayward et al., 2019). Além disso, diversas altera¢cdes no gene FMR1
associadas a sintomas da SXF, como variantes missense, nonsense, frameshift,
insercdes e delecdes na regido promotora, em sequéncia codificante e nas bordas
intron/exon, ja foram descritas na literatura (Sitzmann et al., 2018)

Ainda, a maioria dos pontos de quebra de dele¢cbes maiores que foram
caracterizados a nivel de sequéncia estdo associados a microhomologias de 2 a 9
nucleotideos (Grasso et al., 1999; Fan et al., 2005; Han et al., 2006; Luo et al.,
2014; Gongalves et al., 2016; Tabolacci et al., 2020; Erbs et al., 2021). Apesar da
riqueza em CG na regidao do gene FMR1, é possivel que as microhomologias
estejam envolvidas no mecanismo que gera essas delecdes, visto que essas
microhomologias sdo marcas de um processo conhecido como juncdo de
extremidade mediada por microhomologia (MMEJ, do inglés, Microhomology-
mediated end joining) (Hayward & Usdin, 2021). Esse processo envolve a
resseccdo do ponto de quebra da fita dupla (DSB) seguido por uma busca por

microhomologias curtas nas duas caudas de fita simples de DNA, hibridizacdo das
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regides de microhomologia, remocdo de sequéncias homologas, preenchimento

da lacuna e, finalmente, ligacdo (Figura 17) (Hayward & Usdin, 2021).

Figura 17 — Representacdo de potenciais vias para geracdo de contracbes e

delecdes

A Deslize da fita B Jungédo mediada por microhomologia

Grampo na fita molde promove {
dissociagao da polimerase

Realinhamento de

primer / fita molde Ressecgao de extremidade 5'-3'

Ligacao de

microhomologias y Polf/
Realinhamento de primer Polp

vvvvvvvvvvv

4 montante na fita molde I Gl N O N S I o N
v

ﬁ / Remogao de sequéncias L Ligy/
y ereparo de lacunas

Ligl

Nova replicagao da W
fita molde contraida . 0 DNA

polimerase

Ligacao
v

.......................
.......................

Pequena contragdo Grande contragéo

Legenda: (A) Deslize da fita molde durante a replicacao pode ser exacerbada devido a formacao
de grampos na fita molde. A ligacdo de primer mais & montante na fita molde pode levar a
novas fitas com menos repeti¢cbes do que a fita molde. As novas replicagbes podem gerar
o alelo contraido. (B) Reparo de quebra de fita dupla (DSB) por juncdo de extremidade
mediada por microhomologia (MMEJ) é iniciado pela ressec¢do de extremidade para
revelar micronomologia em ambas as extremidades do ponto de quebra. O anelamento
dessas microhomologias é seguido pela remog¢éo das sequéncias ndo homdélogas, reparo
de lacunas e ligacéo.

Fonte: Adaptado de Hayward et al., 2021.

O ensaio de PCR convencional para o rastreamento de expansbdes CGG
(Fu et al., 1991; Haddad et al., 1996), rotineiramente utilizada para diagnéstico da
SXF, tem a vantagem de ser uma técnica com bom custo beneficio. Contudo, essa
analise é baseada na auséncia de amplificagdo do fragmento expandido na
mutac&do completa e pré-mutacdes muito grandes (em geral, a amplificacdo ocorre
em alelos com tamanhos menores ou iguais a 100 até 120 repeticbes). Assim,
apenas alelos normais, intermediarios e pré-mutagcbes menores podem ser
visualizados. Logo, ainda gera muitos resultados inconclusivos. Além disso, para

0S casos de mosaicismo, essa técnica ndo se mostra eficaz, devido a amplificacao
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preferencial do menor alelo, seja um alelo normal, intermediario, uma pré-mutacéo
pequena ou uma delecéao.

Ja a técnica de TRP-PCR, embora tenha alto custo, possui vantagens,
como a amplificacdo de alelos normais, intermediarios, pré-mutados, algumas
mutacBes completas menos extensas e casos de mosaicismo de tamanho. A
versdo dessa técnica em que € possivel acessar o status de metilacdo de cada
alelo apresentado pelas amostras analisadas tornou essa técnica ainda mais
vantajosa como meétodo de identificagdo para a SXF. Porém, essa técnica nado
abrange a deteccao de alelos com delecdes, ja que podem apresentar diferentes
extensdes e ha uma regido unica amplificada pelos oligonucleotideos do kit. Outra
limitacdo desta metodologia envolve a amplificagdo com baixo rendimento de
alguns alelos em casos de mosaicismos de tamanho, gerando davidas na analise.
Por isso, 0 emprego de apenas uma metodologia molecular para esclarecimento
do espectro de variantes relacionadas a SXF ainda ndo é ideal. Portanto, para
melhor caracterizar os perfis mutacionais de SXF atipicos, uma combinacdo de
abordagens, como aconselhado por Gongalves e colaboradores (2016), e PCRs
mais robustas, como o kit AmplideX®, seriam o mais indicado para garantir que
esses tipos de mosaicos ndo sejam subdiagnosticados e potencialmente perdidos
pelos testes de rotina para SXF (Jiraanont et al., 2017).

Além disso, a determinacgéo dos perfis mutacionais atipicos subdetectados
pode ter implicacdes terapéuticas, visto que, em geral, as pesquisas para novos
farmacos potenciais para o tratamento da SXF sdo baseadas na presenca de
hipermetilacédo, que é encontrada em portadores da mutacdo completa (Bar-Nur et
al., 2012). A estratégia farmacéutica de restauracdo da atividade do gene FMR1
tem como alvo modificagbes potencialmente reversiveis, dentre elas a prépria
metilacdo de DNA. A primeira droga testada em células de pacientes com SXF foi
a 5-azadesoxicitidina (5-azadC), um inibidor de metiltransferase que conseguiu
restaurar a transcricdo do gene FMR1 in vitro (Chiurazzi et al., 1998). Estudos
recentes mostraram um efeito duradouro do 5-azadC na reativagéo do gene FMR1
mutante, sem afetar a integridade da borda de metilagao identificada por Naumann
et al (2009), o que sugere que esse efeito ndo seja randdémico, mas restrito a

regioes especificas (Figura 18) (Tabolacci et al., 2016).
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Figura 18 — Perfis de metilacdo na borda de metilacdo proxima a regido promotora
do gene FMR1 em linhagens celulares de homens com e sem SXF
antes e ap0s o tratamento com o0 agente desmetilante 5-
azadesoxicitidina (5-azadC)

a cm 3
82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 €9 68 67 66 65 64 63 62 51 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45

CT1+5-azadC

82818 7978777675 747372717080 68 67 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45

b sxF1
82 B1 BD 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 B3 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 48 45

SXF1+5-azadC
82 81 80 79 78 77 76 75 74 T3 72 71 70 €9 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45

Legenda: Borda de metilagdo de Naumann et al (2009) no gene FMR1 apds tratamento com 5-
azadC. (a) O sequenciamento de DNA tratado com bissulfito de sodio de linhagens
celulares de controles antes (CT1) e apds o tratamento (CT1+5-azadC) por 7 dias ndo
revelou modificacdo substancial do perfil de metilacdo, (b) mas foi observada
desmetilacdo quase completa da regido promotora em pacientes com SXF apds o
tratamento (SXF1+5azadC) , ndo afetando a borda de metilacdo. A borda de metilacédo
€ indicada pela seta. Os numeros 45-82 designam os dinucleotideos CpG na regi&o: m
metilados e o ndo metilados.

Fonte: Adaptada de Tabolacci et al., 2016.
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O acido valproico ja foi testado em um ensaio de seguranca em 10
meninos com SXF e resultou em uma melhora geral da hiperatividade e déficit de
atencao (Torrioli et al., 2010). Entretanto, como esses tratamentos sao baseados
na reversdo do silenciamento da mutacdo completa hipermetilada e em uma
sequéncia intacta do gene, casos de SXF atipicos nao estariam sendo cobertos
por esses tratamentos. Assim, metodologias que buscam a identificacdo apenas
da mutacdo completa podem levar a um subdiagnostico de casos de mosaicismo
e o tratamento futuro voltado para agentes desmetilantes poderia ndo obter os
mesmos efeitos nesses individuos.

Além da terapia farmacoldgica, avancos na tecnologia de modificacdo de
DNA, como a CRISPR/Cas9, ja foram utilizados para proporcionar a desmetilacao
do gene FMR1 em células-tronco pluripotentes induzidas (Park et al., 2015; Liu et
al., 2018). Park e colaboradores (2015) demonstraram que, apds a correcao da
expansao da repeticdo CGG em células-tronco, a ilha CpG a montante da regido
promotora do gene FMR1 apresentou desmetilagdo extensa, um estado de
cromatina ativa e inicio da transcricdo, com a expressdo do gene restaurada e
mantida em células precursoras neurais e neurénios maduros. Liu e colaboradores
(2018) relataram que a expressao do gene nos neurbnios editados foi mantida in
vivo apos inseridas no cérebro de rato e que a desmetilacdo das repeticdes nos
neurdnios pos-mitdticos também reativou o FMR1. Todavia, obstaculos ainda
existem até que essas terapias possam ser clinicamente praticadas para o
tratamento de pacientes com SXF ou outros distarbios (Hagerman et al., 2017).
Além disso, ndo se sabe se pacientes com mosaicismos poderiam ser
contemplados por essa terapia.

Ainda, a presenca de uma pré-mutacdo com a mutacdo completa nos
casos de mosaicismo pode levar ao desenvolvimento da SXF e da FXTAS, ja que
a presenca da pré-mutacdo leva a um aumento toéxico nos niveis de RNAm (Pretto
et al., 2013). Ja que, em geral, a pré-mutacdo ndo € metilada, esses pacientes
também néo seriam beneficiados totalmente com o uso de agentes desmetilantes.
Assim, a determinacdo dos perfis atipicos se torna também importante nesses

casos para o direcionamento terapéutico.
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3.3 Andlise de marcadores epigenéticos por Bioinformatica

A figura 19 ilustra a complexidade da arquitetura genética, sob regulacéo
epigenética, no inicio do gene FMR1, desenvolvida a partir de dados da literatura

e de bancos de dados publicos.

Figura 19 — Localizacdo de elementos genéticos e epigenéticos no inicio do gene
FMR1
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Legenda: O mapa parcial mostra o gene FMR1 até o exon 3 em verde, além do segmento do genoma 5 a
montante em cinza, incluindo as repeticbes CGG em amarelo. A seta indica a regido promotora

do gene FMR1. Todos dinucleotideos CpGs na regido estdo marcados pelos simbolos t.o
esquema apresenta as posi¢cdes das sondas de metiloma em azul e as regifes analisadas neste
estudo (borda de metilagdo e intron 2) em lilas. Os Elementos Epigenéticos Relacionados ao X-
Fragil 1 e 2 (FREE1 e FREEZ2) estdo em laranja. Além disso, ainda estdo demarcadas as regides
do gene antisenso FMR1-AS1 e da ilha CpG.

Fonte: A autora, 2022.
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O heatmap gerado por Bioinformatica para a identificacdo de marcadores
epigenéticos no gene FMR1 contou com a comparacao de dados de metilagdo de
todas as sondas disponiveis em banco de dados online (GEO database) em
regido a montante e ao longo do gene FMR1 em pacientes com a SFX e em
individuos controles (Figura 20). Nessa andlise, foram incluidos dados de

amostras referentes a individuos de diferentes etnias e de ambos 0s sexos.



Figura 20 — Heatmap com dados de metilagdo no gene FMR1 gerado a partir de bancos de dados online
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A partir do heatmap, pudemos observar niveis aumentados de metilacao
na maioria das sondas referentes aos pacientes com SXF, em comparacdo com
as amostras controles. Esses dados estao relacionados ao padréo diferencial de
metilacdo na regidao promotora do gene FMR1, corroborando a literatura. A
imagem mostra também valores medianos de metilacdo nas sondas das amostras
femininas, o0 que esta relacionado com a inativacdo de um dos cromossomos X.
Entretanto, a partir dos dados das sondas utilizadas nédo foi possivel observar com
clareza as CpGs que constituem a borda de metilacao, relatada por Naumann et al
(2009, 2014).

3.4 Quantificacao de metilacdo da borda por pirosequenciamento

A quantificacdo de metilagdo por pirosequenciamento se estendeu a borda
de metilacdo, descrita por Naumann e colaboradores (2009; 2014). Essa regiao foi
analisada de forma segmentada em duas leituras independentes, devido a sua
extensdo, com o oligonucleotideo A abrangendo as CpGs 71 a 69 e o
oligonucleotideo B acessando as CpGs 68 a 65. Na Tabela 5, podemos observar

os valores de metilac&o obtidos.
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Tabela 5 — Valores de metilagdo nas CpGs referentes a borda de metilacdo na
amostra de individuos estudada (continua)

Registro Genétipo Oligonucleotideo A Oligonucleotideo B
CG71  CG70 ICG69 CG68  CG67 | CG6B6 | CGHB5

Controle 01 N 82% 72% 55% 29% 55% 42% 31%
Controle 02 N 78% 68% 51% 28% 48% 37% 25%
Controle 03 N 83% 71% 56% 37% 53% 45% 31%
Controle 04 N 86% 71% 46% 26% 55% 42% 31%
Controle 05 N 83% 69% 47% 28% 53% 40% 27%
Controle 06 N 82% 71% 57% 32% 59% 50% 34%
Controle 07 N 78% 63% 44% 24% 40% 32% 22%
Controle 08 N 82% 69% 38% 27% 51% 41% 28%
Controle 09 N 76% 65% 47% 31% 51% 39% 24%
Controle 10 N 81% 74% 53% 30% 54% 41% 29%
Controle 11 N 85% 73% 46% 29% 56% 40% 32%
Controle 12 N 78% 67% 49% 27% 43% 38% 25%
Controle 13 N 81% 72% 54% 28% 50% 43% 31%
Controle 14 N 82% 2% 42% 29% 52% 41% 30%
Controle 15 N 7% 62% 44% 25% 40% 29% 22%
Controle 16 N 75% 64% 43% 25% 39% 31% 22%
Controle 17 N 83% 72% 53% 37% 54% 48% 35%
Controle 18 N 72% 59% 38% 33% 52% 36% 37%
P4257/14 I 86% 73% 53% 25% 51% 44% 28%
P4259/14 I 87% 76% 50% 38% 60% 49% 39%
P4468/15 I 80% 64% 44% 30% 47% 37% 27%
P1348A/06 PM 84% 2% 57% NF NF NF NF
P3946B/16 PM 84% 70% 49% 30% 51% 49% 35%
P4484D/16 PM 75% 65% 43% 29% 46% 35% 31%
P076/95 FM 91% 94% 100% 79% 92% 93% 86%
P138/96 FM 93% 92% 95% 42% 89% 84% 83%
P248/97 FM 91% 90% 100% 66% 89% 90% 82%
P248/02 FM 93% 93% 100% 71% 91% 93% 85%
P312/98 FM 88% 100% | 100% 60% 91% 89% 83%
P344/98 FM 87% 100% | 100% 56% 94% 100% 89%
P400/99 FM 84% 94% 100% 55% 92% 94% 88%
P442/99 FM 94% 93% 100% 66% 93% 100% 89%
P457/99 FM 91% 92% 99% 55% 85% 88% 83%
P457A/99 FM 91% 90% 100% 58% 91% 100% 88%
P495/00 FM 87% 91% 100% 68% 92% 100% 88%
P504/00 FM 91% 92% 100% 57% 91% 100% 87%
P562/01 FM 93% 100% | 100% 57% 92% 90% 88%
P632/01 FM 100% | 100% | 100% 76% 93% 95% 89%
P663/02 FM 90% 100% | 100% 75% 90% 100% 88%
P672/02 FM 90% 95% 100% 62% 94% 93% 91%
P702/02 FM 84% 88% 100% 66% 100% | 100% 100%
P850/04 FM 93% 92% 98% 53% 92% 91% 89%
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Tabela 5 — Valores de metilagdo nas CpGs referentes a borda de metilacdo na

amostra de individuos estudada (continuacao)

Registro

P873/04
P908/04
P1013/05
P1101A/05
P1180/06
P1201/06
P1348/06
P1371/07
P1467/07
P1628/07
P2149/09
P2273/09
P2315A/09
P3207/11
P3274/11
P3384/11
P3946/12
P4101/13
P4112/13
P4194/14
P4484/16
P4644/19
P1033/05
P1234/06
P1337/13
P1629/07
P138A/96
P400A/99
P400B/99
P452/99
P1101C/05
P3199/11
P3274B/13
P3350/11
P3446/11
P4121/13
P4210/14
P4210A/14
P420/99
P435/99
P476/00
P537/00

Genotipo

FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM+del?
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM
FM+del
FM+del
FM+del
FM+del
PM(?)+FM
PM+FM
PM+FM
PM+FM
PM+FM
PM+FM
PM+FM
PM+FM
PM+FM+del?
PM+FM
PM+FM+del?
PM+FM+del?
N+FM
N+FM
N+FM
N+FM

Oligonucleotideo A

CG71 | CGT70
93% 95%
86% 88%
87% 89%

100% | 100%
88% 100%
89% 89%
92% 92%
90% 90%
96% 100%

100% | 100%
86% 100%

100% 89%
93% 95%
83% 100%
83% 92%
88% 88%
89% 91%
85% 89%
89% 87%
82% 90%
93% 95%
91% 91%
86% 97%
94% 94%
84% 88%
83% 84%
81% 84%
91% 88%
90% 100%
92% 90%
92% 90%
89% 91%
84% 81%
92% 94%
87% 91%
100% 87%
75% 60%
7% 62%
94% 91%
93% 100%
93% 94%
88% 88%

CG 69
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

98%
100%
91%
100%
100%
92%
96%
95%
NF
100%
94%
99%
56%
49%
93%
100%
91%
100%

Oligonucleotideo B

CG 68 | CG 67
66% 87%
62% 86%
65% 90%
50% 89%
49% 92%
56% 89%
72% 100%
60% 90%
63% 92%
63% 100%
63% 91%
60% 90%
72% 90%
54% 91%
57% 93%
58% 83%
61% 92%
54% 91%
54% 86%
57% 100%
63% 100%
63% 92%
71% 100%
63% 91%
67% 88%
67% 89%
52% 79%
61% 89%
50% 89%
60% 88%
65% 88%
54% 91%
52% NF
53% 91%
60% 83%
44% 84%
34% 54%
30% 52%
71% 84%
78% 100%
65% 93%
50% 91%

CG 66
88%
87%

100%
93%
91%

100%
87%
92%
92%

100%
94%
91%

100%

100%
94%
81%
89%

100%
86%

100%

100%
93%

100%
92%
90%
90%
81%

100%

100%
88%
90%
91%

NF
92%
84%
89%
44%
44%
80%
93%
94%
91%

CG 65
86%
86%
84%
86%
87%
76%
88%
87%
88%
86%
87%
87%
87%
90%
89%
79%
88%
87%
81%
83%
86%
88%
85%
88%
87%
86%
71%
82%
83%
82%
83%
85%

NF
86%
7%
80%
36%
37%
76%
90%
88%
85%
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Tabela 5 — Valores de metilagdo nas CpGs referentes a borda de metilacdo na

amostra de individuos estudada (concluséo)

Registro

P668/02
P718/03
P928/04
P981/05
P1259/06
P4442/15
P237/97
P370/99

Genétipo

N+FM
N+FM+del?
N+FM
N+FM
N+FM
N+FM
N+PM+FM
N+PM+FM

Oligonucleotideo A

CG71
92%
92%
93%
88%
89%
90%
94%
93%

CG 70
91%
92%

100%
93%
100%
91%
89%
100%

CG 69
100%
100%
100%
100%
100%

93%
94%
100%

CG68 | CGo67
51% 90%
66% 93%
72% 93%
57% 92%
59% 93%
55% 88%
46% 88%
66% 90%

Oligonucleotideo B

CG 66
100%
90%
95%
100%
100%
86%
91%
93%

CG 65
86%
88%
89%
85%
89%
84%
83%
85%

Legenda: CG: CpG; FM: alelo de mutacao completa; PM: alelo de pré-mutacao; N: alelo normal; I:
alelo intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-mutacdo e mutacdo completa;
N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutagdo completa; N+PM+FM: mosaicismo de
alelos normal, pré-mutacdo e mutacdo completa; del?: possivel delecdo; del: delecdo

confirmada; NF: n&o funcionou.

Fonte: A autora, 2022.

Nas Figuras 21 e 22, podemos observar que no grupo de amostras

controles, as porcentagens de metilacdo sofreram uma reducéo a partir da CpG
70. Esse achado sugere a presenca da borda de metilagdo proposta por Naumann
e colaboradores (2009; 2014), que separa a regiao a montante da CpG 71 de uma

regido livre de metilacdo a jusante da sequéncia analisada, incluindo o promotor

do gene FMR1. No grupo de pacientes com o alelo de mutacdo completa, os

valores de metilagdo se mantiveram superiores aos do grupo controle. Isso sugere
que ha a perda dessa borda de metilagdo em individuos com mais de 200

repeticbes CGG.
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Figura 21 — Gréfico de linhas com os dados de metilacédo referentes as CpGs 65 a
71, avaliada por pirosequenciamento
Borda de Metilacao

100% .
i ——FM (n=40)
80% ——FM+del (n=4)
70% PM+FM (n=10)
— N+FM (n=10)
< 60% e N+PM+FM (n=2)
B 50%
=
= ——CT (n=18)
2 40%
= —| (n=3)
30% —PM (n=3)
20%
10%
0%

CcGm CGT0 CG69 CG 63 CG 6T CG 66 CG 65

Legenda: CG: CpG; CT: grupo controle; FM: alelo de mutagdo completa; PM: alelo de pré-mutagéo;
N: alelo normal; I: alelo intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-mutacéo e
mutacéo completa; N+FM: mosaicismo de alelos hormal e mutacdo completa; N+PM+FM:
mosaicismo de alelos normal, pré-mutacdo e mutacdo completa; del: dele¢do. Entre
parénteses, 0 numero amostral. Valores descritos como média + desvio padrdo. As
distancias entre as CpGs 71 e 70 é de 4 pb; entre as CpGs 70 e 69 é de 44 pb; entre as
CpGs 69 e 68 é de 45 pb; entre as CpGs 68 e 67 é de 22 pb; entre as CpGs 67 e 66 é de
4 pb; e entre as CpGs 66 e 65 é de 18 pb.

Fonte: A autora, 2022.



Figura 22 — Box plots com os dados de metilacdo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (continua)
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Figura 22 — Box plots com os dados de metilacéo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (continua)
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Figura 22 — Box plots com os dados de metilacéo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (continua)
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Figura 22 — Box plots com os dados de metilacéo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (continua)
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Legenda: Gréficos para cada CpG avaliada, sendo (A) CG 71, (B) CG 70, (C) CG 69, (D) CG 68, (E) CG67, (F) CG66 e (G) CG65. CG: CpG; CT: grupo
controle; FM: alelo de mutagdo completa; PM: alelo de pré-mutagéo; N: alelo normal; I: alelo intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de
pré-mutacdo e mutacdo completa; N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutacdo completa; N+PM+FM: mosaicismo de alelos normal, pré-
mutacdo e mutacdo completa. Entre parénteses, o nimero amostral. Valores descritos como média + desvio padrdo. Acima das chaves constam
os valores de p, obtidos através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952), seguida pelo pés-teste de Dunn para
multiplas comparagdes (Dunn, 1964). Diferenca estatistica obtida quando p<0,05.
Fonte: A autora, 2022.



103

Apesar dos pequenos numeros amostrais em cada subgrupo alélico, os
individuos com mosaicismos de tamanho parecem seguir 0 mesmo padrao dos
pacientes com o perfil classico de FM. Ou seja, a borda de metilagdo parece ser
perdida na presenca do mosaicismo quando um alelo FM esté presente.

Ainda, as amostras com o0 alelo pré-mutado apresentam padréo
semelhante aos controles. Esses individuos sdo avds maternos de pacientes com
SXF, mostrando que as maes desses meninos com a sindrome herdaram por via
paterna a pré-mutacao, que por sua vez deu origem a mutacdo completa na prole.
Esses homens pré-mutados ndo apresentam DI.

Além disso, um achado que chama a atencédo € a redugcdo nos niveis de
metilacdo na CpG 68. Esse padrdo acontece em todos os individuos analisados,
tanto pacientes como controles. A razdo para essa queda ainda ndo esté clara. De
acordo com o UCSC Genome Browser, ndo ha nenhuma variante de nucleotideo
anico (SNV; single nucleotide variant) proxima a essa posicdo ou elementos
repetitivos na regido, mas ha uma possivel regidao promotora para o gene FMR1
na regiao (em hg19) (UCSC Genome Browser, 2020).

Naumann e colaboradores (2009) identificaram que sequéncias do
promotor e da regido 5’ a montante do gene FMR1 completamente metiladas de
novo apresentam CpGs isoladas ndo metiladas em amostras de DNA de pacientes
com SXF. Estudos relataram que, na regido ao redor da CpG 30, algumas das
CpGs isoladas ndo metiladas coincidem com sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo (USF1 e USF2 ou NRF1) (Schwemmle et al., 1997; Pietrobono et al.,
2002). CpGs isoladas ndo metiladas também ocorrem no genoma metilado de
novo de adenovirus tipo 12 em linhagens celulares animais transformadas e
mantidas em cultura (Hochstein et al., 2007). De acordo com Naumann e
colaboradores (2009), essas CpGs isoladas ndo metiladas parecem surgir durante
a metilacdo de novo em organismos vivos, mas ndo durante a metilagao in vitro.
Isso ocorre porque uma estrutura de cromatina especifica ou a ligacdo de
proteinas pode impedir a metilagdo de novo nesses locais especificos (Naumann
et al., 2009).

Em nosso estudo, foi possivel observar a borda de metilacdo, localizada
de 650 a 800 nucleotideos e dos pares CpGs 65 a 70 a montante da regidao de
repeticbes CGG no gene FMR1, identificada por Naumann e colaboradores (2009;

2014). Essa borda é definida por uma sequéncia a montante dos dinucleotideos
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CpGs completamente metilados e um trecho a jusante desprovido de metilacdo
(Naumann et al., 2009). Além disso, a regido da borda de metilagdo é conservada
em humanos, independente da idade e da linhagem celular e esta presente na
mesma localizagao tanto em tecido fetal quanto adulto (Naumann et al., 2009). No
entanto, nos meninos com SXF, essa borda é perdida e quase todos os 88
dinucleotideos CpGs no fragmento de 2.260 pb até a regido de repeticdo estédo
metilados (Naumann et al., 2009).

Ainda ndo se sabe como as expansdes de trinucleotideos CGG no FMR1
e a perda da borda de metilagdo na regido 5 se relacionam (Naumann et al.,
2014). De acordo com Naumann e colaboradores (2009), a borda de metilacdo
possivelmente coincide com uma estrutura de cromatina especifica que, quando
desestabilizada, permite que a metilacdo se espalhe, o que acaba resultando na
metilacdo completa do promotor do gene e em seu silenciamento. Inclusive, ja
foram relatadas mudancas na estrutura da cromatina na regido do FMR1 nos
cromossomos de pacientes com SXF (Datta et al., 2011; Kumari et al., 2012; Lanni
et al., 2013). No entanto, existe a hipétese de que a metilacdo pode fluir da regido
de repeticdo expandida e atingir o promotor e a borda de metilacdo (Naumann et
al., 2014). Além disso, Colak e colaboradores (2014) relataram a formacdo de um
duplex no RNAm do FMRL1, incluindo a transcricdo da regido repetida, e a propria
repeticdo CGG, que pode estar envolvida nas etapas iniciais de silenciamento
epigenético do gene, embora possa ndo explicar a manutencdo desse
silenciamento. Mas, ainda segundo Naumann e colaboradores (2009), a
identificacdo de complexos especificos entre a sequéncia da borda e proteinas
nucleares pode fornecer alguma pista de como essa borda de metilacdo é
mantida.

O controle epigenético no gene FMR1 conta com uma complexa regulacao
transcricional, incluindo a acao de transcritos de RNA (Nobile et al., 2021). Os
transcritos de RNA nao codificante (ncRNA) sédo particularmente abundantes no
cérebro (Djebali et al., 2012). Alguns ncRNAs longos (IncRNASs) estdo envolvidos
no controle epigenético do locus de onde surgem e sua transcricdo pode ocorrer a
partir de ambas as fitas (Nobile et al., 2021). O transcrito anti-senso mais
abundante para o locus FMR1, conhecido como FMR1-AS1, é expresso em altos
niveis no cérebro de individuos nédo afetados (Lanni et al., 2013; Nobile et al.,

2021). Ele tem inicio no intron 2 do gene FMRL1 e est4 ausente em pacientes com



105

SXF, sendo superexpresso em células com a PM, exatamente como 0 transcrito
senso (Ladd et al., 2007; Lanni et al., 2013).

Um ncRNA adicional, conhecido como FMR4, também foi identificado. Ele
surge na orientacdo anti-senso em relacdo ao locus FMR1 e é particularmente
expresso no cortex frontal adulto e hipocampo (Khalil et al., 2008). Novamente, em
pacientes com SXF ndo ha transcricio do FMR4, enquanto os alelos PM
apresentam uma leve superexpressdo em relacdo aos alelos normais (Khallil et
al., 2008; Nobile et al., 2021). FMR5 e FMR6 s&o ainda dois ncRNAs adicionais
que surgem do locus FMR1 (Pastori et al., 2014). FMR5 é transcrito 1 kb a
montante do sitio de inicio da transcricdo do FMR1 na orientacdo senso, com seu
sitio de inicio de transcricdo mapeando na regido metilada a montante da borda de
metilacdo (Pastori et al., 2014; Nobile et al., 2021). Esse transcrito € expresso em
varias areas do cérebro humano de individuos ndo acometidos e portadores da
PM (Pastori et al., 2014; Nobile et al., 2021). Ja o FMR6 é transcrito da fita anti-
senso, sobrepondo-se a regido 3° UTR e aos trés ultimos exons do gene FMR1
(Pastori et al., 2014; Nobile et al., 2021). Esse transcrito € silenciado em
portadores da SXF e da PM (Pastori et al., 2014; Nobile et al., 2021).

Ainda que os transcritos anti-senso possam apresentar papéis relevantes
na regulacao epigenética da transcricdo do FMR1, suas fun¢cdes exatas ainda néo
foram esclarecidas (Nobile et al., 2021). Em outros loci, esses transcritos ndo
codificantes induzem a montagem de proteinas envolvidas na organizacdo da
heterocromatina ou direcionam o recrutamento de maquinaria para silenciar o
locus (Wang et al., 2011). Ainda, levantou-se a hipotese de que as proteinas do
grupo Polycomb (PcGs) séo direcionadas para a repeticdo CGG do gene FMR1
através de ncRNAs provenientes do proprio locus (Rinn et al., 2007; Pandey et al.,
2008). Essa hipdtese é apoiada pela evidéncia de que a maioria das proteinas
PcG tem como alvo regides ricas em GC, e com isso, as repeticdes CGG do gene
FMR1 podem ser silenciadas por esses complexos (Rinn et al., 2007; Pandey et
al., 2008; Nobile et al., 2021).

Recentemente, foi demonstrado que ncRNAs especificos se ligam a DNA
metiltransferase 1 (DNMT1) (Di Ruscio et al.,, 2013). A DNMT1 atua na
manutencao da metilagdo do DNA e apresenta maior afinidade por dinucleotideos
CpG hemimetilados do que por DNA ndo metilado (Hermann et al., 2004).

Estudos sugerem que a DNMT1 é sequestrada por RNAs que atuam como
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escudo, impedindo a metilacdo do locus (Di Ruscio et al., 2013; Nobile et al.,
2021).

Além disso, a proteina CTCF se liga a borda de metilagdo e essa
interacdo € perdida em promotores metilados nos genomas de individuos com
SXF (Lanni et al., 2013). Essa proteina pode desempenhar um papel complexo na
regulacdo da atividade do gene FMR1 (Lanni et al., 2013). Além disso, o
tratamento com agente desmetilante (5-azadC) nado restaura a ligagdo dessa
proteina ao gene FMR1 reativado (Lanni et al., 2013). Dados in silico afirmam que
uma alca de cromatina mediada por homodimeros de CTCF pode existir entre o
intron 2 e a regido da borda de metilacdo ou promotor em alelos normais e nao
metilados (Lanni et al., 2013).

De acordo com os dados obtidos por Naumann e colaboradores (2014), no
sitio de ligagao da proteina CTCF, proximo a borda de metilagdo na regidao 5’ do
gene FMR1, ha uma SNV 3,6 vezes mais frequente em genomas expandidos e
2,4 vezes mais frequente em genomas que perderam a borda de metilacéo.
Inclusive, um estudo anterior identificou 54 SNVs comuns na regido do gene
FMR1 (Brightwell et al., 2002). Além disso, dois RNAs longos ndo codificantes
foram apontados como transcritos preferencialmente na SXF e na FXTAS (Pastori
et al., 2014).

Vérios trabalhos tém investigado o significado funcional das bordas de
metilagdo de DNA no genoma humano e tém observado instabilidade dessas
bordas associada a doencas humanas especificas (Naumann et al., 2014). Castel
e colaboradores (2010) detectaram uma repeticao de trinucleotideos CTG livre de
CpG que define uma borda de metilagdo CpG anormal em tecidos de pacientes
com distrofia mioténica. Também foi relatada uma borda de metilagdo de DNA no
sitio CpG 44, definida por uma repeticdo 5 (ATAAA)1924-3’, na regido 5 a
montante do gene da glutationa S-transferase (GSTP1l) em varios tecidos
humanos, que é perdida em células de cancer de prostata (Millar et al., 2000).
Esse evento também €& acompanhado de metilacdo completa do promotor e
silenciamento do gene (Millar et al., 2000). Ja a borda de metilagdo descrita no
segmento 5’ a montante do promotor do gene da huntingtina (HTT) se mantém
estavel tanto em pacientes com a doenca de Huntington quanto em individuos

saudaveis e em ambos os alelos no cromossomo 4 (Naumann et al., 2014).
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Embora pareca haver uma relacdo entre a expansdo da regido de
repeticdo CGG e a perda da borda de metilagdo CpG na regiao 5’ a montante do
gene FMR1, ha exemplos de expansdes que devam ser apontados. Portadores de
pré-mutacao e individuos HFMs apresentam uma borda estavel, que confere uma
protecdo contra a disseminacdo da metilacdo, a inativacdo do promotor e o
fendtipo da SXF (Lani et al., 2013; Naumann et al., 2014; Tabolacci et al., 2016). A
razdo para essas divergéncias na borda de metilacdo é ainda desconhecida, mas
demonstra que expansdes de repeticdes de trinucleotideos préximas a bordas de
metilacdo podem ser compativeis com uma borda estavel e regides promotoras
nao metiladas (Naumann et al., 2014). Além disso, cabe destacar que a borda de
metilacdo ainda ndo havia sido investigada em individuos com mosaicismo de

tamanho.

3.5 Andlise de quantificacdo de metilacdo na posicdo cg22417678 por

pirosequenciamento

Durante o desenvolvimento do heatmap (Figura 20), a sonda cg22417678
chamou a nossa atencdo. De acordo com os dados, essa sonda apresenta o
padréao inverso da maioria das sondas. Nesta posi¢cdo, as amostras de pacientes
com SXF mostram niveis reduzidos de metilacdo, quando comparadas com as
amostras controles. Esse padrdo também pode ser observado no gréfico de
disperséo (Figura 23A). Considerando essa posi¢cdo como um possivel marcador
epigenético, a curva Roc realizada com esses dados mostra valores altos de
especificidade e sensibilidade (Figura 23B). Essas observacfes impulsionaram

andlises detalhadas dessa posicdo por pirosequenciamento no presente trabalho.
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Figura 23 — Distribuicdo e curva Roc com os dados de metilacdo para a sonda

€g22417678, disponiveis na literatura
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Legenda: (a) Gréafico de distribuicdo, no qual podemos observar valores de metilagdo nas amostras
de pacientes e controles. (b) Curva Roc, mostrando a possibilidade de definicdo dessa
posi¢cdo como marcador epigenético com altos valores de especificidade e sensibilidade.

Fonte: A autora, 2022.

Devido a essa observacdo no heatmap (Figura 16), a CpG referente a
sonda cg22417678 foi analisada por pirosequenciamento. Nessa analise, incluiu-
se também a CpG a jusante mais proxima para comparacao. Essa posicao se
tornou de interesse durante o desenvolvimento deste trabalho por se mostrar um
possivel marcador epigenético para a SXF e para o desenvolvimento de novas
ferramentas de diagndstico molecular da sindrome. Na Tabela 6, podemos

observar os valores de metilacao obtidos.
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Tabela 6 — Valores de metilacdo nas CpGs referentes a sonda cg22417678 e na

CpG a jusante na amostra de individuos estudada (continua)

Registro Genotipo Oligonucleotideo A
0533293%718 Posicao 2

Controle 01 N 82% 83%
Controle 02 N 80% 89%
Controle 03 N 78% 86%
Controle 04 N 82% 7%
Controle 05 N 81% 76%
Controle 06 N 82% 86%
Controle 07 N 76% 82%
Controle 08 N 83% 87%
Controle 09 N 81% 88%
Controle 10 N 83% 89%
Controle 11 N 78% 87%
Controle 12 N 7% 88%
Controle 13 N 82% 88%
Controle 14 N 82% 88%
Controle 15 N 80% 89%
Controle 16 N 81% 85%
Controle 17 N 79% 85%
Controle 18 N 87% 88%
P4257/14 | 81% 87%
P4259/14 I 80% 75%
P4468/15 I 76% 86%
P1348A/06 PM 78% NF
P3946B/16 PM 75% 86%
P4484D/16 PM 69% 87%
P076/95 FM 48% 86%
P138/96 FM 43% 85%
P248/97 FM 53% 84%
P248/02 FM 40% 88%
P312/98 FM 49% 82%
P344/98 FM 23% 87%
P400/99 FM 51% 87%
P442/99 FM 42% 87%
P457/99 FM 41% 86%
P457A/99 FM 35% 87%
P495/00 FM 45% 90%
P504/00 FM 33% 88%
P562/01 FM 40% 83%
P632/01 FM 41% 85%

P663/02

'I'I
<

38% 87%
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Tabela 6 — Valores de metilacdo nas CpGs referentes a sonda cg22417678 e na

CpG a jusante na amostra de individuos estudada (continuacao)

Registro Genotipo Oligonucleotideo A
czg;@la?%%S Posicao 2
P672/02 FM 32% 88%
P702/02 FM 40% 88%
P850/04 FM 47% 87%
P873/04 FM 39% 83%
P908/04 FM 30% 85%
P1013/05 FM 39% 83%
P1101A/05 FM 38% 88%
P1180/06 FM 35% 83%
P1201/06 FM 46% 89%
P1348/06 FM 49% 85%
P1371/07 FM 44% 88%
P1467/07 FM 43% 83%
P1628/07 FM 53% 85%
P2149/09 FM 33% 83%
pP2273/09 FM 22% 83%
P2315A/09 FM+del? 33% 87%
P3207/11 FM 20% 72%
P3274/11 FM+del? 34% 86%
P3384/11 FM 44% 85%
P3946/12 FM 61% 84%
P4101/13 FM 36% 86%
P4112/13 FM 55% 86%
P4194/14 FM 29% 82%
P4484/16 FM 33% 86%
P4644/19 FM 48% 87%
P1033/05 FM+del 29% 84%
P1234/06 FM+del 36% 87%
P1337/13 FM+del 40% 86%
P1629/07 FM+del 41% 76%
P138A/96 PM(?)+FM 54% 83%
P400A/99 PM+FM 60% 90%
P400B/11 PM+FM 51% 85%
P452/99 PM+FM 49% 88%
P1101C/05 PM+FM 56% 86%
P3199/11 PM+FM 34% 85%
P3274B/13 PM+FM 63% 86%
P3350/11 PM+FM 39% 85%
P3446/11 PM+FM+del? 51% 88%

P4121/13 PM+FM 52% 82%
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Tabela 6 — Valores de metilacdo nas CpGs referentes a sonda cg22417678 e na

CpG a jusante na amostra de individuos estudada (concluséo)

Registro Genotipo Oligonucleotideo A
0533293%718 Posicao 2
P4210/14 PM+FM+del? 81% 87%
P4210A/14 | PM+FM+del? 83% 85%
P420/99 N+FM 50% 83%
P435/99 N+FM 42% 83%
P476/00 N+FM 43% 87%
P537/00 N+FM 39% 88%
P668/02 N+FM 52% 73%
P718/03 N+FM+del? 26% 88%
P928/04 N+FM 51% 87%
P981/05 N+FM 39% 79%
P1259/06 N+FM 41% 88%
P4442/15 N+FM 43% 87%
P237/97 N+PM+FM 48% 87%
P370/99 N+PM+FM 47% 88%

Legenda: FM: alelo de mutagdo completa; PM: alelo de pré-mutacdo; N: alelo normal; I: alelo
intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-mutacdo e mutagdo completa;
N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutagdo completa; N+PM+FM: mosaicismo de
alelos normal, pré-mutacdo e mutacdo completa; del?: possivel delecdo; del: delegcédo
confirmada; NF: ndo funcionou.

Fonte: A autora, 2022.

Como podemos observar na Tabela 6, o status de metilacdo para a
segunda CpG na regido analisada no intron 2 se mostraram estaveis em todos os
grupos analisados, revelando valores entre 79 e 91%. Entretanto, os niveis de
metilacdo obtidos por pirosequenciamento para a primeira CpG, referente a sonda
€g22417678, mostraram diferencas significativas entre os grupos. Nessa posi¢ao,
0 grupo de pacientes com mais de 200 repeticbes CGG apresentou valores
inferiores ao grupo controle (p <0,0001). Além disso, assim como na regido da
borda de metilagdo, as amostras com o alelo pré-mutado apresentam padréo
semelhante aos controles, como podemos ver na Figura 24. Os grupos de
individuos com mosaicismo de tamanho incluindo um alelo de FM também

parecem seguir o mesmo padréo dos pacientes com o padréo classico da FM.
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Figura 24 — Box plot com os dados de metilacdo referentes a primeira CpG

analisada no intron 2 (sonda cg22417678)
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Legenda: CT: grupo controle; FM: alelo de mutacdo completa; PM+FM: mosaicismo de alelos de
pré-mutacdo e mutacdo completa; N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutacéo
completa; N+PM+FM: mosaicismo de alelos normal, pré-mutacéo e mutagdo completa;
Casos: grupos FM, PM+FM, N+FM e N+PM+FM somados. Entre parénteses, o nimero
amostral. Valores descritos como média + desvio padrao. Acima das chaves constam
os valores de p, obtidos através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Kruskal &
Wallis, 1952), seguida pelo pés-teste de Dunn para mdltiplas comparac¢des (Dunn,
1964). Diferenca estatistica obtida quando p<0,05.

Fonte: A autora, 2022.

Utilizando apenas os dados de metilagdo na primeira posicao para 0s

grupos controle e casos, ou seja, os grupos FM, FM+del, PM+FM, N+FM e
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N+PM+FM somados, foi realizada a curva ROC (Figura 25). Essa analise nos
mostrou um valor de corte entre os grupos em 69,5% de metilacdo, ponto esse em
que os valores de especificidade, sensibilidade e acuracia para esse marcador se
encontram em 100%. Além disso, foi observada diferenca estatistica entre todos
0S grupos analisados, inclusive entre o grupo de casos somados, quando

comparados ao grupo controle (Figura 24).

Figura 25 — Curva ROC com os dados de metilacdo referentes a primeira CpG

analisada no intron 2 (sonda cg22417678), por pirosequenciamento
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Legenda: Nessa andlise, foram incluidos apenas os dados de metilacdo referentes & primeira
posi¢éo analisada no intron 2 para 0s grupos controle e o casos somados, incluindo os
grupos FM, FM+del, PM+FM, N+FM e N+PM+FM. A curva ROC mostrou um valor de
corte em 69,5%, onde a especificidade, a sensibilidade e a acuracia do marcador
epigenético atingem 100%.

Fonte: A autora, 2022.

De acordo com o UCSC Genome Browser (em hgl9), ndo ha nenhum
elemento regulatorio ou repetitivo na regido, mas esta posicéo esta localizada em

uma regido no RNAmM que se liga a proteinas relacionadas com splicing
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alternativo. Além disso, de acordo com banco de dados GnomAD (https://gnomad.
broadinstitute.org/), ha uma variante na guanina logo a jusante da citosina
analisada. Trata-se de uma SNV de baixa frequéncia (rs183760491 G>A), sendo
identificada com uma minor allele frequency (MAF) global de 0,003. Essa variante
€ mais observada em europeus, com MAF de 0,009, enquanto que em latinos, a
MAF é de 0,001.

A metilacdo de DNA é um dos principais mecanismos epigenéticos para a
regulacdo da expressao génica (Lowdon et al., 2016). A metilacdo das CpGs nas
regides promotoras dos genes recebeu mais atencéo, pois na maioria das vezes
estd associada ao silenciamento transcricional, seja diretamente, bloqueando o
acesso de fatores de transcrigdo, ou indiretamente, recrutando outras proteinas
com dominio de ligacdo a grupamentos metil (Moore et al., 2013; Anastasiadi et
al., 2018). llhas CpGs que geralmente permanecem ndo metiladas, se sobrepdem
aos promotores de genes e estdo associadas a regulacdo da transcricdo génica
(Nlingworth & Bird, 2009; Straussman et al., 2009). Estudos recentes revelam que
a metilacdo da regido a jusante do local do inicio da transcricdo € também
altamente informativa da expressao génica e, além dos promotores, os enhancers
(ou seja, intensificadores) também se ligam aos fatores de transcri¢do, interagem
com o promotor e exibem hipometilacdo durante o desenvolvimento (Bogdanovi¢
et al., 2016; Anastasiadi et al., 2018).

Além disso, estudos mostraram diferencas nos niveis de metilacao entre o
primeiro e o restante dos exons e sugerem que 0s niveis de expressao génica
sejam melhor inversamente correlacionados com a metilacdo do primeiro exon do
gue com o promotor (Brenet et al., 2011). Ainda, foi demonstrada uma correlagéo
positiva entre a metilagdo do corpo génico e a expressao génica (Ball et al., 2009).
Esses estudos sugerem que a metilacio de DNA de elementos distais ou
intragénicos com diferentes graus de densidade de CpGs estejam envolvidos na
regulacéo da expressao génica e que essa metilacdo desempenhe papéis duplos,
seja inibindo ou permitindo a expressao, dependendo da regido gendmica
(Anastasiadi et al., 2018).

Alisch e colaboradores (2013) analisaram nove pacientes com SXF e 53
controles saudaveis, usando Infinium HumanMethylation450 BeadChips. Os
autores mostraram uma hipermetilagéo importante associada a SXF em toda a ilha

CpG que abrange a regiao 5 UTR do gene FMR1, sugerindo que algumas dessas
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posicdes CpGs, cujo perfil de metilacédo é distinto poderiam melhorar os métodos
diagnosticos atuais (Alisch et al., 2013). Ainda, Alisch et al (2013) revelaram que
essa metilagéo esta significativamente diminuida em uma CpG no corpo do gene e
€ consistente com trabalhos anteriores indicando que a hipermetilagdo do corpo
do gene esta associada a expressao génica ativa (Hellman & Chess, 2007; Alisch
et al.,, 2013). Os dados de Alisch et al (2013) foram incluidos na analise de
heatmap realizada neste estudo e a posi¢cdo CpG no corpo do gene relatada pelos
autores foi analisada por pirosequenciamento em nosso trabalho.

Ademais, Godler e colaboradores (2010) relataram a ocorréncia de duas
regides reconhecidas como marcadores epigenéticos na SXF, nomeadas de
Elemento Epigenético Relacionado ao X-Fragil 1 e 2 (FREE1 e FREE?2). Essas
regides estdo localizadas ao redor da repeticio CGG (Godler et al., 2010;
Pietrobono et al., 2002), sendo a regido FREEL a cerca de 400 pb a montante das
repeticbes CGG (Godler et al.,, 2011). Embora a ilha CpG esteja localizada na
regido 5’ nao traduzida do gene, a regido FREEZ2 esta na porgcao traduzida que
segue o0 ATG no exon 1, o que qualifica a FREE2 como uma regido intragénica
entre 0 exon 1 e o intron 1 do FMR1 (Godler et al., 2012). A metilacdo de ambas
as regides FREE foi correlacionada com a da ilha CpG no FMR1 e negativamente
relacionada com a expressao da proteina FMRP em amostras sanguineas de
homens HFMs (Godler et al., 2010). Com isso, Godler e colaboradores (2010)
sugerem que o padrdo de metilacdo na regido FREE1 poderia ser usado para
diferenciar homens e mulheres com SXF e controles.

Além disso, vale destacar que o pequeno numero amostral de alguns
subgrupos até o momento pode ser o responsavel por algumas das observacées
neste estudo. Ainda assim, sdo resultados promissores e podem estimular o
desenvolvimento de uma nova metodologia de diagndstico molecular menos
custosa e/ou mais informativa do que as atuais. Visto que, muitos ensaios
realizados para determinar casos de SXF sdo baseados em enzimas sensiveis a
metilacdo (como BssHII, Eagl, Nrul ou Sacll) que nao clivam amostras de DNA de
portadores da SXF, pois clivam apenas amostras sem metilagdo na regido de
repeticbes CGG (Rousseau et al., 1991; Hayward et al., 2017). Portanto, essas
metodologias podem estar sujeitas a falhas no processo de digestdo enzimatica.
Ao desenhar um ensaio baseado em uma posi¢cdo que se encontra ndo metilada

em pacientes com SXF, haveria maior seguranga nas analises.
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3.6 Caso P4210/14

Um casos de gémeos monozigéticos com SXF em especifico nos chamou
bastante a atencdo. Ambos os meninos apresentaram o perfil mosaico PM+FM na
metodologia de TRP-PCR . No entanto, o alelo de mutacdo completa mostrou um
padrao em formato de “onda” no eletroferograma (Figura 26). O caso P4210/14
(gémeo 1) apresentou uma pré-mutacdo com 181 CGGs parcialmente metilada
(54% de metilacdo) e uma mutacdo completa ndo metilada (0% de metilacdo),
enguanto seu irmao P4210A/14 (gémeo 2) apresentou uma pré-mutacédo também
com 181 CGGs completamente metilada e uma mutacdo completa ndo metilada
(1% de metilacao).

Além disso, foi coletado e analisado também o DNA da mae desses
meninos (P4210B/14) e pode ser observado que ela apresenta um alelo normal
com 29 CGGs e uma pré-mutacdo com 84 CGGs, ambos parcialmente metilados
(56% e 67% de metilagao, respectivamente) (Figura 26).

Esse ensaio foi repetido e obtivemos resultados semelhantes. Esses
resultados foram discutidos com a assisténcia cientifica da empresa revendedora
do kit, mas ndo se chegou a uma conclusdo de interpretacdo biolégica. Esse

achado ainda néo foi relatado na literatura e requer maiores investigacoes.
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Figura 26 — Resultados da amplificacdo com o kit AmplideX® FMR1 mPCR de amostras de DNA da familia P4210/14,

ilustrando o padrdo “onda” observado na faixa de mutacdo completa nos meninos (continua)
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Figura 26 — Resultados da amplificacdo com o kit AmplideX® FMR1 mPCR de amostras de DNA da familia P4210/14,

ilustrando o padrdo onda observado na faixa de mutacdo completa nos meninos (continuacao)
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Figura 26 — Resultados da amplificacdo com o kit AmplideX® FMR1 mPCR de amostras de DNA da familia P4210/14,

ilustrando o padrdo onda observado na faixa de mutacdo completa nos meninos (concluséo)
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Legenda: Eletroferogramas referentes aos pacientes gémeos (A) P4210/14, que apresenta um pico baixo de pré-mutagdo (181 CGGs) parcialmente
metilada (54% de metilacdo) e um padrdo onda na faixa de mutacdo completa (>200 CGGs) ndo metilada (0% de metilagdo) e (B)
P4210A/14, portador de um pico baixo de pré-mutacéo (181 CGGs) completamente metilada (100% de metilagdo) e um padrdo onda na
faixa de mutagdo completa (>200 CGGs) ndo metilada (1% de metilagdo). Além disso, podemos observar a presencga de um alelo normal
(29 CGGs) e uma pré-mutacgdo (84 CGGs) ambos parcialmente metilados (56% e 67% de metilacao) em sua mae (C) P4210B/14. Dig e
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namero de repeticdes é visualizado em FAM e a porcentagem de metilacdo € acessada em HEX.

Fonte: A autora, 2022.
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Além disso, foi analisada a borda de metilacdo dos gémeos e os valores
de metilacdo dessa regido sofrem uma reducéo a partir da CG 70, 0 que sugere a
presenca da borda como nos controles (Figuras 27 e 28). Ainda, foi analisada a
posicdo de interesse no intron 2 e podemos observar um status de metilagéo
elevado, podendo ser também comparado aos controles (Figura 29). Embora esse
achado seja divergente dos demais pacientes acometidos pela SXF, condiz com a
auséncia de metilacdo nas repeticdes, como ocorre nos controles, mesmo na
presenca do fenotipo da SXF em ambos os gémeos.

Figura 27 — Gréfico de linhas com os dados de metilacao referentes as CpGs 65 a
71, avaliada por pirosequenciamento

Borda de Metilacao

100% e P (=410}
90% s P+ ] (=4
20% PM+FM (n=10)
% N+FM (n=10)

—_ —N+PM+FM (n=2)

= 60%

E 50%

_L'}' —CT (n=18)

= 0% —1(n=3)

30% —PM (n=3)
20%
Gémeos P4210/14
10% (n=2)
0%

CGT1 CGTO CGE9 CG 68 CG 67 CG 66 CG 65

Legenda: CG: CpG; FM: alelo de mutacao completa; PM: alelo de pré-mutacéo; N: alelo normal; I
alelo intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-mutacdo e mutacdo completa;
N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutacdo completa; N+PM+FM: mosaicismo de
alelos normal, pré-mutacdo e mutacdo completa; del: delecdo confirmada; Entre
parénteses, o nimero amostral. Valores descritos como média + desvio padréo.

Fonte: A autora, 2022.
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Figura 28 — Box plots com os dados de metilacdo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (continua)
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Figura 28 — Box plots com os dados de metilacéo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (continuacéo)
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Figura 28 — Box plots com os dados de metilacéo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (continuacéo)
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Figura 28 — Box plots com os dados de metilacéo referentes as CpGs 65 a 71, avaliada por pirosequenciamento (conclusao)
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Legenda: Gréficos para cada CpG avaliada, sendo (A) CG 71, (B) CG 70, (C) CG 69, (D) CG 68, (E) CG67, (F) CG66 e (G) CG65. CG: CpG; CT: grupo
controle; FM: alelo de mutag@o completa; PM: alelo de pré-mutagéo; N: alelo normal; I: alelo intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-
mutacao e mutagdo completa; N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutagdo completa; N+PM+FM: mosaicismo de alelos normal, pré-mutacao e
mutacao completa. Entre parénteses, o nimero amostral. Valores descritos como média + desvio padrdo. Acima das chaves constam os valores de
p, obtidos através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952), seguida pelo pés-teste de Dunn para mdltiplas
comparacdes (Dunn, 1964). Diferenca estatistica obtida quando p<0,05.
Fonte: A autora, 2022.



125

Figura 29 — Box Plot com os dados de metilacdo referentes a primeira CpG

analisada no intron 2, por pirosequenciamento, incluindo os casos
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Legenda: FM: alelo de mutagdo completa; PM: alelo de pré-mutacdo; N: alelo normal; I: alelo
intermediario; PM+FM: mosaicismo de alelos de pré-mutacdo e mutacdo completa;
N+FM: mosaicismo de alelos normal e mutacdo completa; N+PM+FM: mosaicismo de
alelos normal, pré-mutacdo e mutagcdo completa; del?: possivel delecdo; Entre
parénteses, o numero amostral. Valores descritos como média + desvio padrdo. Acima
das chaves constam os valores de p, obtidos através do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952), seguida pelo pos-teste de Dunn para multiplas
comparacgdes (Dunn, 1964). Diferenca estatistica obtida quando p<0,05.

Fonte: A autora, 2022.

Devido aos padrdes atipicos observados em todas as metodologias
testadas, as analises de curva ROC apresentadas na Figura 25 ndo contam com
os dados de metilacdo referentes aos gémeos P4210/14. Como podemos
observar na Figura 30, a inclusdo do caso dos gémeos nas analises gera uma leve
reducdo nos valores de sensibilidade para 97,06% e de acuracia para 98%.

Entretanto, o fato deles ndo apresentarem uma mutacdo completa hipermetilada,
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como é o esperado para os pacientes com SXF, leva a acreditar que o diagndstico
por metilacdo ndo seja o indicado para esse caso. Com isso, 0 caso segue com
inconclusdo nos resultados das analises moleculares e requer maiores
investigagBes para somar ao que ja foi observado até o momento. Esse achado
pode representar uma limitagdo para o diagndstico molecular por metilacéo, assim

como alerta para a importancia na melhor caracterizacao de casos atipicos.

Figura 30 — Curva ROC com os dados de metilacdo referentes a primeira CpG
analisada no intron 2 (sonda cg22417678), por pirosequenciamento, incluindo os
casos P4210/14
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Legenda: Nessa andlise, foram incluidos apenas os dados de metilacdo referentes a primeira
posicdo analisada no intron 2 para os grupos controle e o casos somados, incluindo os
grupos FM, FM+del, PM+FM, N+FM e N+PM+FM e os gémeos P4210/14. A curva ROC
mostrou um valor de corte em 69,5%, onde a sensibilidade, a especificidade e a acuracia

do marcador epigenético atingem 100%, 97% e 98%, respectivamente.
Fonte: A autora, 2022.

Além dos gémeos P4210/14, apenas mais um paciente apresentou um
padrao nesse formato inesperado no eletroferograma da reacdo de TRP-PCR,
utilizando o kit AmplideX® FMR1 mPCR. O probando P537/00 apresentou uma
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mutacdo completa completamente metilada em formato de “onda” (Figura 31).
Entretanto, os resultados das reacdes de pirosequenciamento da regido da borda
de metilacdo e da posigdo de interesse no intron 2 (sonda cg22417678) referentes
a amostra deste individuo ndo foram distintos dos resultados para os demais

pacientes com mutacdo completa hipermetilada (Tabelas 5 e 6).
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Figura 31 — Resultados da amplificagdo com o kit AmplideX® FMR1 mPCR de amostras de DNA do probando P537/00,

ilustrando o padrdo onda observado na faixa de mutacdo completa (continua)
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Figura 31 — Resultados da amplificagdo com o kit AmplideX® FMR1 mPCR de amostras de DNA do probando P537/00,

ilustrando o padrdo onda observado na faixa de mutacdo completa (concluséo)
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Legenda: Eletroferogramas referentes ao paciente P537/00, que apresenta (A) um padrdo onda na faixa de mutacdo completa (>200 CGGs)
completamente metilada (87% de metilacdo), acompanhado (B) de um possivel alelo na faixa normal parcialmente metilado (78%). Aqui
(B) podemos observar que, embora o fragmento referente & mutagdo completa tenha amplificado com pico mais baixo, possivelmente
devido a competicdo entre os alelos na amplificacdo, o padrdo onda apareceu no quadro de leitura referente ao corante ROX (verde).
Além disso, podemos observar também que o alelo normal pode ter apresentado alta porcentagem de metilagdo devido ao baixo
rendimento da reacéo. Dig e Dig_g: controle de digestdo; Ref e Ref_g: controle de referéncia; NOR e NOR_g: alelo normal; INT e
INT_g: alelo intermediario; PM e PM_g: alelo de pré-mutacdo; FM e FM_g: alelo de mutagdo completa. A reagdo de digestdo é
amplificada com oligonucleotideos marcados com corante HEX (verde), enquanto a reagdo controle com oligonucleotideos marcados
com FAM (azul). Dessa forma, o nimero de repeticdes é visualizado em FAM e a porcentagem de metilagao é acessada em HEX.

Fonte: A autora, 2022.
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Embora bastante raro, casos como o dos gémeos P4210/14 foram
relatados na literatura nos ultimos anos. Em 2018, Fernandez e colaboradores
relataram dois casos atipicos, envolvendo mosaicismo de tamanho e de metilagéo.
O caso 1 é um menino de 10 anos com hiperatividade e sinais de déficit de
atencdo e aprendizado (Fernandez et al., 2018). Ele apresentou, através de
Southern blotting de DNA extraido de sangue periférico, uma mutacdo completa
ndo metilada e pré-mutacfes metilada e ndo metilada (Fernandez et al., 2018). Ja
a PCR de metilagdo (mMPCR) em DNA de leucdcitos mostrou uma pré-mutacéo de
170 CGGs completamente metilada (100% de metilagdo), uma pré-mutacdo de
193 CGGs nao metilada (3% de metilacdo) e uma mutacdo completa ndo metilada
(8% de metilacdo) (Fernandez et al., 2018). Ja o caso FXS 2, com fendtipo claro
de SXF, apresentou, também através de PCR de metilacdo (mPCR) em DNA
extraido de amostra oral, uma pré-mutacédo de 135 CGGs completamente metilada
(100% de metilacdo) e uma mutacdo completa parcialmente metilada (44% de
metilagéo), embora esse achado nédo tenha sido observado em amostras de outros
tecidos do paciente (Fernandez et al., 2018).

Outro caso semelhante foi relatado por Hayward e colaboradores (2019).
Os autores identificaram um mosaicismo de tamanho, envolvendo duas pré-
mutacBes de aproximadamente 165 e 175 CGGs, ambas metiladas, além de uma
mutacdo completa ndo metilada, em um homem de 20 anos, diagnosticado com
SXF através de Southern blotting (Hayward et al., 2019). O mosaicismo foi
acessado através de PCR de DNA gendmico, extraido de amostra de saliva e de
sangue, pré-digerido com enzima sensivel a metilacdo (Hpall) (Hayward et al.,
2019).

O mecanismo que leva a instabilidade na expansao das repeticbes CGG
ainda nao esta claro (Jiraanont et al.,, 2017). Entretanto, a existéncia de perfis
atipicos, como 0s mosaicismos descritos nos ultimos anos, sugerem que
variacdes genéticas e epigenéticas no gene FMR1 podem estar altamente
relacionadas com o0 compromentimento cognitivo em distarbios do
neurodesenvolvimento (Fernandez et al., 2018). Além disso, esses casos ainda
destacam a importancia da investigacdo molecular em pacientes com
comprometimento cognitivo através de uma combinagdo de abordagens

metodolégicas para garantir que esses perfis atipicos ndo sejam
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subdiagnosticados e potencialmente perdidos pelos testes de rotina para SXF
(Goncalves et al., 2016; Jiraanont et al., 2017).

Em experimentos com CRISPR-Cas9, todo o trecho da repeticdo CGG foi
deletado em células-tronco, mas a metilacdo ndo foi perdida em todas as
linhagens celulares e foi sugerido que, em células que se dividem de forma
relativamente mais lenta, a metilacdo é mais provavel de ser mantida (Xie et al.,
2016; Hayward et al., 2019). Esse efeito pode ser aumentado em células
diferenciadas onde a desmetilagdo de DNA ativo ndo é tao eficaz e a metilacao é
entdo mais provavel de ser transmitida para as células adiante (Hayward et al.,
2019). Assim, Hayward e colaboradores (2019) propuseram uma interpretacéo
para esse perfil atipico em que o paciente tenha herdado um alelo de FM que s6
se tornou metilado em um subconjunto de células embrionarias e, entdo, em
algum ponto no inicio do desenvolvimento, a contracdo do alelo de FM metilado
gerou os dois alelos de PM diferentes. Dessa forma, esses alelos permaneceram
metilados e, com isso, ndo seriam propensos a expansao adicional, enquanto os
alelos de FM nao metilados mantiveram a propenséo a serem instaveis (Hayward
et al., 2019). Ainda, pode ser que os alelos de PM metilados contribuam
significativamente para o quadro clinico do paciente (Hayward et al., 2019).

Além dos gémeos P4210/14 serem interessantes casos adicionais a lista
de achados atipicos na SXF, eles podem ter importantes implicacdes diagndsticas
e terapéuticas. A estratégia farmacéutica de restauracdo da atividade do gene
FMR1 tem como alvo modificacbes potencialmente reversiveis, como a metilacao
de DNA (Bar-Nur et al., 2012). Entretanto, como esses tratamentos sdo baseados
na reversao do silenciamento da mutacdo completa hipermetilada, casos de SXF
atipicos, como o P4210/14, ndo estariam sendo atendidos por esses tratamentos e
o tratamento voltado para agentes desmetilantes poderia ndo obter os mesmos
efeitos nesses individuos. Assim, a determinacdo dos perfis atipicos se torna

também importante nesses casos para o direcionamento terapéutico.
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CONCLUSOES

a) A partir da analise por TRP-PCR dos 101 individuos deste estudo, a
FM foi confirmada em 53 deles (52,5%). Em 28 meninos (27,7%), foi
identificado mosaicismo de tamanho, sendo 16 pacientes (15,8%) com
PM+FM, 9 (8,9%) com N+FM e trés portadores (3%) de N+PM+FM. Em um
paciente com N+FM foi possivel caracterizar uma delecéo de 38 pb proxima

as repeticbes CGG, contendo microhomologia de 10 pb nos pontos de quebra;

b) A partir do heatmap gerado a partir de dados de bancos de dados publicos
envolvendo sondas para CpGs metiladas no gene FMR1, observamos niveis
de metilacdo aumentados na maioria das sondas em casos com SXF, se
comparados aos controles, corroborando a literatura. Mas, estes dados nédo
confirmaram a existéncia da borda de metilacdo relatada por Naumann et al
(2009, 2014);

c) A analise por pirosequenciamento da regido da borda de metilacdo mostrou
valores reduzidos a partir da CpG 70 nas amostras controles, ratificando a
presenca da borda de metilagdo proposta. J4 no grupo de casos, os valores
de metilacdo se mantiveram superiores, 0 que sugere a perda da borda

nesses individuos;

d) O heatmap mostrou que a sonda cg22417678, no intron 2, apresentou o
padrdo inverso das demais. Através da andlise por pirosequenciamento dessa
CpG, os casos mostraram valores de metilacdo inferiores aos controles com
diferenca significativa entre os grupos (p < 0,0001). Esse marcador apresentou
um valor de corte em 69,5% de metilacgdo, com altos valores de

especificidade, sensibilidade e acuracia;

e) Esses resultados sédo promissores e podem estimular o desenvolvimento de
uma nova metodologia de diagnostico molecular, complementando as

metodologias atualmente disponiveis.
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APENDICE A - Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e familiares incluidos nesse estudo (continua)

. . ldade _ Southern PCR de PCR* PCR* AmplideX®
N° Registro Procedéncia Cariétipo HF . ; Eletroforese Eletroforese (Alelo / n°CGG/ Obs
(anos) Blotting rotina . o a
em agarose Capilar Metilagdo)
1 PO76/95 HUPE/UERJ 7 46Xy F Rasto6.5-7.2 NF FM / >200 CGG / HMe
+ rastro 7,5-8,0
2 | P138/96 |IFF/FIOCRUZ 13 46,XY F 5,8+6,6+7,1 NF FM />200 CGG / HMe
Rastro PM (?)/ 62 CGG / PMe ~
3 P138A/96 IFF/FIOCRUZ 26 Xf+ F 6,0+6,6 350-400pb EM / >200 CGG / HMe Irméo de P138/96
4 | P141/95 | IFF/FIOCRUZ 17 46,XY F 5,8+6,9 NF N&o Funcionou
5 | P162/96 | IFF/FIOCRUZ 8 46,XY F 6,5+7,3
6 | P176/96 |IFF/FIOCRUZ 25 46,XY Xf+ | F 6,3+7,3 N&o Funcionou
N (?)/ 39 CGG / PMe .
7 P237/97 IPPMG/UFR] 9  46XY X+ F 6,3 NF PM/ 64 CGG / NMe NigoAg"i’)'(fz)é(?\i
FM />200 CGG/PMe =P
P248/97 | IFF/FIOCRUZ 13 46,XY F 5,9 Positivo NF FM />200 CGG / HMe
P248/02 @ HUPE/UERJ 3 46,XY [25] F Positivo FM />200 CGG Primo de P248/97
10| P290/98 |IFF/FIOCRUZ 13 46,XY E 6,4 NF N&o Funcionou
11| P312/98 HMJESUS 11 46,XY E 6,1 NF FM/>200CGG/ HMe
12 | P344/98 | HUPE/UERJ 2 46,XY E 6,0+6,6 NF FM />200 CGG / HMe
13 | P369A/99 UFRJ 11 NI F Positivo Irméo de P369/99
~300pb N /30 CGG/PMe .
14 P370/99  UFRJ 15  46XYXi- F  60+66 ~a00pb | N/29CGG | pyiisocaa /NMe | N0 Amplidex®,
PM/ 58 CGG pico baixo de FM
~500pb FM(?)
15| P400/99 | IFF/FIOCRUZ 11 46,XY F 6,3 NF FM / >200 CGG / HMe
PM / 119 PM /93 CGG / HMe
16 | P400A/99 | IFF/FIOCRUZ 8 NI F 6,2+6,5 ~600pb CGG PM /122 CGG/NMe | Paciente falecido
FM />200 CGG / HMe
17 | P400B/11 | HUPE/UERJ 9 NI F Positivo NF PM + FM Primo de P400/99
HUPE/UERJ PM /102 CGG/PMe No AmplideX®,
18| P405/99 UFRJ 9 NI F 58 FM /> 200CGG / HMe 78% digestéo
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APENDICE A - Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e familiares incluidos nesse estudo (continuag&o)

NO

19

20

21

22

23

24
25
26

27

28

29

30

31

32

Registro

P420/99

P423/99

P435/99
P442/99

P443/00

P452/99
P457/99

P457A/99

P495/00

P476/00

P504/00

P537/00

P562/01

P583/01

Procedéncia

HUPE/UERJ

IFF/FIOCRUZ

IFF/FIOCRUZ
ND

CEPUERJ

IFF/FIOCRUZ
HUPE/UERJ
HUPE/UERJ

CEPUERJ
Dra Raquel

Dr Ricardo
CEPUERJ

IFF/FIOCRUZ

HUGG/UNIRIO

PAM
Dra Ruth Rissin
CEPUERJ

HMJesus

Idade

(ano

7

10

ND

ND

11
11

15

19

s)

Cariétipo HF
46,XY F
NI F
46,XY F
ND ND
ND ND
46,XY Xf- | E
46,XY F
NI F

NI F
Xf+ F

NI F
46,XY E
NI F

NI F

Southern
Blotting

5,8

5,8

6,8
6,4
7,2

6,0
6,2+6,5+7,2

6,4
6,1

7,0

5,8

5,8+7,5

5,8

PCR de
rotina

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

PCR*

Eletroforese Eletroforese

€m agarose

NF

NF

~300pb
~500pb

~300pb

Rastro
300-400pb

NF

NF
Rastro
250-350phb
Rastro
300-400phb
~300pb
~500 pb

Rastro
300-400pb
~800pb
~1500pb

NF

PCR*

Capilar

N /29 CGG

N /26 CGG

N /31 CGG

N /28 CGG

N /23 CGG
/48 CGG
PM/144CGG

AmplideX®
(Alelo / n° CGG /
Metilacéo)

N /31 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

PM /164 CGG / HMe
PM /191 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

N /29 CGG /PMe
FM />200 CGG / PMe

FM />200CGG/ NMe

FM / >200CGG/ HMe

PM /70 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

N /29 CGG /NMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

N(?) / 34 CGG / PMe
FM / >200CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

FM /> 200CGG / HMe

Obs

No AmplideX®,
picos baixos

No AmplideX®,
pico baixo de FM

Primo de P457/99

No AmplideX®,
55% de digestéo

No AmplideX®,
picos baixos de N e
padrdo onda na FM

No AmplideX®,
77% de digestédo



APENDICE A - Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e familiares incluidos nesse estudo (continuag&o)

NO

33

34

35
36
37

38

39

40

41
42
43

44

45
46
47

48
49

Idade

Registro Procedéncia (anos Cariétipo HF

APABB
P607/01 Dra Ruth
Rissin

P616/01 CEPUERJ
P632/01 | HUPE/UERJ
P663/02 CEPUERJ
P668/02 CEPUERJ

IPPMG/UFRJ
P672/02 CEPUERJ
P702/02 HUGG/UNIRIO
P718/03 | IPPMG/UFRJ
P850/04 | IFF/FIOCRUZ
P873/04 HUPE/UERJ

HUPE/ UERJ
P908/04 CEPUERJ
P928/04 = HUPE/UERJ
P981/05 | HUPE/UERJ
P1013/05 HUPE/UERJ
P1033/05 HUPE/UERJ
P1090/05 HUPE/UERJ
P1101/05 IPPMG/UFRJ

)
22

ND

16
ND
ND

13

24

16
ND

46,XY [30] F
ND ND
46,XY [25] NI
46,XY ND
ND ND
NI E
46,XY Xf+
[30]
NI F
ND ND
46,XY Xf+ F
NI E
46XY E
NI F
NI F
ND E
NI F
ND F

Southern
Blotting

6,4

3,9+4,0+7,2
+7,9+8,9

5,8
6,8
8

8

PCR de
rotina

Positivo

Positivo
Positivo

Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Del
~396 pb

Positivo

Positivo

PCR* PCR*
Eletroforese Eletroforese
em agarose Capilar

Rastro /51 CGG

300-500pb FM /252 CGG
<350pb PM /59 CGG
NF
NF
NF
FM /236 CGG
Rastro ' ey1/ 245 CGG
~300pb PM /146 CGG
~500pb FM/ 325 CGG
Rastro N /26 CGG
300-500pb ' PM /199 CGG
NF
~1500pb
~2000pb
Rastro
NF
NF

AmplideX®
(Alelo / n° CGG /
Metilac&o)

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / PMe
FM />200 CGG / HMe

FM / >200 CGG / HMe
FM / >200 CGG / HMe
N(?) / 31 CGG / NMe

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe

N(?) / 31 CGG / NMe
FM / >200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

N(?) / 29 CGG / PMe
FM / >200 CGG / HMe
N/21 CGG / NMe
FM / >200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe

Nao Funcionou

Nao Funcionou

Obs

No AmplideX®,
48% digestao

Possivel delecéo

na rotina
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APENDICE A - Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e familiares incluidos nesse estudo (continuag&o)

ND

50
51

52
53
54

55

56
57

58
59

60

61

62
63
64

65

Registro

P1101A/05

P1101C/05

P1103/05
P1113/05
P1135/06

P1180/06

P1201/06
P1234/06

P1259/06
P1337/13

P1348/06

P1348A/06

P1371/07
P1467/07
P1513/07

P1594/07

Procedéncia

IPPMG/UFRJ
IPPMG/UFRJ

IFF/FIOCRUZ
HUPE/UERJ
CEPUERJ

HUGG/UNIRIO

CEPUERJ
IPPMG/UFRJ

IFF/FIOCRUZ
IPPMG/UFRJ

IFF/FIOCRUZ

IFF/FIOCRUZ

CEPUERJ
HUPE/UERJ
CEPUERJ

IPPMG/UFRJ

Idade
(anos)

ND
ND

13
15
ND

4

ND
9

9
5

56

ND
6

9

Cariétipo
ND

ND

46,XY [20]
NI
46,XY

46,XY

46,XY
ND

NI
46,XY

NI

NI

ND
NI
ND

46,XY Xf-

HE PCR de
rotina
F Positivo
F
E Positivo
F
ND Positivo
F Positivo
ND Positivo
E Del 123 pb
F Positivo
E Del~72pb
F Positivo
NI
ND Positivo
F Positivo
F Del 1042pb
F Positivo

PCR* PCR*
Eletroforese Eletroforese
em agarose Capilar

NF
NF
NF

~300pb N /38 CGG

N /27 CGG

N /29 CGG

N /35 CGG

~550pb by /56 CGG

PM /86 CGG

PM /92 CGG

PM /106
~550pb CGG
NF

~300pb N /29 CGG

N /29 CGG

~300pb N /35 CGG

/50 CGG

AmplideX®
(Alelo/ n°CGG/
Metilacéo)

FM />200 CGG / HMe

PM /117 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

Nao Funcionou
Nao Funcionou
Nao Funcionou

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

N /39 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

PM /111 CGG

FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

Obs

Irméao de P1101/05
Irmao de P1101/05

No AmplideX®, 72% de
digestao

Avd materno de

P1348/06. Nao apresenta

distarbio neuroldgico.
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APENDICE A - Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e familiares incluidos nesse estudo (continuag&o)

NO

66

67
68

69
70
71

72
73
74

75
76
77
78
79

80

81

82
83

Registro

P1628/07

P1629/07
P1664/07

P1975/08
P2115/09
P2149/09

P2273/09
P2315/09
P2315A/09

P2551/10
P2773/10
P3199/11
P3207/11
P3231/11

P3274/11

P3274B/13

P3350/11
P3384/11

Procedéncia

HGBonsucesso

IFF/FIOCRUZ

IFF/FIOCRUZ

UNIGRANRIO /
CEPUERJ

IFF/FIOCRUZ
UNIGRANRIO

IFF/FIOCRUZ
IFF/FIOCRUZ
HUGG/UNIRIO

CEPUERJ
M.Publico
IPPMG/UFRJ
IPPMG/UFRJ

HGBonsucesso

UNIGRANRIO

HUGG/UNIRIO

IFF/FIOCRUZ
HUPE/UERJ

Idade

13

18

11

15

15
15

ND
11

12

12

29

3
9

Cariétipo

NI

ND
NI

NI
NI
NI

NI
NI
NI

ND

NI
46,XY Xf+

NI

NI

46,XY

NI

NI
NI

HF

PCR de
rotina

Positivo

Del 93 pb
Positivo

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo
Positivo
Del?

Positivo

Positivo

Positivo
Inconclusivo

Inconclusivo

Inconclusivo

Positivo

Positivo

Inconclusivo

PCR* PCR*
Eletroforese Eletroforese
em agarose Capilar

~300pb N /29 CGG

Rastro PM /100 CGG

500-600pb | PM 117 CGG
NF
NF
NF
NF
~1000pb
NF
~600pb PM /143 CGG
~900pb FM /239 CGG
NF
Rastro
300-400pb /49 CGG
~1500pb
~400pb PM /56 CGG
~500pb PM /97 CGG
PM/ 117CGG
~650pb ' b\ 133CGG

AmplideX®
(Alelo / n° CGG /
Metilac&o)

FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

Nao Funcionou

PM /116 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

Nao Funcionou
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

PM /140 CGG / PMe
PM /159 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe
PM /147 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe

PM /59 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

PM /58 CGG / NMe
PM /99 CGG / NMe
FM / >200 CGG / HMe
PM /138 CGG / NMe
FM />200 CGG / HMe

FM />200 CGG / HMe

Obs

No AmplideX®, 69% de

digestédo

Gémeo de P2315A/09
Gémeo de P2315/09

No AmplideX®, pico
baixo de N

Possivel dele¢éo no

ensaio de PCR de rotina

Irméo de P3274/11. No
AmplideX®, pico baixo
de FM
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APENDICE A - Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e familiares incluidos nesse estudo (continuag&o)

NO

84

85
86

87

88

89
90
91

92

93

94
95

96

97

Registro

P3446/11

P3459/11
P3946/12

P3946B/16

P4055/13

P4093/13
P4101/13
P4112/13

P4121/13

P4181/13

P4183/13
P4194/14

P4210/14

P4210A/14

Procedéncia

UNIGRANRIO

HUPE/UERJ
HUPE/UERJ

HUPE/UERJ

IFF/FIOCRUZ

IFF/FIOCRUZ
HUPE/UERJ
HUGG/UNIRIO

HUGG/UNIRIO

IFF/FIOCRUZ

HUPE/UERJ
UNIGRANRIO

IEDE

IEDE

Idade

(ano

9

4
7

73

14
17

13

11

s)

Cariétipo HF
NI NI
NI E
NI E
NI E
NI F
46,XY [20] F
NI E
NI F
46,XY [20] | F
46,XY [20] | F
46,XY Xf- F
[100]
NI E
46,XY [22] F
46,XY [22] F

PCR de
rotina

Inconclusivo

Positivo
Positivo

Del?

|
Del?

Inconclusivo

Inconclusivo

Positivo

Positivo

Positivo

Obs

Possivel delecéo na rotina

AvOd materno de P3946/12.
No AmplideX®, digestéo e
referéncia nao funcionaram

Possivel delecdo na rotina

Possivel delecéo na rotina

No AmplideX®, padrao

PM(?) / 182CGG / PMe | onda e pico alto préximo a

PCR* PCR* AmplideX®
Eletroforese Eletroforese (Alelo/ n°CGG/
em agarose Capilar Metilagdo)

—~4000b PM /80 CGG / NMe
P FM / >200 CGG / HMe
NF FM />200 CGG
~400pb PM/64 CGG PM/66 CGG/NMe
S N /30 CGG / NMe
~6oogb PM / 124 CGG / NMe
~700pb FM / >200 CGG / HMe
NF N /42 CGG / NMe
~500pb
~2000pb FM />200 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe
PM /162 CGG / HMe
NF PM /197 CGG / HMe
FM />200 CGG / HMe
Rastro N /30 CGG
300-550pb FM/214CGG FM/>200 CGG /HMe
~900pb FM/272CGG
N /45 CGG
~900pb FM />200 CGG / HMe
NF FM />200 CGG / NMe
~800pb PM /182 CGG / PMe

FM />200 CGG / NMe

regido controle. Sera
delecéo?
Gémeo de P4210/14. No
AmplideX®, padréo onda e
pico alto préximo a regido
controle. Ser4 delecdo?
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APENDICE A - Dados de perfis mutacionais da amostra de pacientes e familiares incluidos nesse estudo (conclus&o)

NO

98

99
100

101
102

103
104

Registro

P4257/14
P4259/14

P4442/15

P4468/15
P4484/16

P4484D/16
P4644/19

Procedéncia

IFF/FIOCRUZ
UNIGRANRIO

HUPE/UERJ

HUPE/UERJ
HUPE/UERJ

HUPE/UERJ
HUPE/UERJ

Idade PCR de PCR* PCR* AmplideX®
Cariétipo HF . Eletroforese Eletroforese (Alelo / n° CGG/ Obs
(anos) rotina . S
em agarose Capilar Metilac&o)
8 46,XY F I /52 CGG/NMe
16 NI E | I /46 CGG / NMe
. N /29 CGG N /30 CGG/PMe
13 NI |E| Positivo ~700pb b\ 156CGG FM /5200 CGG / HMe
6 46,XY [20] NI ~400pb /47 CGG I /48 CGG / NMe
5 46,XY [20] NI Positivo FM />200 CGG
Avd do P4484/16, sem
69 PM distarbio neurolégico
8 46,XY F Inconclusivo | Inconclusivo FM />200 CGG / HMe

Legenda: *Em um trabalho anterior, o grupo desenvolveu um ensaio de PCR, capaz de amplificar fragmentos no gene FMR1 até pequenas mutacdes
completas, descrita por Felipe Martins Aradjo (2018) em sua monografia de conclusao de curso de Graduacao em Ciéncias Biolégicas (IBRAG/UERJ). HF:
histéria familiar de DI, relatada pela familia; F: caso familiar; E: caso esporadico; NI: ndo informado; ND: ndo disponivel; NF: ndo funcionou; N: alelo normal
(244 CGGs); I: alelo intermediario (45-54 CGGs); PM: pré-mutacado (55-200 CGGs); FM: mutacdo completa (>200 CGGs); NMe: nao metilado (<20% de
metilacdo); PMe: parcialmente metilado (20-80% de metilacéo); HMe: hipermetilado (>80% de metilagc&o).

Fonte: A autora, 2022.

APENDICE B - Fotodocumentac&o da eletroforese realizada com os produtos do ensaio de PCR desenvolvida anteriormente pelo
grupo
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A 718 370 3446 981 4055 1259 476 qp B 435 028 981 CN  2315A 3274 4442
4211 | 4210 | CN | 4101 | 928 |4210A| 420 | Plus c- : 928 | 981 | 2315A| 3274 | 4442 | 1kb Plus

- e
23000pb
2000 pb
23000pb 1650 pb
2000 pb 1000 pb
1650 pb 850pb
1000 pb e
850pb P
400 pb
650 pb 300 pb
200 pb
500 pb L
400 pb 100 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Legenda: Em um trabalho anterior do grupo, foi desenvolvida uma PCR, capaz de amplificar fragmentos no gene FMR1 até pequenas mutagGes completas,
descrita por Felipe Martins Aradjo (2018) em sua monografia de conclusdo de curso de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas (IBRAG/UERJ).
Nessas reacdes, foram utilizados dois oligonucleotideos, que amplificam fragmentos até 362 pares de base para alelos normais, entre 365 a 392
pares de base para alelo intermediario, entre 393 a 824 pares de base para pré-mutacdo, e acima disso j4 abrange a regido de mutacao
completa. Essas reacdes foram aqui realizadas em busca de fragmentos menores do que 362 pares de base, o que pode representar uma
possivel delecdo. Na imagem B, na quinta lane, foi aplicado o produto de PCR realizada com o produto de PCR aplicada na nona lane da imagem
A. Além disso, ainda na imagem B, nas lanes 6, 9, 11, e 13, foram aplicados os produtos de PCR realizadas com 200 ng de DNA, enquanto nas
lanes 7, 10, 12 e 14, foram aplicados produtos de PCR realizadas com 65 ng de DNA. pb: pares de bases; ng: nanogramas; 1kb Plus: marcador
de peso molecular 1 kb Plus. Aqui podemos obervar fragmentos de tamanhos menores do que o fragmento do controle normal nas lanes
referentes aos pacientes P718/03, P4101/13, P4210A/14, P420/99, P928/04, o que pode representar uma possivel delegéo.

Fonte: A autora, 2022.
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APENDICE C - Dados de marcadores nos cromossomos X e Y, internos ao gene SHOX (continua)

Registro Genotipo Oligonucleotideos 1 Oligonucleotideos 2 Oligonucleotideos 3 Oligonucleotideos 4
Tamanho do Altura do Tamanho do Altura do Tamanho do Altura do Tamanho do Altura do
Fragmento pico Fragmento pico Fragmento pico Fragmento pico
. 230,5 5209 202,7 9496
Controle 19 Controle feminino 236,4 7538 2635 4660 205.8 9222 265,1 8290
. 2445 5282 205,9 8270 251,9 7434
Controle 07 Controle masculino 236,4 9782 2721 4541 207.0 8634 2651 7302
230,5 6442
P507/00  Controle Klinefelter 236,4 7387 249,9 5994 ggég %gg ggg; ﬁg’
251,9 5579 ' '
244.8 6029
, 236,3 11013 ' 205,7 4465 255,6 6011
P2771/10 Controle Klinefelter 2638 3662 259,8 5294 206.9 2368 265.0 3995
272,3 4748
236,4 1753 264,9 6166
P237/97 N+PM+FM 246.5 2491 272.7 5828 205,9 6697 255,9 655
230,9 9334 202,5 7900
P370/99 N+PM+FM 236,4 8701 2523 7162 205.6 9244 255,7 8689
326,5 4813 2447 7423 205,7 6460
P420/99 N+FM 2415 4482 264.6 6682 206.8 6343 NF NF
230,6 3449 202,6 2948
P435/99 N+FM NF NF 252.0 2926 205.8 4296 265,2 2311
202,7 4671
P476/00 N+FM 246,5 8232 234,8 7793 206.0 5053 NF NF
236,4 5505 230,5 6246 202,6 3628 259,4 981
eadi00 A 246,6 6410 247,8 5937 205,7 4643 265,2 1016
2479 3603 205,9 5582
P668/02 N+FM NF NF 2500 3479 207.0 5386 NF NF
250,0 8421
7 7
P718/03 N+FM-+del? 236,4 6082 268.3 7862 205,8 7626 265,2 4029
230,6 7577 202,7 7455 255,7 2096
P928/04 N+FM 2364 8060 252,1 6843 205,8 9484 265,2 2212
251,9 2256
P981/05 N+FM 236,4 5750 259,8 9323 205,9 8844 2651 2075
P1234/06 FM+del 259,4 3614 231,0 8494 202,8 3321 255,8 1941

203,9 3141
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Registro Genotipo

Oligonucleotideos 1

Oligonucleotideos 2

Oligonucleotideos 3

Oligonucleotideos 4

TSZS;Z% t% °  Altura do pico Tgrrggr?]zz tcéo Altura do pico Té‘r rggr?:;%g °  Altura do pico Tgrggr?]g?qg 9 Altura do pico
PL25OI06  N+FM 2165 2061 25,9 Seg6 2069 12036 251 3076
P1337/13  FM-+del 259,4 3316 ggéé ey 205,8 8130 ggéé oo
P1629/07  FM+del 236,5 7183 gjg:‘; gégg 38?;“1’ 12‘2’1 265,4 1563
P2315A/09  FM+del? 236,5 5917 ggg; ié‘;g 206,2 10174 gggi ggg
P3274/11  FM+del? 236,4 1452 gggﬁ ggg; 206,0 2810 NF NF
P3446/11 PM+FM+del? 2363 9884 322;2 oot §8§;$ 579 2558 s
P4101/13  FM+del? P o P 500 205,9 9997 e e
P4210/14 PM+FM+del? 2364 13859 Soos ooz 205,8 4484 Soe's s
P4210A/14 PM+FM+del? 236,3 11444 ggg:g ggg; 205,7 7932 ggg:g gggg
Pad42s  N+FM NF NF 208.4 10488 205.8 6453 2652 1845

Legenda: NF: nao funcionou; N: alelo normal (<44 CGGs); I: alelo intermediario (45-54 CGGs); PM: pré-mutacéo (55-200 CGGs); FM: mutacdo completa

(>200 CGGs).
Fonte: A autora, 2022.
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ANEXO A — Aprovacéo do projeto pelo Certificado de Apresentacéo para Apreciacdo Etica (CAAE)

a Informe o E-mail n Informe a Senha

Esqueceu a senha? Cadast|

LOGIN

Vocé estd em: Pdblico > Confirmar Aprovac3o pelo CAAE ou Paracer

CONFIRMAR APROVACAQ PELO CAAE OU PARECER

Informe o ndmero do CAAE ou do Parecer:

Mumero do CAAE: Mumero do Parecer: a
46769315.5.0000.5259 | |

Eszta consulta reforna somente parscerss sprovados. Caso ndo spresente nenhum resultoo
aprovado.

. 0 numere do parecer informads nio & vélido ou ndo comesponds 5 um parecer

DETALHAMENTO

Titulo do Projeto de Pesquisa:

|In\.restigaq;§0 de fatores genéticos e epigenéticos associados & deficiéncia intelectual
Nimero do CAAE:

Namero do Parecer:
[46769315.5.0000 5259 | [1524485 |

Quem Assinou o Parecer:

Pesquisador Responsadvel:
[Jorge Alves de Almeida Venancio

| [Cintia Barros SAntos Rebougas |

Data Inicio do Cronograma: Data Fim do Cronograma:  Contato Plblico:
[01/08/2016 | [01/08/2026

| [Cintia Barros SAntos Rebougas |

Vottar
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido (continua)

[/
f) ”"4%_ Universidade do Estado do Rio de Janeiro
i UE;J = Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
% & Departamento de Genética

Esrapn ®
' TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: INVESTIGACAO DE FATORES GENETICOS E EPIGENETICOS
ASSOCIADOS A DEFICIENCIA INTELECTUAL E FENOTIPOS RELACIONADOS

INSTITUICAO RESPONSAVEL: UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
PESQUISADORA RESPONSAVEL: PROF* DR* CINTIA BARROS SANTOS-REBOUCAS

NOME DO PACIENTE: DN:

REGISTRO: PROCEDENCIA:

O projeto “Investigacio de fatores genéticos e epigenéticos associados a deficiéncia intelectual e
fendtipos relacionados”, realizado pelo Servigo de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (SERVGEN), tem como objetivo caracterizar aspectos de natureza genética que podem levar a
deficiéncia intelectual em homens e mulheres, assim como a outras condigdes familiares relacionadas a esta
condi¢do. Através do conhecimento gerado a partir deste projeto, pretendemos melhorar o conhecimento sobre
as causas da deficiéncia intelectual e doengas a ela relacionadas, gerando dados cientificos que possam ser
utilizados para o desenvolvimento de metodologias de diagnostico e para a elaboragdo futura de estratégias
voltadas para o tratamento/prevencio destas condicdes.

Os individuos selecionados para participarem deste projeto sdo pessoas diagnosticadas clinicamente
como portadoras de deficiéncia intelectual de causa desconhecida ou de doengas relacionadas e seus familiares.
As condutas adotadas nesta pesquisa seguirdo as normas de Bioética descritas na resolugdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Satde. Todo participante tem garantido o direito de pensar sobre a sua participacdo e/ou
conversar com outras pessoas, caso possa interessar, antes de decidir participar desta pesquisa. Qualquer
individuo selecionado podera se recusar a participar ou retirar 0 seu consentimento em qualquer momento da
pesquisa, sem que haja penalizagdo ou prejuizo ao seu atendimento.

O exame gratuito sera realizado a partir da coleta de uma pequena amostra de sangue (5 mL), podendo
levar em alguns pacientes, ao aparecimento de uma leve marca avermelhada no local da puncdo. Todos os
procedimentos serdo acompanhados por uma equipe de geneticistas e bidlogos. O material biologico ficara
armazenado em um Biorrepossitorio sob o encargo da pesquisadora responsavel nas dependéncias no Servigo
de Genética Humana da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sendo utilizado somente para fins
académico-cientificos. Cada amostra de material biologico sera identificada por niimeros especificos e somente
podera ser utilizada para investigagdes futuras, mediante o consentimento dos doadores (ou de seus
responsaveis) e/ou da aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Institui¢io e ainda da Comissio
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), quando for o caso. Cabe ao doador ou ao seu responsavel legal o
direito de retirar as amostras obtidas do Biorrepossitério a qualquer momento, se assim o desejar, através de

manifestagdo por escrito assinada. A eventual transferéncia do material biologico humano armazenado para um
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido (conclusao)

outro Biorrepositério ou Biobanco, da prépria ou de outra instituigdo, serd comunicada ao sujeito da pesquisa,
sempre que possivel ou, na impossibilidade, o CEP/CONEP serdo consultados. Além disso, o participante da
pesquisa ou seu responsavel sera informado sobre eventual perda ou destruigdo de suas amostras biologicas,
bem como, sobre 0 encerramento do Biorrepositorio ou Biobanco, quando for o caso.
Vocé pode querer tomar conhecimento ou ndo das informagdes genéticas geradas por esta pesquisa. Para
iss0, a qualquer momento, comunique a um dos pesquisadores o seu interesse nos resultados das analises.
Desejo ter acesso a todos os resultados das analises realizadas com a amostra biologica coletada.

( )SIM NAO ()

Autorizo a divulgagdo de doencas e/ou mutacdes acidentalmente encontradas provenientes dos resultados
obtidos a partir da amostra coletada.
( )SIM NAO( )

As condigdes de sigilo quanto aos resultados dos exames, assim como, a identidade dos pacientes sera
preservada, impedindo qualquer tipo de discriminagio ou estigmatizacio, seja individual ou coletiva. Os
resultados somente serdo divulgados ao paciente ou a seu responsavel legal. Ao responsavel sera fornecido todo
e qualquer esclarecimento que se fizer necessario antes, durante e apos a realizagio da pesquisa. Os dados desta
pesquisa podem vir a ser divulgados e publicados cientificamente em congressos e revistas cientificas,
respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes, visando evitar a exposi¢do e a discriminagdo dos
doadores e de suas familias.

Caso sejam encontradas alteragbes genéticas, o aconselhamento genético sera oferecido de forma
conjunta pela coordenadora do projeto de pesquisa ¢ os geneticistas clinicos que acompanham o paciente,
visando a orientagdo sobre os riscos de recorréncia da condigdo, possivel curso da condigdo e as condutas
terapéuticas disponiveis, quando for o caso.

Eu, , identidade n°

, responsavel pelo paciente acima citado, declaro que li ¢ compreendi o que me foi

explicado e, desta forma, autorizo voluntariamente a participagdo no estudo, bem como, a coleta, o depésito, o
armazenamento e a utilizacdo do material biologico coletado.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador

# Endereco e telefone para contatos (Horario de atendimento: 9:00 — 17:00 horas): Rua S3o Francisco
Xavier, 524 — Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha - sala 501F - Maracani - Rio de Janeiro - RJ - CEP 20550-
013 - Tel: (21) 2334-0039 - Email: cbs@uerj.br.

Em caso de davidas sobre os aspectos éticos envolvidos nesta pesquisa, consulte o Comité de Etica

Institucional responsavel (CEP/HUPE)- Tel: (21) 2868-8253. E-mail: cep-hupe@uerj.br



