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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 expanséao instavel da
repeticdo de trinucleotideos CGG na regido 5 UTR do gene FMR1, sendo
reconhecidas quatro categorias alélicas: normal (N, <44 CGGs), intermediaria (I, 45-
54 CGGs), prée-mutacgéo (PM, 55-200 CGGs) e mutagédo completa (FM, >200 CGGs).
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 repeticbes expandidas pode resultar em mosaicismo de tamanho,
formado pela FM com outras categorias de alelos ou com delegdes. Com a
dificuldade de amplificar essa regido, a investigagdo da SXF é complexa. Ainda,
dados recentes apontaram para uma borda de metilagcdo a montante das repeticdes,
que é perdida em pacientes com a SXF, levando a disseminag¢ao 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 caracterizagao de
padroes atipicos, analisar a presenga da borda de metilagdo e identificar novos
marcadores epigenéticos proximos as repeticdes. Através da metodologia de reagao
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 delecéo
proxima as repeticdes, evidenciada por metodologias adicionais, podendo observar
microhomologia entre os pontos de quebra em alguns deles. A andlise de
marcadores genéticos no cromossomo X n&o 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 genbmico 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 metilacao,
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 intrébnica com um
padrao de metilagao 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 regulagdo 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 diagnéstico 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 CGGs), 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 FMRT 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.
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INTRODUGAO

A deficiéncia intelectual (Dl) é caracterizada por um funcionamento
intelectual significativamente abaixo da média, identificado antes dos 18 anos de
idade, com limitagdes em duas ou mais areas das habilidades conceituais, sociais e
praticas: comunicagao (linguagem, leitura, escrita), interagdo social, empatia,
julgamento social, cuidados pessoais, habilidades académicas, de seguir regras e
fazer amigos, organizacao, lazer, trabalho, entre outras (American Psychiatric
Association, 2017). A prevaléncia da DI varia entre os estudos, sendo estimada em 2
a 3% da populagdo 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 neurologico incluem diabetes, hipertensdo (pré-eclampsia e
eclampsia), epilepsia e asma maternas; exposicoes pré-natais a compostos
neurotoxicos; sindrome alcodlica fetal; infecgdes pré, peri e pds-natais; deficiéncias
nutricionais durante a gestagédo; complicagdes de partos prematuros; asfixia peri e
pos-natal ou outros traumas e lesbes cerebrais (Huang et al., 2016; Kvarnung &
Nordgren, 2017). Ja dentre as causas genéticas mais comuns estdo desde
alteracbes cromossdmicas, tais como aneuploidias e alteragdes estruturais
microscopicamente visiveis (insergdes, duplicacdes, delegdes e translocagdes), até
variantes monogénicas, variagdes no numero de copias génicas submicroscopicas
(microdelecdes, microduplicagbes) e alteragdes epigenéticas (metilagdo de DNA,
modificagdes pds-traducionais de histonas e regulagéo por microRNAs, entre outros)
(Armatas, 2009; Kvarnung & Nordgren, 2017). Além disso, os aspectos genéticos
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 combinagcédo dos niveis de habilidades intelectual e

adaptativa com a dependéncia pessoal necessaria (American Psychiatric
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Association, 2017). A gravidade das manifestagdes clinicas esta também
relacionada com o fator etiolégico associado a DI. Assim, fatores genéticos, como os
desequilibrios cromossémicos e as sindromes genéticas, e ambientais, como
infeccbes e malformacgdes 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 condigdo (Patel et al.,
2010). Dessa forma, criangas 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 alterac¢des da fala, tém dificuldades de memadria ou compreensao do
resultado de suas agdes ou em solucionar problemas (Patel et al., 2010; Centers for
Disease Control and Prevention, 2019).

O diagndstico clinico é realizado de acordo com os sintomas
comportamentais e os marcos de desenvolvimento, seguido de exames fisicos,
neurologicos, de dismorfologia e de imagem (Patel et al., 2010). Em muitos casos de
DI branda, ndo ha uma causa especifica clara e, com isso, ndo ha um consenso em
relacdo a necessidade de se estabelecer a etiologia do diagnéstico (Patel et al.,
2010). Entretanto, conforme o aumento da severidade da condi¢cdo, 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
sindrébmica, os individuos apresentam outras caracteristicas além da DI, com

aspectos clinicos radioldgicos, metabdlicos ou bioldgicos associados a condigéo
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(Kaufman et al., 2010; Chiurazzi & Pirozzi, 2016). Por outro lado, as formas nao
sindrébmicas tém sido definidas pela presenga da DI como unica caracteristica clinica
(Kaufman et al., 2010). Entretanto, autismo, epilepsia e déficits neuromusculares sao
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 nao sindrébmica 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 alteragbes em genes localizados no
cromossomo X teriam grande contribuicdo para esta condi¢gdo (Leonard & Wen,
2002; Patel et al., 2010; Lubs et al., 2012). Isso se da em fungao das alteragbes em
genes do cromossomo X em homens, hemizigotos para esses genes, serem mais
aparentes fenotipicamente do que em mulheres. Nestas, alteragdes recessivas
podem ser mascaradas pela heterozigose e ainda pode haver compensacdo de
dose favoravel a expressdo do alelo normal pela inativagdo desviada do
cromossomo X (Lyon, 1961; Stevenson & Schwartz, 2009). De fato, estudos
posteriores descreveram casos familiares de DI com padréo de heranga ligado ao
cromossomo X, reforgcando essa hipdtese (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 s&o reconhecidos por estarem associados a DIl e
atuarem em diversas fung¢des essenciais do Sistema Nervoso Central (SNC), como a
plasticidade neuronal, aprendizado, memdéria e cognigao (Ropers, 2006; Neri et al.,
2018).

A DI ligada ao cromossomo X (DILX) é definida pela presengca de DI ou
dificuldade de aprendizado, cuja causa genética esta localizada ou ha suspeita de
que 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 sindrémica (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, metabodlicas e/ou comportamentais tipicas em

adicdo a DI (Gécz et al., 2009), enquanto que na DILX-NS ndo ha sinais dismorficos,
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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 subdiagndstico (Lubs et al., 2012).



Figura 1 — Genes no cromossomo X associados a DI
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Sindrome do X Fragil (SXF)

A forma mais frequente de DILX sindrbmica é 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 porg¢ao terminal do brago longo do cromossomo
X (Figura 2). A condi¢ao passou entdo a ser conhecida como Sindrome do X Fragil.
Atualmente, SXF é a segunda causa de DI mais comum (2,4% dos casos de DI),
depois da sindrome de Down, e a mais prevalente em homens (Hagerman &
Hagerman, 2002; Hunter et al., 2014). A prevaléncia da SXF na populagdo 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 — Carittipo parcial por bandeamento GTG, mostrando o cromossomo X de
individuo sem a SXF em comparagdo com um individuo com o sitio fragil relacionado
a SXF [fra(X)(g27.3)]
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Fonte: adaptada de Floriani et al., 2017.
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Bebés com a SXF geralmente apresentam hipotonia, com dificuldade de
sucgao inicial e frequente regurgitacdo (Hagerman et al., 2010; 2017). Por volta dos
dois anos, diversas criangcas 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 crianga 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 fendtipo classico caracterizado por face
alongada, orelhas grandes e salientes, fronte proeminente e macroorquidismo pos-
puberal (Hagerman et al., 2002; Saldarriaga et al., 2014; National Fragile X
Foundation, 2021). Os pacientes sao frequentemente acometidos por problemas
mentais relacionados, como ansiedade e depressdo, presentes em um a mais de
dois tergcos dos individuos afetados (Bailey et al., 2009; Ciaccio et al., 2017). Além
disso, observa-se também problemas de atengao e hiperatividade em mais de 80%
dos casos e comportamento autodestrutivo e agressdo em mais de 50% de criangas
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 criangas
e adolescentes com a SXF se enquadram nos critérios de diagnéstico 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 extensdo, 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 mutagdo dindmica, em
consequéncia da expansao instavel de uma sequéncia de trinucleotideos CGG
repetida em tandem na regiao 5’ néao 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 mutagbes dindmicas ocorrem
em regides do DNA onde ha sequéncias repetidas em tandem (Cleary & Pearson,
2005), como a encontrada na regido 5 UTR do gene FMR1. Normalmente, 0 niumero
de repeti¢des € polimdrfico na populagao e transmitido de maneira estavel ao longo
das geragdes (Cleary & Pearson, 2005). Entretanto, quando ocorre uma expanséo
que ultrapassa determinado limiar, elas se tornam instaveis, podendo aumentar de
comprimento através de sucessivas geragdes até que o numero de repetigdes atinja
um tamanho patogénico (Cleary & Pearson, 2005).

Com a variabilidade polimoérfica nesta regido, podem ser reconhecidas
quatro categorias alélicas distintas: (a) normal (até 44 repeticdes CGG), com os
alelos mais comuns nessa faixa sendo os de 29 e 30 repeticdes e transmissao
estavel; (b) alelos intermediarios (45 a 54 repetigcdes), sem capacidade de se
expandir para a mutacdo completa, mas sendo levemente instaveis e considerados
como precursores dos alelos pré-mutados; (c) pré-mutagao (55 a 200 CGGs), sendo
altamente instaveis quando herdados por via materna; e (d) mutagdo 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 repeticobes CGG esta na
faixa de mutagdo completa, ou seja, acima de 200 CGGs (Wang et al., 2012;
Spector et al., 2021). A expansao na faixa de mutagdo completa tem como
consequéncia o silenciamento epigenético do gene FMR1, através da hipermetilagéo
das repeticbes 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-mutagdo, o que leva a uma
toxicidade em células neurais (Raske & Hagerman, 2009). No entanto, os niveis da
proteina FMRP sao mais baixos em portadores da pré-mutacdo do que em

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

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

transcrito e a proteina FMRP
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Legenda: (a) Representagao do cromossomo X. Seta amarela aponta para a posi¢céo do sitio fragil e
gene FMR1; (b) Esquema do gene FMR1 e seus 17 exons, com os exons codificantes em
verde escuro, as regidées nao traduzidas em verde claro, e a regido de repeticdoes 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
localizagéo nuclear, KH1 e KH2: dominios de homologia K 1 e 2; NES: sinal de exportacao
nuclear; RGG: box arginina-glicina-glicina de ligagdo a RNA; S500: serina fosforilada
primaria.

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 regido 5 UTR do gene FMR1 e

suas consequéncias funcionais
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Legenda: (a) Alelo normal (244 repeticdes) permite uma transcrigdo fisioldgica apropriada do gene
FMR1 e tradugdo da proteina FMRP, (b) assim como o alelo intermediario (45-54
repeticdes). (c) Alelo de pré-mutacdo (55-200 repeti¢cdes) causa um aumento significativo na
transcricdo do FMR1. No entanto, os niveis da proteina sao mais baixos que em individuos
saudaveis. Niveis mais altos do RNAm do gene FMR1 estao 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 tdxico causado por pelo
acumulo destas moléculas em células neurais. (d) Alelo de mutagdo completa (>200
repeticbes) levando a mudancgas epigenéticas nas repeticbes 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 estd 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 ligagao 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 fungédo de regular a tradugao e a estabilidade
de RNAm de diversos genes envolvendo os dominios do sinal de localizagao nuclear
(NLS) e do sinal de exportagdo nuclear (NES), importantes para o transporte do
nucleo 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 RNAIi (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 mutagdo completa surge através da expansdo de uma pré-mutagao
materna (Healy et al., 2011). Sendo assim, maes portadoras de pré-mutagdo em
heterozigose podem ter filhos normais, portadores da pré-mutagdo ou da mutagao
completa (Healy et al., 2011). De acordo com Nolin e colaboradores (2003), o risco

de expansao de uma pré-mutacido materna para a mutagdo completa nos filhos
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depende da extensdo das repeticdes CGG e a chance € proxima de 100% para

mulheres portadoras de pré-mutagédo com mais de 99 repeticées (Quadro 1).

Quadro 1 — Probabilidade de surgimento do alelo de mutagdo completa no gene
FMR1 na prole, de acordo com a extensao das repeticoes do alelo de

pré-mutacao materna

NUmero de repeti¢goes Probabilidade de expansao para
CGG do alelo materno mutacao 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-mutacao terdo apenas filhas portadoras da pré-
mutagao, visto que o homem transmite o cromossomo Y a seus filhos (Healy et al.,
2011; Saldarriaga et al., 2014). O alelo da pré-mutacdo nao tende a se expandir
quando transmitida por via paterna, devido a uma pressao seletiva sobre os gametas
masculinos (Saldarriaga et al., 2014). Ha apenas raros relatos de transmissao da
mutacdo completa por via paterna (Zeesman et al., 2004; Alvarez-Mora et al., 2017,
Nolin et al., 2019). Apesar de homens com mutagdo completa geralmente nao
deixarem descendentes, devido as suas limitagdes cognitivas, estudos em esperma
indicam ainda que as filhas herdariam a pré-mutacdo e ndo a mutacdo 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 fenoétipo 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 interrupgdes funcionam como um
fator de protecdo, diminuindo o risco de expansédo entre geragdes (Yrigollen et al.,
2012; Nolin et al., 2013; 2015; 2019). No comec¢o dos anos 90, analises revelaram
que a estrutura do alelo na categoria normal mais comum inclui uma repeticdo AGG
no 10° ou 11° trinucleotideo CGG e outra préximo 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 interrupgdes 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 geragao seguinte, enquanto alelos que incluem esse trinucleotideo
estdo associados com uma maior estabilidade da repeticao entre geragdes (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, contracdes para alelos menores também
podem ser observadas, mesmo que mais raramente. Em sua pesquisa com mais de
5 mil transmissoes, eles constataram que, entre os alelos pré-mutados, contracoes
transmitidas por via paterna sdo até 10 vezes mais comuns do que por via materna
e, que a frequéncia de contragdes paternas aumenta de acordo com o tamanho da
repeticdo (Quadro 2) (Nolin et al, 2019). No entanto, todas as contragbes
transmitidas por pais pré-mutados resultaram em alelos menores ainda na faixa de
pré-mutagdo, enquanto contragdes maternas resultaram em alelos normais ou
intermediarios em 40% dos casos (Nolin et al., 2019). Além disso, a perda de
interrupcoes AGGs foi observada apenas em contragdes de pré-mutagcdo materna,
ocorrendo em uma frequéncia relativamente alta (Nolin et al., 2019). Sendo assim,
os autores sugeriram que muitos alelos normais sem interrupgcbes AGGs tenham

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

de acordo com Nolin e colaboradores (2019)

Numero de repeticoes @ Contracao do alelo = Contragao 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%
=95 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 nédo apresentam o fendtipo 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 fungéo 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 manifestagao 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 repeticbes CGGs expandidas pode gerar
mosaicismo de tamanho, ou seja, pode resultar na presenca de alelos com

diferentes extensdes (Nolin ef 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-mutacao 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 mutagdo 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 mutagdo 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 Ql
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 repeticdes CGGs
variando entre pré-mutacdo e mutagdo completa) (Hagerman et al., 1994; Genc et
al., 2000). Nesses casos, o nivel de metilagdo pode variar, gerando mosaicismos
intra ou inter-tecidos (Hagerman et al., 1994; Genc et al., 2000). Esses alelos nao
metilados sao 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 sio inversamente relacionados com o numero de repeticoes
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 delegbes no gene FMR1, concomitantes a alelos FM (Nolin et al., 1994,
Coffee et al., 2008; Han et al., 2006). Nos casos em que delegcbes menores
envolvem a remoc¢ao da regido promotora ou afetam o sitio de inicio de transcrigdo

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

Devido principalmente a dificuldade de se amplificar produtos repetitivos
longos e regides ricas em CG, a investigagdo molecular da SXF é 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 metodoldgicas, nosso grupo demonstrou recentemente a existéncia de
padrées mutacionais atipicos e subdetectados, envolvendo mosaicismo somatico de
mutacdo completa e dele¢do no gene FMR1 em individuos com a SXF (Gongalves
et al., 2016). Os dados apontaram que as delegbes surgiram no inicio do
desenvolvimento embrionario, foram causadas pela presenga 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 delegcdo durante o inicio do
desenvolvimento embrionario, enquanto outras ndo (Gongalves et al., 2016). Além
disso, o significado clinico e as implicagbdes terapéuticas destes padrdes atipicos
ainda sdo desconhecidos, tendo em vista que em geral apenas a expansido das
repeticdes CGG é interrogada (Gongalves et al., 2016).

Epigenética do gene FMR1

A expansado das repeticdes CGG na faixa de mutacdo completa (>200
repeticdes) desencadeia uma cascata de eventos epigenéticos, com a propagagao
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
modificagdes 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

formacéao de estruturas secundarias de DNA e/ou RNA, que afetam o equilibrio entre
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os fatores que favorecem uma configuragdo de cromatina ativa e os fatores que
contribuem para uma configuragdo 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 é 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). Ja em individuos com a SXF, a
metilacdo de DNA atinge o promotor e as repeticdes CGG e a cromatina adota uma
conformagé&o 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 mutagdo completa ocorre nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario, aproximadamente na 112 semana de gestacado, e
pode apresentar um papel na estabilidade das repeticdes expandidas (Willemsen et
al., 2002). Nas células germinativas iniciais de fetos com mutagcdo completa, as
repeticdes expandidas nao 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 relagcdo com a diferenciagdo celular
(Malter et al., 1997). Além disso, uma ilha CpG, isto €, uma regiao rica em CpGs,
localizada a aproximadamente 250 pares de bases a montante das sequéncias
repetidas também se mostra metilada na presengca da expansdo (Coffee et al.,
1999).

Ainda, RNAs néao 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 axdénio e regulando
o nivel de FMRP enddgeno (Zhou et al., 2019). Entretanto, a forma precisa como a
adicao de repeti¢des resulta na indugdo de marcadores de repressao 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 questao n&o
resolvida (Usdin et al., 2014; Epsztejn-Litman & Eiges, 2019).
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Borda de metilagao no gene FMR1

Mais um ponto que também n&o esta claro é o porqué de um numero de
repeticdes de 200 ser requerido para que o processo de silenciamento epigenético
seja engatilhado. Neste sentido, dados recentes da literatura tém apontado para a
presenca de uma borda de metilagdo, localizada 650-800 nucleotideos e 65-70
CpGs a montante das repeticdes CGG e detectada por sequenciamento de DNA
tratado com bisulfito de sédio (Naumann et al., 2009; 2014). Essa zona de transigao,
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). Ja em pacientes com a SXF,
com a instabilidade provocada pelo alto numero de repeticbes CGG, essa borda é
perdida. Com isso, uma metilagdo de novo se dissemina até a regido promotora do
gene, levando a sua inativagdo (Naumann et al., 2009; 2014). Em individuos do sexo
masculino altamente funcionais (HFMs; high functioning males), ou seja, que
apresentam expansado CGG acima de 200 sem metilagdo na regido de repeticao 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 metilagdo na regido promotora do gene FMR1 e na regidao 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 repeticbes 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 esta 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) néo transformadas de paciente
com SXF e (f) fibroblastos transformados pelo gene da telomerase de homens HFM (high
functioning male), ou seja, homens com expansao CGG acima de 200 sem metilagdo na
regido de repeticdo e sem comprometimento intelectual. Os numeros 20-104 desigham
os dinucleotideos CpG na regido: m metilados e o ndo metilados.

Fonte: Adaptada de Naumann et al., 2009; 2014.



39

Em amostras de mulheres saudaveis, a borda de metilagdo estava
aparente na CpG 69 ou 70 em metade das moléculas de DNA (Figura 6)
(Naumann et al., 2009). Na regidao entre os pares CpG 20 e 68, alguns
cromossomos X analisados estavam metilados, enquanto outros permaneceram
nao metilados, com uma razéo préxima a 1:1 (Naumann et al., 2009). Esse padrao
de mosaicismo provavelmente reflete a diferenga nos niveis de metilagdo nos dois
cromossomos X femininos, sendo um altamente metilado e outro ndo metilado ou
hipometilado, em fungdo da compensacao 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 estavel em genomas com risco de expansao das repeti¢cdes
CGG, tanto em homens quanto em mulheres portadores da pré-mutagao (Figura
6). A metilacdo em cromossomos pré-mutados femininos exibe um perfil composto
pelos dois padrdes alélicos (Naumann et al., 2014). Em mulheres portadoras da
mutacdo completa, a regido esta 59% metilada e a borda ainda encontra-se
vagamente discernivel, enquanto que em portadoras da pré-mutacao, a metilagado
das CpGs a jusante da borda tem uma média de 34,5% de metilagdo (Naumann et
al., 2014). Sendo assim, mulheres portadoras da pré-mutacao exibem um perfil de
metilacdo semelhante ao padrdao observado em mulheres saudaveis (Naumann et
al., 2014). Ja o perfil de metilagdo em pacientes com sindrome de Turner (45,X)
revela uma borda de metilacdo de DNA distinta na localizacdo esperada e uma
regidao promotora do gene FMR1 nao metilada, como observado em homens

saudaveis (Naumann et al., 2014).
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Figura 6 — Perfis de metilagdo 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)
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Legenda: Em amostras com risco de expanséao das repeti¢gdes de trinucleotideos CGG, a borda de
metilacdo na regido 5 UTR do gene FMRT1 parece permanecer intacta. Amostras
analisadas por sequenciamento de DNA tratado com bissulfito de soédio, derivadas de
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de (a) mulher saudavel,
mostrando um mosaicismo de metilagdo 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 mutagdo 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 regido: 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 metilagdo 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 disseminacao da metilagdo (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 metilacdo pode, portanto, ser crucial para
proteger a regido promotora do gene FMR1 contra a metilagdo (Naumann et al.,
2009). Por se tratar de uma condigdo epigenética e teoricamente reversivel (Bar-
Nur et al., 2012; Torrioli et al., 2010), a elucidacdo de perfis de metilagcdo em
pacientes com a SXF pode abrir oportunidades de intervencao terapéutica. Isso é
corroborado pela existéncia dos homens com expansdes CGG acima de 200 sem
metilagdo 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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