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Resumo

Parcela consideravel de pacientes com distdrbios de crescimento ndo tém a causa de
seus quadros clinicos estabelecida, incluindo aproximadamente 50% dos pacientes com
diagnostico clinico de sindrome de Silver-Russell (SRS) e 10-20% dos pacientes com
sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS). O objetivo deste estudo foi investigar as causas
genéticas e epigenéticas de disturbios de crescimento, de etiologia desconhecida, numa
contribuicdo para o entendimento de mecanismos que regulam o crescimento. O estudo
compreendeu: (1) a investigacdo de microdesequilibrios cromossémicos, por aCGH; (2) a
analise do perfil de expressdo alelo-especifica de genes sujeitos a imprinting (IG), por
pirossequenciamento (PSQ) ou sequenciamento de Sanger; (3) a investigacdo do padrdo de
metilacdo global em pacientes com restricdo de crescimento, utilizando microarray de
metilacéo.

A casuistica constituiu-se de 41 pacientes ndo aparentados, com disturbios de
crescimento, de etiologia desconhecida: (1) 25, com hipotese diagnostica de SRS; (2) seis,
com restricdo de crescimento intrauterino e peso ao nascimento abaixo do 10° percentil,
associados a outros sinais clinicos; (3) sete, com hipotese diagndstica de BWS; e (4) trés, com
macrossomia pré-natal ou pdés-natal, associada a outros sinais.

A investigacdo de microdesequilibrios cromossdmicos foi realizada em 40 pacientes.
Foram detectadas 58 variantes raras em 30/40 pacientes (75%): 40 foram consideradas
provavelmente benignas (18 pacientes, 45%), 12, com efeito patogénico desconhecido (11
pacientes, 27,5%), duas, provavelmente patogénicas (um paciente, 2,5%) e quatro,
patogénicas (trés pacientes, 7,5%). Essas frequéncias sdo comparaveis aquelas descritas em
estudos que investigaram CNV em grupos de pacientes com disturbios de crescimento e
outras alteracGes congénitas, incluindo SRS, e mostram a importancia da investigacdo de
microdesequilibrios cromossdmicos nesses pacientes. A diversidade dos microdesequilibrios
cromossdmicos identificados é reflexo da heterogeneidade clinica das casuisticas. Neste
estudo, muitos dos pacientes com hipotese diagndstica de SRS e BWS apresentavam sinais
clinicos atipicos, explicando a auséncia neles das alteracGes (epi)genéticas que causam essas
sindromes. A identificacdo de CNV caracteristicas de outras sindromes reflete a sobreposicédo
de sinais clinicos com BWS e SRS.

A analise do perfil de expressao alelo-especifica de IG foi realizada em um subgrupo
de 18 pacientes com restricdo de crescimento. Trinta IG com funcdo em proliferacdo celular,

crescimento fetal ou neurodesenvolvimento foram inicialmente selecionados. Apos selecdo de
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SNP transcritos com alta frequéncia na populacdo, genotipagem de pacientes, genitores e
individuos controle, determinacéo da expressdo dos IG em sangue periférico e seu padrdo de
expressdo (mono ou bialélico), 13 IG, expressos no sangue, tiveram a expressdo alelo-
especifica avaliada, sete deles por PSQ e seis por sequenciamento de Sanger. Alteracdes no
perfil de expressdo de dois genes, de expressdo normalmente paterna, foram detectadas em
4/18 pacientes (22%). Este estudo é o primeiro a utilizar pirossequenciamento e
sequenciamento de Sanger na avaliacdo do perfil de expressdo alelo-especifica de IG, em
pacientes com restricdo de crescimento. Apesar de terem limitacBes, ambas as técnicas
mostraram-se robustas e revelaram alteracfes de expressao alélica interessantes; entretanto, a
relacdo dessas alteracdes com o quadro clinico dos pacientes permanece por esclarecer.

A investigacdo da metilacdo global do DNA foi realizada em subgrupo de 21 pacientes
com restricdo de crescimento e em 24 individuos controle. Dois tipos de analise foram
realizados: (1) anélise diferencial de grupo e (2) analise diferencial individual. Na primeira
analise, em que foi comparado o padrdo de metilacdo do grupo de pacientes com quadro
clinico sugestivo de SRS (n=16) com o do grupo controle (n=24), ndo houve indicacdo de
hipo ou hipermetilacdo global no grupo SRS. Na segunda anélise, foi comparado o padrao de
metilacdo de cada um dos 21 pacientes com restricdo de crescimento e dos 24 individuos
controle, com o padrdo de metilacio do grupo controle. O nimero médio de CpG
hipermetilados e de segmentos diferencialmente metilados (SDM) foi significativamente
maior nos pacientes. Foram identificados 82 SDM hipermetilados, estando 57 associados a
gene(s) (69,5%), em 16 pacientes, e 51 SDM hipometilados, 41 deles associados a gene(s)
(80,4%), em 10 pacientes. A analise de ontologia genética dos 61 genes associados aos SDM
hipo ou hipermetilados nos pacientes destacou genes que atuam no desenvolvimento e na
morfogénese do sistema esquelético e de 6rgdos fetais, e na regulacdo da transcricdo génica e
de processos metabdlicos. Alteracbes de metilagdo em genes que atuam em processos de
proliferacdo e diferenciacdo celulares e crescimento foram identificadas em 9/20 dos
pacientes (45%), sugerindo implicacdo clinica. Ndo foi detectada alteracdo epigenética
comum aos pacientes com diagndstico clinico de SRS, explicavel provavelmente pela
heterogeneidade clinica. A investigacdo de metilacdo global, utilizando microarray, produziu
novos dados que podem contribuir para a compreensdo de mecanismos moleculares que
influenciam o crescimento pré- e pos-natal.

Na translocacdo aparentemente equilibrada - t(5;6)(q35.2;p22.3)dn, detectada em
paciente com suspeita clinica de SRS, a interrupcdo de um gene, pela quebra no cromossomo

6, pode ser a causa do quadro clinico; alternativamente, a translocacdo pode ter impactado a
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regulacdo de genes de desenvolvimento localizados proximos aos pontos de quebra. A andlise
de expressdo em sangue periférico mostrou que os niveis de cDNA do gene, interrompido
pelo ponto de quebra da translocagdo, estavam reduzidos a metade. Além de sinais tipicos da
SRS, a paciente apresentava algumas caracteristicas clinicas sugestivas de displasia
cleidocraniana. Assim, a translocacdo t(5;6) pode ter alterado a interagdo de genes de
desenvolvimento e seus elementos reguladores, levando a desregulacdo de sua expressao
espaco-temporal, e resultando num fendtipo atipico, com caracteristicas sobrepostas de mais

de uma sindrome genética.



Abstract

A large number of patients with growth disorders do not have the cause of their clinical
phenotype established, including about 50% of patients with Silver-Russell syndrome (SRS),
and 10-20% of patients with Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS). The aim of this study
was to investigate the (epi)genetic causes of growth disorders of unknown etiology, in a
contribution to the understanding of growth regulation. The study included: (1) the
investigation of submicroscopic chromosomal imbalances, by aCGH, (2) the analysis of the
allele-specific expression profile of imprinted genes (1G), by pyrosequencing (PSQ) or Sanger
sequencing, in patients with growth restriction; (3) the investigation of global methylation
pattern in patients with growth restriction, using methylation microarray.

The cohort consisted of 41 unrelated patients with growth disorders: (1) 25, with the
diagnostic hypothesis of SRS; (2) six, with intrauterine growth restriction and birth weight
below the 10th centile, associated with other clinical signs; (3) seven, with the diagnostic
hypothesis of BWS; and (4) three, with prenatal or postnatal macrosomia, associated with
other clinical signs.

Chromosomal microdeletions and microduplications were investigated in 40 patients.
Fifty-eight rare variants were detected in 30/40 patients (75%): 40 were considered likely
benign (18 patients, 45%), 12, of unknown pathogenic significance (11 patients, 27.5%), two,
likely pathogenic (one patient, 2.5%), and four, pathogenic (three patients, 7.5%). These
frequencies are similar to those described in studies investigating CNVs in groups of patients
with growth disorders and other congenital abnormalities, including SRS, and show the
importance of investigating chromosomal microimbalances in these patients. The diversity of
CNVs identified can be attributed to the clinical heterogeneity of these cohorts. In this study,
many of the patients, with the diagnostic hypothesis of SRS or BWS, had atypical clinical
signs, thus explaining the absence of specific SRS/BWS (epi)genetic mutations. The
identification of CNVs, known to be causative of other syndromes, reflected the overlapping
of some of their clinical features with those of SRS and BWS.

The analysis of IG allele-specific expression profile was performed in a subgroup of
18 patients with growth restriction. Thirty IGs were initially selected, based on their
association with cell proliferation, fetal growth or neurodevelopment. Transcribed SNPs with
high frequency in the general population were selected for the genotyping of patients, parents
and control subjects, determination of IG expression in peripheral blood, and of the

monoallelic or biallelic expression pattern. The allele-specific expression of 13 1Gs expressed
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in blood was then investigated in patients (seven of them by PSQ and six by Sanger
sequencing). Expression alterations of two normally paternally expressed genes were detected
in 4/18 patients (22%). This study is the first to use pyrosequencing and Sanger sequencing in
the evaluation of IG allele-specific expression profile, in patients with growth restriction.
Despite the limitations, both techniques have proved to be robust, and revealed interesting
alterations in allelic expression; however, the causal relationship of these alterations with the
clinical phenotypes remained unclear.

The investigation of the global DNA methylation was performed in a subgroup of 21
patients with growth restriction, and in 24 control subjects. Two types of analysis were
performed: (1) group differential analysis, and (2) individual differential analysis. In the first
analysis, the methylation pattern obtained for the group of patients with the diagnostic
hypothesis of SRS (n=16) was compared to that of the control group (n=24); no bias towards
DNA hypo or hypermethylation was detected in the SRS group. In the second analysis, the
methylation patterns of each of the 21 patients with growth restriction, and each of the 24
control subjects were compared to the methylation pattern of the control group. The average
numbers of hypermethylated CpGs and of differentially methylated segments (DMSs) were
significantly higher in the patients. In total, 82 hypermethylated DMSs - 57 associated with
gene(s) (69.5%), in 16 patients, and 51 hypomethylated DMSs - 41 associated with gene(s)
(80.4%), in 10 patients, were identified. Gene ontology analysis of the 61 DMS-associated
genes highlighted genes involved in development and morphogenesis of the skeletal system
and fetal organs, and also in the regulation of gene transcription and metabolic processes.
Methylation changes in genes involved with cellular proliferation and differentiation, and
growth were identified in 9/20 patients (45%), suggesting clinical implications; an epigenetic
mutation common to SRS patients was not detected, likely due to the clinical heterogeneity of
the cohort. The data generated by this global methylation analysis, using microarray, might
contribute to the understanding of molecular mechanisms in growth restriction.

In an apparently balanced translocation -t(5;6)(935.2;p22.3)dn, detected in a patient
with the diagnostic hypothesis of SRS, a gene found to be disrupted by the chromosome 6
breakpoint might explain the phenotype; alternatively, the translocation might have impacted
the regulation of developmental genes in the vicinity of breakpoints. Expression analysis
showed a significant decrease in the disrupted gene cDNA levels in the patient’s blood cells,
as expected. In addition to the SRS typical signs, the patient presented clinical features
suggestive of cleidocranial dysplasia. Thus, the translocation t(5;6) might have altered the

interaction of developmental genes and regulatory elements, leading to misregulation of
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spatiotemporal gene expression, thus resulting in an atypical phenotype, with overlapping

features of more than one genetic syndrome.



Introducéo

1.1.1 Os distUrbios de crescimento em humanos

O crescimento adequado no Utero é essencial para uma vida longa e saudavel e o peso
ao nascimento (PN) entre os percentis 10 e 90 é considerado adequado para a idade
gestacional (Cunningham e col., 2001). Desvios extremos no crescimento fetal podem levar a
diversas complicagdes perinatais e neonatais. Além disso, hd evidéncia de que efeitos do
crescimento fetal fora da normalidade se estendem até a idade adulta, podendo afetar,
inclusive, geracdes seguintes (revisdo em Das e Sysyn, 2004).

A restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) resulta em recém-nascido pequeno
para a idade gestacional (peso abaixo do 3° ou do 10° percentil). Aproximadamente 3-10%
dos recem-nascidos sdo considerados pequenos para a idade gestacional; embora a maioria
dessas criangas retomem o crescimento nos primeiros anos de vida, 10-15% permanecem
pequenas depois dos 2 anos de idade e representam problema importante de satde publica
(revisbes em Saenger e Reiter, 2012; Dauber e col., 2014). A RCIU é observada em
aproximadamente 50% dos natimortos sem malformagdes e estd associada a 10% da
mortalidade perinatal (Moore e col.,, 2015). Além da mortalidade, cerca de 12 vezes
aumentada em relacdo aqueles com peso adequado para a idade gestacional, recém-nascidos
que tiveram RCIU podem apresentar problemas imediatos, como hipotermia, hipoglicemia,
hemorragia pulmonar e encefalopatia (revisdo em Monk e Moore, 2004). As causas da
restricdo de crescimento pré- e pos-natal sdo numerosas. Em uma crianga com baixa estatura,
deve-se considerar como possiveis causas, além de variacdo normal, disturbios nutricionais,
doencas 0sseas, fatores emocionais, infec¢des, doengcas metabdlicas, distarbios enddcrinos, e
sindromes associadas a teratdgenos ou de etiologia genética (revisdo em Hall, 2010).

O crescimento intrauterino exacerbado resulta em recém-nascido grande para a idade
gestacional, ou macrossdémico (peso acima do 90° ou do 95° percentil). A macrossomia pode
ser generalizada, quando atinge todo o corpo, ou localizada (hemi-hiperplasia, macrocefalia
ou macrodactilia) (revisdo em Yachelevich e col., 2015). Estima-se que 5-8% dos recém-
nascidos sejam macrossémicos, podendo apresentar diversas complicacbes neonatais, como
hemorragia pés-parto, distocia do ombro, lesdo do plexo braquial, fratura clavicular,
encefalopatia hipdxico-isquémica, hipoglicemia e dificuldade respiratéria, que podem levar ao
obito (Weissmann-Brenner e col., 2012). O crescimento exacerbado pré-natal pode resultar de

variantes familiares normais, de diabete materna, e ter causas genéticas, entre elas o
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hiperinsulinismo congénito. Na infancia, o diagnostico diferencial de criangas macrossémicas
inclui variagdo normal, obesidade nutricional, endocrinopatias, doengas do tecido conjuntivo
e outras patologias com causa genética (revisdo em Yachelevich e col., 2015).

O peso e o tamanho ao nascimento e o progresso do crescimento pds-natal sdo,
portanto, fatores determinantes para a sobrevivéncia perinatal, estando certamente sujeitos a
intensa pressao seletiva ao longo da evolugéo (revisdes em Dunger e col., 2006; Yaghootka e
col., 2012). Existem evidéncias de que a restricdo ou excesso de crescimento fetal podem
predispor a diversas morbidades p6s-natais, com consequéncias que se estendem até a vida
adulta, como doencas cardiovasculares, intolerancia a glicose e obesidade (Gascoin-
Lachambre e col., 2010). Os mecanismos condicionadores dessas associa¢des ainda ndo estéo
elucidados, mas é provavel que atuem fatores genéticos e ambientais (revisdo em Yaghootka e
col., 2012).

A etiologia dos disturbios de crescimento é geralmente multifatorial, incluindo fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais em graus variados (revisdo em Monk e Moore, 2004).
Intercorréncias durante a gravidez, como insuficiéncia placentaria, pré-eclampsia, diabetes
materna, restricdo da nutricdo materna, tabagismo, uso de drogas, alcool e infeccdes virais,
podem resultar em disturbios de crescimento pré- e pos-natal. A disponibilidade excessiva ou
reduzida de glicose materna para o feto afeta diretamente o seu crescimento; glicemia
excessiva pode resultar em recem-nascido macrossémico, enquanto que niveis reduzidos de
glicose foram associados com restricdo do crescimento fetal (Cunningham e col., 2001). Idade
materna elevada, e baixo peso materno ou sobrepeso antes da gravidez sdo outros fatores de
risco a serem considerados (revisdo em Saenger e Reiter, 2012).

Os disturbios de crescimento podem ser constitutivos, isto €, dependentes de
caracteristicas familiais, ou estarem associados a diferentes patologias. EXxistem varias
condicBes em humanos que incluem o déficit de crescimento ou o crescimento exacerbado
entre suas caracteristicas, como disturbios hormonais enddcrinos, doencas metabdlicas,
disturbios nutricionais, malformacfes congénitas, e sindromes com etiologia genética

conhecida ou com mecanismos genéticos ainda por esclarecer (revisdo em Ambler, 2012).
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1.1.2 A genética dos disturbios de crescimento

A altura € caracteristica multifatorial com alto componente hereditario. Estudos de
associacdo considerando o genoma total (GWAS; Genome-wide Association Studies),
avaliando centenas de milhares ou milhdes de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP;
Single Nucleotide Polymorphisms), em grandes amostras populacionais, tém investigado a
influéncia de fatores genéticos na altura. Um desses estudos levou a conclusdo de que pelo
menos 180 l6cus estdo associados a altura do adulto. No entanto, a contribuicdo de cada l6cus
era pequena, explicando juntos apenas cerca de 10% da variagdo fenotipica da altura (Lango e
col., 2010). Mas, até 40% da variancia da altura pode ser explicada, ao serem considerados
simultaneamente todos os SNP (Yang e col., 2010). Uma meta-analise de GWAS, em
populacdes europeias, identificou dois l6cus [ADCY5 (adenylate cyclase 5) e CCNL1 (cyclin
L1)] significativamente associados com crescimento fetal e peso ao nascimento; no entanto, o
mecanismo pelo qual essas variantes genéticas alteram o crescimento fetal ainda é
desconhecido (Freathy e col., 2010). Outros quatro lécus [CDKAL1 (CDKS5 regulatory
subunit associated protein 1-like 1), HHEX-IDE (hematopoietically expressed homeobox/
insulin-degrading enzyme), TCF7L2 (transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box))
e GCK (glucokinase (hexokinase 4))] mostraram potencial de associacdo (Yaghootka e col.,
2012). Cinco dos seis locus detectados nesses dois estudos também foram associados a
diabetes tipo 2 (T2D; MIM #125853), com efeitos sobre o peso ao nascimento decorrentes do
gendtipo fetal ou do gendtipo materno.

Outros estudos investigaram a associacdo de variantes genéticas, em fatores de
crescimento fetais ou maternos especificos, com parametros de crescimento fetal, como peso
e tamanho ao nascimento (revisdo em Ishida e Moore, 2013). Associa¢Bes positivas foram
identificadas com variantes de genes sujeitos a imprinting gendmico, importantes para o
crescimento fetal, como IGF2 (insulin-like growth factor 2), H19 (H19, imprinted maternally
expressed transcript), INS (Insulin), PHLDAZ2 (pleckstrin homology-like domain, family A,
member 2), e de outros fatores de crescimento, tais como IGF1 (insulin-like growth factor 1)
e IGF2R (insulin-like growth factor 2 receptor).

Além de variantes genéticas comuns descritas em estudos de associacdo que explicam
parte da variabilidade fenotipica do crescimento, existem mecanismos raros com efeito maior,
como as alteracbes cromossdmicas estruturais, variacbes no numero de copias de DNA,
dissomias uniparentais (UPD; Uniparental Disomy), e as mutagdes genéticas e epigenéticas

em genes especificos. Esses mecanismos geralmente resultam em distlrbios de crescimento
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associados a outros sinais clinicos, constituindo sindromes genéticas. As causas genéticas
mais comuns de baixa estatura, sindromica ou isolada, incluem as alteracbes em genes da via
de hormonio de crescimento, mutacGes no fator de transcricdo SHOX (short stature
homeobox) e a monossomia do cromossomo X em mulheres (revisdéo em Zahnleiter e col.,
2013). Alteragdes cromossomicas estdo presentes em aproximadamente 20% dos fetos com
RCIU (revisdo em Monk e Moore, 2004). No entanto, as causas da restricdo de crescimento
permanecem desconhecidas em até 80% dos pacientes (revisdo em Seaver e col., 2009).
Exemplos de sindromes de restricdo de crescimento de estabelecimento pré-natal incluem as
sindromes de Silver-Russell (SRS; MIM #180860), 3-M (MIM #273750, 612921, 614205), de
Bloom (MIM #210900), de Dubowitz (MIM #223370) e IMAGE (MIM #614732). Uma
revisdo sobre sindromes de restricao de crescimento foi recentemente publicada por Dauber e
col. (2014).

As sindromes de crescimento exacerbado em geral apresentam fendtipos que se
sobrepdem, incluindo além de macrossomia pré e/ou pds-natal, macroglossia, organomegalia,
defeitos da parede abdominal (onfalocele), hipoglicemia e, principalmente, predisposicdo
aumentada a desenvolver tumores embrionarios (revisdo em Yachelevich e col., 2015). Essa
sobreposicdo de caracteristicas clinicas dificulta o diagndstico especifico e a causa genética
das sindromes de crescimento exacerbado ainda € desconhecida em 20-40% dos casos (Malan
e col.,, 2010). Alguns exemplos de sindromes classicas de crescimento exacerbado de
estabelecimento pré-natal sdo a sindromes de Sotos (MIM #117550), de Beckwith-
Wiedemann (BWS; MIM #130650), de Simpson-Golabi-Behmel (MIM #312870) e de
Weaver (MIM #277590). Uma revisao sobre essas sindromes foi recentemente publicada por
Yachelevich (2015).

1.1.3 A regulacdo do crescimento fetal

O crescimento fetal € processo complexo e dindmico, regulado por fatores
(epi)genéticos e ambientais. As estimativas indicam que, sob circunstancias normais,
aproximadamente um terco do tamanho do recém-nascido seja explicado por fatores genéticos
e outro terco, por fatores ambientais, o restante, por fatores ndo determinados (revisdo em
Ambler, 2002). Estimativas da herdabilidade do peso ao nascimento estdo por volta de 10 a
40% (revisdo em Yaghootka e col., 2012). Dois genomas diferentes contribuem para essa
variabilidade genética: genes fetais tém papel importante no crescimento no inicio da vida

fetal, enquanto que genes maternos modulam o ambiente intrauterino e, juntamente aos
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nutrientes e hormoénios, tém influéncia predominante sobre o crescimento fetal no restante da
gravidez (revisdo em Yaghootka e col., 2012).

A interacdo entre fatores maternos, placentarios e fetais no ambiente intrauterino séo
determinantes para o desenvolvimento fetal (Figura 1.1). Fatores maternos incluem paridade,
tempo de gestacdo, estatura e peso da mae, incluindo o peso materno ao nascimento (revisao
em Dunger e col., 2006). A placenta mantém e impulsiona o desenvolvimento embrionério,
fornecendo um ambiente para o crescimento do feto, coordenando as diferentes fases da
embriogénese, e servindo como interface para interacbes materno-fetais (revisdo em
Lambertini, 2014). O crescimento fetal depende da disponibilidade adequada de nutrientes e a
placenta tem papel chave na transferéncia desses nutrientes e de oxigénio da mée para o feto
(Cunningham e col., 2001; Bloomfield e col., 2013).

P Y
\ Fatores maternos e
Fatores fetais . .
N ambientais

Genética Intrinseco Extrinseco  Complicagées clinicas
Anomalias cromossomicas Paridade Nutrig&o Hipertens&o Patologias
MutagGes de ponto e indels  Tempo de gestaggo Tabagismo Diabetes melito Insuficiéncia placentéaria
AlteragSes epigenéticas Estatura Drogas InfecgBes virais Mosaicismo genetico
Peso Alcool Doengas cronicas

Idade Teratogenos
Genética /

Crescl mento fetal

Figura 1.1 - Fatores maternos, placentérios, fetais e ambientais que atuam, em conjunto, na
determinacdo do crescimento fetal.

O crescimento fetal é regulado pela integracédo entre os nutrientes providos pela mée e
os fatores de crescimento produzidos pelo feto, que incluem a insulina e os fatores
semelhantes a insulina, seus receptores e proteinas ligantes (sistema IGF) (Bloomfield e col.,
2013). A insulina é secretada pelas células pancreaticas fetais, principalmente durante a

segunda metade da gestacéo, e estimula o crescimento. Os fatores de crescimento semelhantes
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a insulina sdo produzidos por praticamente todos os 6rgdos fetais, desde o inicio do
desenvolvimento, e tém papel crucial na divisdo e diferenciagdo celulares. Por outro lado,
proteinas ligantes aos fatores de crescimento semelhantes & insulina restringem o crescimento
(Cunningham e col., 2001).

Estudos em animais knockout demonstraram a importancia dos genes Ins, Igfl, 1gf2 e
seus respectivos receptores, Insr (insulin receptor), Igflr (insulin-like growth factor 1
receptor) e Igf2r, na regulagdo do crescimento do feto e da placenta durante a gestacéo
(revisbes em Dunger e col., 2006; Gicquel e Le Bouc, 2006). Mutagdes raras em humanos
corroboraram o papel dessas proteinas na regulacdo do crescimento fetal em humanos. Um
exemplo dessa relacdo veio do estudo de individuos nascidos com alteracBes no
desenvolvimento pancreéatico ou defeito na ativacdo do receptor de insulina, que apresentaram
diminuicdo do crescimento fetal e do tecido adiposo (Ogilvy-Stuart e col., 2001). Outro
estudo relatou recém-nascidos com baixo peso para a idade gestacional, que eram portadores
de mutacdes no gene IGF1 (Bonapace e col., 2003; Woods e col., 2006). Além disso, maior
ou menor nimero de copias do gene IGF1R foram associadas com aumento ou diminuicdo do
crescimento pré- e pds-natal, respectivamente, indicando que o nimero de copias de IGF1R
pode influenciar o crescimento em humanos (Okubo e col., 2003). Outro exemplo de
regulacdo do crescimento fetal em humanos veio da observacdo das manifestacGes clinicas
causadas por alteracbes de expressdo do gene sujeito a imprinting IGF2. Normalmente,
somente a copia paterna desse gene € transcricionalmente ativa. A super-expressao de IGF2,
devido a perda do imprinting materno, é uma das causas da sindrome de Beckwith-
Wiedemann, caracterizada principalmente pelo crescimento pré- e/ou pds-natal exacerbado;
mutacdes opostas, levando a supressdo da expressdo do gene IGF2, resultam na sindrome de
Silver-Russell, conhecida por apresentar grave RCIU entre 0s seus sinais clinicos. Apesar de
0 sistema IGF de fatores de crescimento ser o mais bem estudado na regulacdo do
crescimento fetal, variacGes na expressdo de outros genes e seus produtos também sdo

relevantes (revisdo em Ambler, 2002).

1.1.4 O imprinting genémico e seu papel no crescimento fetal

A expressdo génica de cada tipo celular é controlada por varios mecanismos. Para a
maioria dos genes, ambos ou nenhum dos alelos sdo expressos, de acordo com o estado ou a
identidade de uma determinada célula. No entanto, muitos genes tém expressdo monoalélica,

como a maioria daqueles localizados no cromossomo X inativo, genes autossémicos com
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expressdo monoalélica aleatoria, aqueles controlados por polimorfismos em elementos
regulatérios in cis, e genes sujeitos a imprinting genémico (revisdo em Chess, 2012). Os
genes sujeitos a imprinting (IG; Imprinted Genes) tém expressdo monoalélica dependente da
origem parental; assim, para cada IG, apenas um alelo é expresso, 0 materno ou o paterno. A
transcricdo desses genes é regulada por mecanismos epigenéticos, dos quais a metilagdo do
DNA é fundamental na diferenciacdo dos genomas materno e paterno (revisdo em Reik e
Walter, 2001). Nos mamiferos, eutérios e marsupiais, o imprinting tem papel crucial no
desenvolvimento da placenta e do embrido, no crescimento fetal, e no neurocomportamento e
no metabolismo, apds o nascimento. O fenémeno do imprinting ndo é observado em
mamiferos prototérios ou em outros vertebrados. O imprinting também evoluiu de forma
independente em plantas angiospermas, nas quais o endosperma tem funcdo semelhante a
placenta (revisdo em Ishida e Moore, 2013)

Até a década de 80, acreditava-se que a informacéo genética de cada genitor contribuia
de forma equivalente para o desenvolvimento do embrido e a partenogénese, conhecida em
varias espécies de animais, apoiava essa conclusdo. Porém, a inviabilidade da partenogénese
em mamiferos levantou questdes sobre a equivaléncia da contribuicdo dos genomas materno e
paterno para o desenvolvimento do embrido. A principal hipdtese era de que a homozigose
quanto a alelos recessivos letais seria responsavel pela perda dos embrides uniparentais
(Graham, 1974). Nova evidéncia veio da observacdo de que a maioria das molas hidatiformes
completas, conceptos com proliferacdo abundante do trofoblasto, normalmente sem embrido
associado, possuiam dois conjuntos hapldides de cromossomos paternos, sem qualquer
cromossomo materno, indicando que 0s genomas paterno e materno tinham efeitos diferentes
durante o desenvolvimento humano, e que genes paternos eram importantes para o
desenvolvimento do trofoblasto (Kajii e Ohama, 1977).

Dois estudos posteriores foram cruciais para mostrar que havia de fato diferenca
funcional entre os genomas parentais em mamiferos (Surani e col., 1984; McGrath e Solter,
1984). Ambos utilizaram transplante de pro-nlcleos para gerar embrides de camundongos
com conjuntos de cromossomos de apenas um dos genitores. Os poucos embrifes que
possuiam dois pré-nucleos femininos (ginogenéticos) apresentaram restricdo de crescimento
marcante e o desenvolvimento dos tecidos extraembrionarios foi particularmente reduzido.
Por outro lado, embrides que receberam dois prd-nacleos masculinos (androgenéticos)
apresentaram crescimento exacerbado dos tecidos extraembrionarios, corroborando o0s
achados em molas hidatiformes. Somente os embrides controle, que receberam um pré-ndcleo

de cada sexo, desenvolviam-se a termo. Com base nesses resultados, os autores dos dois
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estudos concluiram que a homozigose quanto a alelos recessivos letais ndo era o principal
fator responsével pela inviabilidade dos embrides ginogenéticos e androgenéticos de
camundongos, mas que deveria haver um mecanismo especifico de imprinting, que marcava
diferencialmente os genomas parentais durante a gametogénese e que explicaria a necessidade
de o zigoto possuir ambos 0s pro-ndcleos, materno e paterno, para ter desenvolvimento
normal. Apesar de terem a mesma quantidade de informacdo genética, a contribuicdo materna
e paterna para 0 genoma do embrido ndo seria funcionalmente equivalente.

Esses achados foram refinados por estudos como o de Cattanach e Kirk (1985), que
demonstraram que os efeitos da origem parental sdo especificos a certas regides do genoma.
Por meio de cruzamentos entre camundongos portadores de translocagcdes cromossémicas
Robertsonianas ou reciprocas, foram gerados embrifes que herdavam cromossomos ou
segmentos cromossdmicos especificos de apenas um genitor. Os camundongos produzidos
apresentaram fendtipos normais ou anormais, dependendo do cromossomo ou do segmento
presente em dissomia uniparental. Os fendtipos se manifestavam como exacerbacdo ou
restricdo de crescimento, além de distirbios de comportamento. Um exemplo marcante foi o
segmento proximal do cromossomo 11 de camundongo: ao herdar duas cOpias maternas, a
prole apresentava restricdo de crescimento; o fendtipo oposto era observado quando a prole
herdava duas cdpias paternas desse segmento. Os autores sugeriram que havia uma forma de
marcacdo (imprinting) que afetava a atividade génica nos cromossomos parentais de maneira
reciproca e era responsavel pelos fenotipos contrastantes observados nos camundongos.

No comeco da década de 90, os primeiros IG foram descobertos - 1gf2, Igf2r e H19 - e
foi comprovado que realmente eram expressos diferencialmente nos cromossomos parentais
(revisdo em Reik e Walter, 2001). Genes sujeitos a imprinting expressos no feto e na placenta
podem potencialmente afetar o crescimento fetal devido aos efeitos da demanda fetal por
nutrientes ou do fornecimento de nutrientes pela placenta (revisdo em Peters, 2014). A perda
de imprinting desses genes pode resultar em aumento ou reducdo do crescimento fetal e
placentario. Muitos desses genes sdo expressos em tecidos fetais importantes na regulacéo do
metabolismo pds-natal e sdo regulados negativamente ap6s o nascimento (Charalambous e
col., 2007).

Estudos em camundongos knockout quanto a determinados IG mostraram a
importancia desses genes na regulacdo do crescimento da placenta e do embrido. DelecGes
dos genes de expressdo paterna Igf2, Mest (mesoderm specific transcript), Peg3 (paternally
expressed 3) e Ins2 (insulin I1) resultaram em RCIU, enquanto a situagdo oposta foi observada

em camundongos com perda de funcdo de H19, Igf2r e Grb10 (growth factor receptor-bound
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protein 10), genes com expressdo exclusivamente materna, que resultaram em exacerbacéo de
crescimento do embrido (revisdbes em Monk e Moore, 2004; Cleaton e col., 2014; Moore e
col., 2015). Fendtipo semelhante de crescimento exacerbado foi observado em camundongos
com super-expressao do gene Igf2, devida a perda do imprinting materno (Sun e col., 1997).

O processo de imprinting leva a haploidia funcional; dessa forma, os 1G perdem a
vantagem protetora da diploidia, tornando as regides sujeitas a imprinting potencialmente
vulneraveis, como é visto em doengas associadas a imprinting, discutidas mais adiante.
Provavelmente deve haver vantagens seletivas para a evolucdo e manutencéo desse fenémeno.
A restricdo do imprinting aos mamiferos térios indica que a placentacdo e o imprinting
surgiram em momentos similares na evolugdo e podem estar correlacionados (revisdo em
Cleaton e col., 2014).

A associacdo entre a aquisicdo do imprinting e da placenta durante a evolucéo levou a
elaboracdo de algumas hipdteses para explicar o surgimento de imprinting genémico. Duas
teorias s&o amplamente citadas - a teoria kinship e a teoria da coadaptacgéo - e tém implicacGes
para ambas as fases pré e pos-natal. De acordo com a teoria kinship, ou teoria do conflito
parental, os IG evoluiram para refletir os interesses maternos e paternos pelo fornecimento de
nutrientes no periodo fetal. Assim, esses genes apresentariam funcBes antagbnicas: genes de
expressdo paterna promoveriam o crescimento do feto pela utilizacdo de recursos maternos,
para otimizar a chance de sobrevivéncia perinatal, enquanto que genes de expressdo materna
contrabalanceariam isso por limitar os recursos ao feto e restringir o crescimento fetal,
garantindo assim a sobrevivéncia materna para futuras gestacoes e igualdade de fornecimento
de nutrientes entre sua prole (Moore e Haig, 1991).

A teoria da coadaptacdo propde que os IG atuariam em conjunto para otimizar o
desenvolvimento fetal, além do fornecimento de nutrientes e cuidados maternos. Durante o
desenvolvimento dos mamiferos, um conjunto complexo de interaces ocorre entre o feto, a
placenta e o hipotdlamo da mae que influenciam o crescimento fetal, o desenvolvimento do
cérebro, o fornecimento de recursos maternos em ambas as fases pré e pos-natal, e o cuidado
materno ap6s o nascimento. A regulacdo dessas funcbes pelo imprinting provavelmente seria
devido a coadaptacdo genitores-prole através da selecdo de, principalmente, genes de
expressao paterna coexpressos na placenta e no hipotalamo da mée (Keverne e col., 2008).

Em humanos, a perda do imprinting recapitula os fenétipos demonstrados nos estudos
com camundongos knockout. A desregulacdo da expressdo de IG foi associada a gestacdes
com RCIU, a medidas de crescimento fetal, como perimetro cefélico e peso ao nascimento, e

ao neurocomportamento do recém-nascido (Lambertini, 2014; Moore e col., 2015). A perda
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do imprinting também causa sindromes, caracterizadas principalmente por alteracbes de
crescimento pré- e pds-natal, do metabolismo e do neurocomportamento apds o nascimento e,
mais recentemente, tem sido relacionada a doengas comuns como obesidade, diabetes melito e

cancer.

1.1.5 A regulagdo do imprinting genémico

Atualmente, sdo conhecidos aproximadamente 150 genes sujeitos a imprinting em

camundongos (MouseBook Imprinting Catalogue - http://www.mousebook.org/mousebook-

catalogs/imprinting-resource). Em humanos, cerca de 100 IG ja foram caracterizados, e
muitos outros foram sugeridos como candidatos (Catalogue of Parent of Origin Effects -
http://igc.otago.ac.nz/home.html; Geneimprint - http://www.geneimprint.com/site/genes-by-

species.Homo+sapiens.any). A maior parte dos IG em humanos é conservada em

camundongos, mas alguns sdo exclusivos de uma espeécie ou da outra. Analises de
transcriptoma e de metiloma aplicando-se tecnologias de larga escala, tais como microarrays
e sequenciamento de nova geracao, tém sido amplamente utilizados na busca por novos IG
(Court e col., 2014; Docherty e col., 2014; Babak e col., 2015; Baran e col., 2015).

Os IG se expressam em uma ampla gama de tecidos, mas particularmente na placenta
e no cérebro (revisdo em Davies e col., 2007). De fato, acredita-se que 70% dos IG sejam
reguladores do crescimento fetal e do desenvolvimento cerebral em mamiferos (revisdo em
Reik e Walter, 2001). Cerca de um terco dos IG sdo RNA ndo codificadores (ncCRNA), muitos
dos quais, RNA pequenos (revisdo em Morison e col., 2005). Apesar de alguns IG ocorrerem
isolados ou em pares no genoma, aproximadamente 60% dos 1G em humanos estdo arranjados
em clusters de trés ou mais genes em segmentos de até 2,3 Mb, estruturalmente conservados
entre humanos e camundongos. Dez clusters de IG foram caracterizados em humanos,
mapeados em 2033.3, 6024.2, 7921.3, 7932.2, 11p15.5p15.4, 140932.2, 15911.2, 19913.43 e
20g13.32. A maioria deles consiste de genes de expressdo materna e paterna, pelo menos um
IG de ncRNA (miRNA, snoRNA ou IncRNA), além de genes ndo sujeitos a imprinting
(revisbes em Henckel e Arnaud, 2010; Peters, 2014).

Para que a expressao monoalélica parental seja estabelecida, cada cluster é regulado
por um elemento central de controle in cis, denominado centro de imprinting (ICR; Imprinting
Center Region) (Figura 1.2). Na linhagem germinativa, as ICR sdo marcadas por modificacdes
epigenéticas alelo-especificas, como a metilagdo do DNA, a mais bem caracterizada, e as

modificagdes de histonas (revisdo em Peters, 2014). Consequentemente, as ICR ficam ativas
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em apenas um dos dois alelos parentais e regulam coordenadamente a expressdo de todos 0s
IG por longas distancias dentro de um cluster, de maneira alelo-especifica (revisdes em
Delaval e col., 2006; Edwards e Ferguson-Smith, 2006). Diversos estudos mostraram que a
delecdo de ICR resulta em perda de imprinting de multiplos genes no cluster, enfatizando a
importancia desse elemento e sua influéncia na regulacéo de regibes multigénicas (revisao em
Bartolomei e Ferguson-Smith, 2011). As regifes metiladas nas ICR, de acordo com a origem
parental, sdo denominadas regifes diferencialmente metiladas (DMR; Differentially
Methylated Region). Promotores de IG também sdo diferencialmente metilados e

frequentemente atuam como ICR (Edwards e Ferguson-Smith, 2006; Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Organizagdo de um cluster hipotético sujeito a imprinting gendmico, em dois tecidos. Os
IG estdo representados em azul e os genes de expressdo bialélica, em cinza. As setas indicam a
orientacdo da expressdo. Em verde esta destacada a ICR intergénica, que constitui uma DMR
germinativa. Circulos cheios representam DNA metilado e vazios, DNA desmetilado. A ICR esta
metilada no cromossomo paterno em ambos os tecidos e regula a expressao alelo-especifica reciproca
dos genes 1 e 3, este codificando um ncRNA. O gene 2 ndo é sujeito a imprinting e tem expressao
bialélica. O tecido A apresenta uma DMR somatica tecido-especifica localizada no promotor do gene
5, que codifica um IncRNA; essa DMR esta metilada no cromossomo materno e regula a expressao
paterna dos genes 4 e 5 nesse tecido. Figura modificada de Henckel e Arnaud (2010).

A metilacdo de ICR, localizada na regido promotora de um gene, silencia sua
expressdo. ICR ndo metiladas sdo consideradas ativas e controlam a expressao de um ou mais
IG, por mecanismos que sdo apenas parcialmente compreendidos; dois modelos foram
propostos: 0 modelo de isoladores (insulators) e 0 modelo de transcritos de INcRNA (revisdo
em Peters, 2014). Um exemplo do modelo de insulator é a regulacdo do I6cus H19/IGF2, em
11p15 (Figura 1.3B). Os genes H19 e IGF2 competem por enhancers localizados downstream
ao H19. O imprinting reciproco desses genes é controlado pelo centro de imprinting

intergénico ICR1, localizado upstream ao H19, que possui sete motivos de ligacdo a proteinas
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zinc-finger chamadas CTCF (fator de ligagdo a CCCTC). No alelo materno, o ICR
desmetilado permite a ligacdo das proteinas CTCF, gerando uma barreira (insulator) que
impede a aproximagéo dos enhancers aos promotores de IGF2. Como consequéncia, o IGF2
fica silenciado e o promotor de H19, com acesso aos enhancers, € ativado. No cromossomo
paterno, o ICR1 estd metilado, impedindo a ligacdo das proteinas CTCF, o que permite o
acesso dos enhancers aos promotores de IGF2, ativando-o. A metilagdo do DNA se estende
até o promotor de H19, silenciando-o (revisdo em Delaval e col., 2006). Outro dominio
sujeito a imprinting na regido 11p15, o l6cus KCNQ1, é um exemplo do modelo de IncRNA
(Figura 1.3B). O centro de imprinting ICR2 esta localizado no intron 10 do gene KCNQ1
(potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 1), na regido promotora do
gene KCNQ1OT1 [KCNQ1 opposite strand/antisense transcript 1 (non-protein coding)]. No
cromossomo paterno, o ICR2 estd desmetilado, permitindo a expressdo de KCNQ1OT1; esse
longo transcrito antisense, ndo codificador, silencia genes proximos in cis, por mecanismo
ainda ndo bem conhecido. No cromossomo materno, em contrapartida, a metilagdo do ICR2
reprime a atividade do IncRNA, o que permite a expressdo de genes vizinhos, incluindo
KCNQ1 e CDKI1NC [cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)] (revisdo em Kalish e
col.,, 2014).

Os principais clusters de IG, em outros cromossomos, geralmente apresentam o
mesmo padrdo de regulacdo do imprinting (Figura 1.3): ICR metilados no alelo materno
abrigam promotores de IncRNAs, que tém expressao paterna e podem desempenhar papel
importante na regulacdo do imprinting in cis; em contrapartida, ICR metilados no alelo
paterno sdo intergénicos, embora ncRNAs também sejam expressos no alelo oposto (revisoes
em Edwards e Ferguson-Smith, 2007; Barlow, 2011). Esses mecanismos de regulacdo do
imprinting sdo conservados entre camundongos e humanos.

A metilacdo do DNA, adicdo de grupo metil a residuos de citosina dos dinucleotideos
CpG, é a principal marca epigenética no estabelecimento e na manutencdo do imprinting
gendbmico, mas ndo é exclusiva a esse fenémeno. Regides do genoma com alta frequéncia de
dinucleotideos CpG sao denominadas "ilhas CpG" e estdo localizadas em promotores, ou em
sua proximidade, em aproximadamente 40% dos genes de mamiferos (Fatemi e col., 2005). A
metilacdo dos promotores génicos € um mecanismo tecido-especifico e reversivel de
silenciamento, encontrado normalmente em diversos genes. No caso dos IG, entretanto, o
estabelecimento das DMR leva a ativacdo ou inativacdo génica nos cromossomos parentais de

maneira reciproca (revisdo em Biliya e Bulla, 2010).
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Figura 1.3 - Clusters sujeitos a imprinting em humanos, associados a sindromes. As DMR em letras vermelhas sdo ICR. O sentido da transcricdo é indicado por
setas; orientagdo para a esquerda = centromérico e para a direita = telomérico. (A) Cluster PLAGL1 associado a diabetes melito neonatal transitoria tipo 1
(TNDM). O gene PLAGL1 sofre imprinting e o alelo expresso é o paterno, desmetilado. (B) Cluster em 11p15.5, dividido em dominio centromérico KCNQ1 e
dominio telomérico H19/IGF2, associados as sindromes de Silver-Russell (SRS) e Beckwith-Wiedemann (BWS). (C) Cluster DLK1-DIO3 associado as
sindromes de UPD(14) materna e paterna. Linhas pontilhas indicam a possivel extensdo dos transcritos. (D) Cluster SNRPN associado as sindromes de Prader-
Willi (PWS) e Angelman (AS). (E) Cluster GNAS associado a pseudo-hipoparatireoidismos (PHP). Os primeiros éxons de GNAS, A/B, GNASXL e NESP55 sao
processados com o0s éxons 2-13 para gerar diferentes transcritos. Figura modificada de Ishida e Moore (2013).
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Existem dois tipos de DMR em l6cus sujeitos a imprinting gendmico: DMR germinativas (ou
primarias), cujo padrdo de metilacdo é estabelecido durante a gametogénese e mantido em
todos os tecidos ao longo do desenvolvimento embrionario e da vida adulta; e DMR
somaticas (ou secundarias), que se tornam diferencialmente metiladas apos a fertilizagao, nos
promotores de determinados IG, e podem ser tecido-especificas (revisdo em Henckel e
Arnaud, 2010) (Figura 1.2). Uma vez estabelecido numa célula, suas descendentes tem o
mesmo alelo metilado de determinado IG.

Outro mecanismo de controle epigenético em lécus sujeitos a imprinting esta
relacionado a conformagdo da cromatina. Os alelos de um IG, dependendo da origem
parental, podem apresentar modificacfes especificas nas histonas que compdem a cromatina
(acetilacdo, metilacdo, ubiquitinacdo e fosforilagdo), permitindo ou impedindo a transcricéo
do DNA (revisdo em Verona e col., 2003). Ja foi relatada associagédo entre o alelo parental
metilado das ICR e modificagdes repressivas de histonas, que atuariam na manutengédo
somatica do imprinting (Henckel e col., 2009). De forma geral, as modificacdes de histonas
aparecem relacionadas ao imprinting gendémico em associacdo com a metilacdo do DNA
(revisdo em Reik e Walter, 2001).

O imprinting gendmico é provavelmente o melhor exemplo de como mdltiplos
componentes do epigenoma atuam em conjunto na determinacdo do fenotipo. A metilacdo do
DNA, as modificacdes de histonas e outros elementos que modelam a cromatina, como 0s
INcRNAs, trabalham coordenadamente na regulacdo da expressdo de IG (revisdo em
Lambertini, 2014).

1.1.6 Estabelecimento e manutencéo do imprinting genémico

O estabelecimento do imprinting genémico é um processo complexo que inclui a
reprogramacao epigenética do genoma. As marcas de imprinting devem ser transmitidas com
precisdo para a geracdo seguinte e sdo dependentes da origem parental (Figura 1.4A). Em
outras palavras, nos machos todas as células contém um conjunto de cromossomos com
marcas de imprinting masculinas (de heranca paterna) e outro conjunto com as marcas
femininas (de heranca materna), mas quando esses cromossomos sdo transmitidos para a
geracdo seguinte, os dois conjuntos devem ser reprogramados para conter marcas de
imprinting apenas masculinas, que serd a contribuicdo paterna. As fémeas, por sua vez,
transmitem para a geracdo seguinte cromossomos com marcas de imprinting maternas (Figura
1.4A).
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Figura 1.4 - Metilacdo do DNA durante a gametogénese e o inicio do desenvolvimento embrionario.
(A) Apagamento das marcas epigenéticas de imprinting, restabelecimento e manuten¢do das DMR
germinativas ao longo do desenvolvimento. Os cromossomos materno e paterno estdo representados
por barras rosa e azul, respectivamente. Os boxes pretos e brancos nos cromossomos indicam a
presenca ou auséncia de modificacdo alélica, respectivamente. As setas partindo dos cromossomos
indicam a expressao de alelos ndo metilados. (B) Reprogramacao epigenética do genoma no inicio do
desenvolvimento (baseado em camundongos). Desmetilacdo global nas células germinativas
primordiais (CGP), que apaga as marcas epigenéticas (linhas tracejadas), seguida da metilagcdo de novo
para estabelecer novas marcas de imprinting sexo-especificas, durante a gametogénese. Apds a
fertilizacdo, ocorre a segunda desmetilacdo global, seguida de remetilacdo antes do periodo de
implantagdo do embrido; as DMR sujeitas a imprinting resistem & desmetilagdo e sdo mantidas. As
células da massa celular interna (MCI; que originardo o feto) apresentam metilacdo aumentada em
relagdo ao trofectoderma (TF, que originardo a placenta). Figura modificada de Ishida e Moore (2013).

A reprogramacdo de marcas epigenéticas do genoma (metilacdo do DNA e
modificacdes de histonas associadas) ocorre em duas fases (Figura 1.4B). A primeira acontece
durante o desenvolvimento das células germinativas primordiais em ovdcitos ou
espermatocitos e compreende a desmetilacdo global, quando se apagam as marcas de

imprinting parentais pré-existentes, seguida da metilagdo de novo do DNA nas ICR,
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estabelecendo-se 0 novo padrdo sexo-especifico nos gametas (DMR germinativas) (Figura
1.4). A segunda fase de reprogramacéao ocorre apo6s a fertilizagdo e abrange a desmetilagéo e a
remetilagdo global antes da implantacdo do embrido. As ICR germinativas, no entanto,
escapam da segunda fase da reprogramacdo e suas marcas epigenéticas permanecem
inalteradas durante o restante do desenvolvimento embrionario e a vida adulta (revisGes em
Biliya e Bulla, 2010; Ishida e Moore, 2013). Durante a remetilacdo global, DMR somaéticas
sdo estabelecidas. A regulacdo do imprinting no embrido € complexa, podendo a expressao de
IG ser modificada: alguns genes possuem expressdo monoalélica somente em determinados
tecidos ou tipos celulares, ou em determinado estagio do desenvolvimento; além disso, I1G
podem apresentar expressdao monoalélica isoforma-especifica (revisdo em Reik e Walter,
2001).

A metilagdo de novo do DNA é estabelecida pelas metiltransferases de citosina
DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. Em camundongos, a Dnmt3a € expressa
predominantemente em ovocitos e no inicio da vida embrionaria e, em conjunto com a
Dnmt3l, é responsavel por estabelecer a metilacdo das ICR nos gametas masculino e
feminino; a prole de fémeas de camundongos Dnmt3l” ndo se desenvolve e apresenta
auséncia completa de metilagdo materna nas ICR, resultando na expressdo desregulada dos 1G
associados a elas, enquanto a metilagdo do restante do genoma aparentemente nao é afetada
(revisdo em Henckel e col., 2009). Ja a Dnmt3b é expressa em estagios pré-implantacionais
do desenvolvimento embrionario e atua na remetilacdo, apdés a segunda onda de
reprogramacao global (revisdo em Monk, 2015). Nas células somaticas, o padrdo de metilacdo
do DNA é mantido durante o processo de duplicacdo dos cromossomos e transmitido para as
células filhas; quando o DNA é replicado, os grupos metil da fita molde sdo reconhecidos e
novos grupos metil sdo inseridos na fita em formacdo pela enzima metiltransferase de
manutencdo DNMT1 (revisdo em Reik e Walter, 2001). O mecanismo pelo qual as
metiltransferases se ligam as DMR especificas das células germinativas femininas ou
masculinas ndo é totalmente compreendido, mas provavelmente sdo necessarios fatores que
reconhecam as DMR e sejam sexo-especificos na linhagem germinativa (revisdo em
Bartolomei e Ferguson-Smith, 2011).

A manutencdo de identidade parental ao longo do desenvolvimento provavelmente
envolve a combinacdo de sequéncias de atuacdo in cis e fatores que atuam in trans. As
sequéncias in cis sdo presumivelmente as ICR, mas sequéncias adicionais ndo podem ser
descartadas. Varios fatores de atuacdo in trans que contribuem para a manutencdo do

imprinting apds a fertilizacdo, impedindo a desmetilacdo das ICR, foram identificados.
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Algumas dessas proteinas tém impacto na manutencdo da metilagdo do DNA em multiplos
I6cus sujeitos a imprinting, ao passo que outras parecem ter papel mais restrito (revisdo em
Bartolomei e Ferguson-Smith, 2011). Na primeira categoria, Pgc7/Stella, ZFP57, TRIM28 e
membros da familia NLRP, especificamente NLRP5 e NLRP7, ligam-se aos alelos metilados
das ICR, atuando na regulacdo global do imprinting. Estudos em camundongos knockout
mostraram que a auséncia de cada um desses fatores resulta na hipometilacdo de multiplos
ICR, maternos e paternos. Ja os fatores Rbbpl/Arid4a e Rbbpllil/Arid4db atuam na
manutencdo do imprinting restrita ao l6cus Snrpn em camundongos, enquanto que mutagdo
em homozigose no gene NLRP2, de efeito materno, foi associada a hipometilacdo nos I6cus
KCNQL1 e PEG1 em pacientes com BWS (revisdo em Girardot e col., 2013). Outros fatores,
tais como DB1/Vezfl, CTCF, OCT4 e Zfp42 foram associados a manutencdo do alelo
desmetilado, impedindo sua metilacdo durante a segunda fase de reprogramacéo epigenética

do genoma (revisdo em Monk, 2015)

1.1.7 Manifestaces clinicas decorrentes da perda do imprinting em humanos

O estabelecimento adequado das marcas epigenéticas do imprinting nas células
germinativas e a manutencdo somatica subsequente dessas marcas Sdo cruciais para a
regulacdo da expresséo dos IG e, portanto, para o desenvolvimento normal. A desregulacdo da
expressao de IG tem implicagdes fenotipicas, tanto na infancia como na idade adulta. A perda
do imprinting genémico pode causar ndo somente sindromes, mas também esta relacionada
com o desenvolvimento de doencas comuns complexas, como obesidade, diabetes melito e
cancer (revisao em Peters, 2014).

Os IG tém apenas um alelo funcional e normalmente estdo arranjados em clusters,
com regulacdo comum. Eles ndo tém back-up funcional no caso de mutacdo no Unico alelo
ativo. Ainda, o comprometimento de uma ICR pode alterar o funcionamento de varios genes
num cluster sujeito a imprinting. Mecanismos genéticos e epigenéticos podem resultar em
perda do imprinting e desregulacdo da expressdo monoalélica dos IG, levando a doencas que
se manifestam com transmissao limitada ao sexo.

As alteracdes genéticas incluem mutacdes de ponto, delecGes, duplicacbes, e UPD. As
mutac6es de ponto e as alteracbes do numero de copias de DNA podem afetar diretamente o
funcionamento de um ou mais IG. Na UPD, ambas as copias de um cromossomo ou de parte
de um cromossomo sé@o transmitidas de um dos genitores e nenhuma do outro. Dessa forma,

as doencas causadas por UPD ocorrem devido & perda ou ganho de expressdao dos IG
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localizados no segmento em UPD. As mutagdes epigenéticas incluem alteracdo no padrdo de
metilacdo da ICR (hipometilacdo ou hipermetilacdo) de um cluster sujeito a imprinting, que
resulta na desregulacdo da expressao dos genes regulados em conjunto.

1.1.8 As sindromes de imprinting

A perda de imprinting gendmico ja foi identificada como a causa de vérias sindromes
em humanos (revisdo em Biliya e Bulla, 2010). As mais bem caracterizadas sdo a sindrome de
Angelman (AS; MIM #105830), a sindrome de Prader-Willi (PWS; MIM #176270), a
sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS; MIM #130650), a sindrome de Silver-Russell
(SRS; MIM #180860), a diabetes melito neonatal transitéria tipo 1 (TNDM; MIM #601410),
0 pseudo-hipoparatireoidismo tipo 1A (PHP1A; MIM #103580) e o tipo 1B (PHP1B; MIM
#603233), a sindrome de Temple (TS ou UPD(14)mat; MIM #616222) e a sindrome de
Kagami-Ogata (UPD(14)pat; MIM #608149). A Tabela 1.1 mostra as principais caracteristicas
clinicas e a etiologia de cada uma dessas sindromes, bem como seus modelos em
camundongos.

As sindromes de AS e PWS foram as primeiras sindromes decorrentes da perda do
imprinting descritas em humanos. Ambas ocorrem com frequéncia de um em 15 mil
nascimentos e estdo associadas a alteragdes do desenvolvimento e comportamentais, além de
comprometimento cognitivo. A perda de imprinting é decorrente de mutacdes (epi)genéticas
na porcdo proximal do brago longo do cromossomo 15, onde estd presente uma ICR que
controla varios IG, como ZNF127 (makorin ring finger protein3), NDN [necdin homolog
(mouse)], SNRPN (small nuclear ribonucleoprotein polypeptideN), IPW (imprinted in Prader-
Willi syndrome) e UBE3A (ubiquitin protein ligaseE3A) (revisdo em Eggermann e col.,
2008). Ja as sindromes de SRS e BWS, focos principais deste estudo, sdo as manifestacdes
clinicas que melhor demonstram a relacdo entre o imprinting e o crescimento fetal em
humanos. Esses dois distarbios de crescimento sdo causados por mutacdes (epi)genéticas
opostas em cluster do braco curto do cromossomo 11 (11pl15.5), que resultam na
desregulacdo reciproca de IG, como IGF2, H19, CDKN1C, KCNQl1 e KCNQ1OT.
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Tabela I.1 - Sindromes de imprinting em humanos e 0os modelos correspondentes em camundongos (de acordo com Eggermann e col., 2011; Jacob e col., 2013;

Peters, 2014; Mackay e col., 2015; OMIM, NCBI)

. A . Localizacdo Tipo de mutagdo genética / Alteracao de expressao Principais caracteristicas
Sindrome Frequéncia . i - . s .. Modelos em camundongos
cromossomica  epigenética (frequéncia) dos principais I1G clinicas
Diabetes melito neonatal 1/800.000 6024 UPD(6)pat (40%) NPLAGL1 TNHYMAI Hiperglicemia neonatal, Modelo transgénico com
transitéria tipo 1 (TNDM) Duplicagdo paterna (30%) RCIU, macroglossia e hiperglicemia neonatal, mas
Hipometilagdo do ICR materno (30%) onfalocele sem RCIU
Sindrome de Silver-Russell  1/10.000 7 /11p15.5 UPD(7)mat (5-10%) Hipometilagdo de Retardo de crescimento pré Modelos com deleg¢do paterna
(SRS) AlteragGes cromossomicas (2-4%) H19DMR: \/IGF2 TNH19 e pods-natal, macrocrania de KvDMR1 ou Igf2
Hipometilagdo de ICR1 (~40%) Duplicagdo materna de relativa, assimetria e face apresentaram retardo de
11p15.5: NCDKN1C triangular crescimento pré e pos-natal
UPD(7)mat: MEST e GRB10
sao principais candidatos
Sindrome de Beckwith- 1/15.000 11p15.5 UPD(11p15)pat (~20%) UPD(11p15)pat: L CDKNIC Excesso de crescimento pré-  Modelos transgénicos de Igf2 e
Wiedemann (BWS) AlteragGes cromossomicas (1-2%) LH19 MNIGF2 e/ou poés-natal, knockout de CDKN1C, que
Hipermetilagdo de ICR1 (5-10%) Hipermetilagdo de macroglossia, onfalocele, apresentam letalidade fetal e
Hipometilagdo de ICR2 (40-50%) H19DMR:  H19 1N IGF2 hipoglicemia neonatal, neonatal; juntos, possuem a
Mutagdo de ponto em CDKN1C (5%- Hipometilagdo de KvDMR1: hemihipertrofia e maioria das caracteristicas da
10%: esporadico; 40-50%: familial) L CDKN1C predisposi¢cdo a tumores BWS
Mutagdes de ponto: embriondrios (por exemplo,
L CDKN1C tumor de Wilms)
Sindrome de Temple (TS; Rara 14932 UPD(14)mat (?) I DLK1 LRTL1 Retardo de crescimento pré Modelo com duplicagdo distal
UPD14mat) Delegdo paterna (?) e pos-natal, hipotonia, do cromossomo 12 de origem
Hipometilagdo de IG-DMR (?) escoliose, puberdade materna, que apresenta
precoce e obesidade letalidade perinatal e RCIU
Sindrome de Kagami- Rara 14932 UPD(14)pat (?) MRTL1 RCIU, defeitos da parede Modelo com duplicagdo distal

Ogata (UPD14pat)

Delegcdo materna (?)
Hipermetilagdo de /IG-DMR (?)

toracica e abdominal,
placentomegalia e
polidramnio

do cromossomo 12 de origem
paterna, que apresenta
letalidade pré-natal e
placentomegalia

RCIU - restri¢do de crescimento intrauterino; UPD - dissomia uniparental; PTH - hormonio da paratireoide; TSH - horménio estimulante da tireoide; OHA - osteodistrofia hereditaria de

Albright; 1 super-expressao génica (ativagdo do alelo silenciado); {, perda de expresséo (silenciamento do alelo ativo); (?) - frequéncia desconhecida na populagao.

Continua



Tabela 1.1 - Sindromes de imprinting em humanos e os modelos correspondentes em camundongo (continuagao).

28

, . Localizagdo Tipo de mutagdo genética / Alteragdo de expressdao Principais caracteristicas
Sindrome Frequéncia . i - . s .. Modelos em camundongos
cromossomica  epigenética (frequéncia) dos principais I1G clinicas
Sindrome de Angelman 1/20.000- 15g11-13 Delegdo materna (70%) J UBE3A Atraso global do Quatro modelos
(AS) 1/12.000 UPD(15)pat (3-7%) desenvolvimento, compreendendo knockout do
Alteragdo de metilagdo (~3%) microcefalia, deficiéncia alelo materno e duplicagdo
Mutagdo de ponto em UBE3A (10- intelectual grave, fala proximal do cromossomo 7 de
15%) ausente ou limitada, ataxia, origem paterna, que
disturbio de sono, apresentam comprometimento
convulsGes e sorriso cognitivo, alteragGes motoras,
frequente ataxia e anormais cerebrais
Sindrome de Prader-Willi 1/25.000- 15g11-13 Delegdo paterna (70%) {11 genes Atraso global do Diversos modelos que
(PWS) 1/10.000 UPD(15)mat (20-25%) desenvolvimento, baixa apresentam caracteristicas da
Alteracdo de metilagdo (~1%) estatura, hipotonia neonatal, PWS, incluindo letalidade
dificuldade de sucgdo, neonatal, dificuldade de
hiperfagia, obesidade, sucgao, retardo de crescimento
hipogonadismo, disfungdo pds-natal, obesidade adulta,
cognitiva e disturbios de subfertilidade e defeitos
comportamento respiratérios
Pseudo- Rara 20g13.3 Mutagdo de ponto em GNAS (?) L GNAS - transcrito de Dismorfismos, obesidade, Modelos knockout dos éxons 1
hipoparatireoidismo tipo expressao bialélica déficit cognitivo, resisténcia e 6 de Gnas no alelo materno,
IA (PHP1A) (fendtipo OHA) renal a PTH, hipocalcemia, que apresentam letalidade
L GNAS - transcrito hiperfosfatemia, e neonatal, dismorfismos,
NESP55 (obesidade e resisténcia a outros obesidade adulta e resisténcia
resisténcia hormonal) hormonios hormonal multipla
Pseudo- Rara 20q13.3 Hipometilagdo do GNAS A/B-DMR L GNAS - transcrito A/B Resisténcia renal a PTH, Modelo knockout com

hipoparatireoidismo tipo
IB (PHP1B)

(15-20%)
UPD(20)pat (?)

hipocalcemia,
hiperfosfatemia, e
resisténcia ocasional a TSH

hipometilagdo materna de
Gnas, que apresenta letalidade
neonatal, resisténcia a PTH,
hipocalcemia e hiperfosfatemia

RCIU - restricdo de crescimento intrauterino; UPD - dissomia uniparental; PTH - horménio da paratireoide; TSH - hormonio estimulante da tireoide; OHA - osteodistrofia hereditéria de Albright;
/N super-expressao génica (ativacdo do alelo silenciado); |, perda de expresséo (silenciamento do alelo ativo); (?) - frequéncia desconhecida na populagao.
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Sindrome de Silver-Russell

A SRS foi descrita pela primeira vez por Silver e col. (1953) e Russell (1954).
Caracteriza-se principalmente por grave RCIU, seguido de déficit de crescimento p6s-natal.
Os sinais craniofaciais incluem uma face tipica, pequena e triangular, com frontal amplo e
micrognatia, podendo os cantos da boca estar voltados para baixo e ocorrer anomalias de
orelhas (Figura 1.5). A macrocrania relativa ao tamanho do corpo é comum e pelo menos
metade dos pacientes apresenta assimetria facial e/ou de membros, e clinodactilia de quintos
dedos. Muitas criancas com SRS tém dificuldades para alimentar-se, nos primeiros meses de
vida e podem apresentar hipoglicemia. Caracteristicas menos frequentes incluem manchas
café com leite, atraso na maturacdo Gssea e sudorese excessiva. O desenvolvimento
neuropsicomotor é normal, na grande maioria dos casos, mas pode ocorrer atraso na aquisicdo
da fala. A manifestacdo dessas caracteristicas € muito variavel entre os individuos afetados.
Alem disso, o quadro clinico da SRS em adultos € menos marcante do que na infancia. A
altura média dos pacientes adultos com SRS é de 151,2 + 7,8 cm para 0s homens e 139,9 +

9,0 cm para as mulheres (revisdo em Eggermann, 2010).

Figura 1.5 - Menino com diagndstico clinico da SRS: macrocrania relativa, face triangular, frontal
amplo e assimetria corporal (https://classconnection.s3.amazonaws.com/84/
flashcards/4797084/jpa/fllarge-144376287B627575EDE. jpg).

A SRS ¢ geneticamente heterogénea e ocorre, em geral, de forma esporadica. Trata-se
da primeira sindrome relacionada a perda de imprinting que afeta dois cromossomos
diferentes. Regibes dos cromossomos humanos 7 e 11 sujeitas a imprinting genémico foram
associadas com a etiologia da SRS: a UPD(7)mat foi o primeiro mecanismo identificado

como causa da sindrome, ocorrendo em 5-10% dos casos (Kotzot e col., 1995; revisdo em
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Eggermann e col., 2012a). O principal gene responsavel pela SRS nesse cromossomo ainda
ndo foi identificado. Alteracdes cromossomicas em 7pl11.2-p13, dele¢des recorrentes em 7921
e isodissomia segmentar materna abrangendo 7g31-gter em pacientes com quadro clinico
compativel com SRS indicaram alguns IG como candidatos para a sindrome: GRB10, SGCE
(sarcoglycan epsilon), PEG10 (paternally expressed 10) e MEST (revisdo em Eggermann e
col.,, 2012a). No entanto, até o momento nenhuma mutacdo de ponto ou alteracdo de
metilacdo foi identificada nesses genes em pacientes com SRS. Num paciente com restricdo
de crescimento e caracteristicas tipicas de SRS, foi detectada microdelecdo de 3,7 Mb em
7032, abrangendo o gene MEST, fornecendo evidéncia adicional para a participacdo desse
gene na patologia da sindrome (Eggermann e col., 2012b).

O brago curto do cromossomo 11 humano apresenta um cluster de 1G que tém papel
crucial no controle do desenvolvimento da placenta e do embrido, e no crescimento fetal. Esse
cluster, localizado em 11p15.5, abrange uma regido de cerca de 1 Mb e € constituido por dois
dominios génicos, cada um regulado por uma ICR: o dominio telomérico é controlado pela
ICR1 (H19DMR), que esta metilada no cromossomo paterno, enquanto o mais centromerico é
regulado pela ICR2 (KvDMR1), metilada no cromossomo materno (Figura 1.6). Alteracdes
genéticas e epigenéticas no segmento 11pl5.5 sdo as principais causas da SRS. A
hipometilacdo de ICR1 é a causa mais frequente, presente em cerca de 40% dos casos, e
resulta na perda da expressdo paterna do gene IGF2, e na expressdo bialélica de H19 (revisoes
em Eggermann e col., 2012a; Jacob e col., 2013). Diversas microduplicacfes e microdelecdes
em 11p15, variando de 58 kb a alguns Mb de tamanho, foram associadas com a SRS e
explicam 2-4% dos casos (revisdo em Begemann e col., 2012). Alguns microdesequilibrios
cromossdmicos estdo associados com perda de metilacdo em ICR1. Nos casos de duplicacdo
materna abrangendo a ICR2, o fenotipo aparece devido a super-expressdo do gene CDKN1C
(Schonherr e col., 2007; Bonaldi e col., 2011). Assim, a etiologia da SRS é explicada em
cerca de 50% dos casos, 0 que deixa aproximadamente metade dos pacientes sem diagndstico
molecular.

Adicionando a heterogeneidade genética da sindrome, alteracbes cromossdmicas
estruturais diversas foram detectadas em pacientes com fenotipo SRS ou SRS-like (quadro
clinico atipico), afetando principalmente os cromossomos 7, 8, 15, 17 e 18 (revisdo em
Fokstuen e col., 2014). Entretanto, além de alteracBes dos cromossomos 7 e 11, apenas
alteracdes dos cromossomos 15 e 17 foram detectadas em mais de um paciente que
preenchiam critérios diagndsticos restritos de SRS (revisdes em Hitchins e col., 2001;

Eggermann, 2010a). Recentemente, microdesequilibrios cromossdmicos diversos,
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principalmente microdelecdes, foram descritos em individuos afetados pela SRS, indicando
que também podem ser relevantes para a etiologia da sindrome (Bruce e col., 2010; Spengler
e col,, 2010; Lin e col., 2010; Spengler e col., 2012).

Dominio ICR1 Dominio ICR2
H19DMR KvDMR
H19 IGF2 KCNQ1 CDKN1C

INS TH ASCL2 TSPAN32 CD81 TSSC4 TRMPS5 KCNQTDN SLC22A18 PHLDA2 NAP1L4 CARS OSBPLS

Paterno ook i_i_i_i_i_ii j_i
! KCNQ10T1

Materno i CH3

N E

Figura 1.6 - Cluster de IG no segmento 11p15.5 do cromossomo 11 humano. As setas indicam genes
ativos e a direcdo da transcricdo. Em azul, IG de expressdo monoalélica paterna; em vermelho, IG de
expressao monoalélica materna; em preto, gene de expressao bialélica. O cluster esta dividido em dois
dominios, cada um regulado por uma ICR: ICR1 (H19DMR) e ICR2 (KvDMR1). No dominio ICR1, a
metilacdo de HI9DMR no cromossomo paterno leva a expressao paterna do gene IGF2 e a expressao
materna de H19. No dominio ICR2, a metilagio de KvDMR1 no cromossomo materno assegura a
expressdo paterna do gene KCNQ1OT1 e a expressdo materna dos demais IG do dominio.

Sindrome de Beckwith-Wiedemann

A BWS foi descrita por Beckwith (1963) e Wiedemann (1964). A sindrome é
caracterizada principalmente por crescimento exacerbado pré- e/ou pds-natal, macroglossia,
hipoglicemia neonatal, assimetria corporal, onfalocele, hérnia umbilical, visceromegalia,
predisposicdo elevada a desenvolver tumores embrionarios (como tumor de Wilms e
hepatoblastoma), entre outros sinais menos frequentes (Figura 1.7); a sindrome, entretanto, é
clinicamente heterogénea. A BWS ocorre em geral de forma isolada, com transmissdo
familial em cerca de 15% dos casos (revisdo em Weksberg e col., 2010).

Alteracdes genéticas e epigenéticas nos dominios ICR1 e ICR2 em 11p15.5 tambem
estdo associadas com a BWS. No entanto, ao contrario do que é visto na SRS, a ICR2 é
predominantemente alterada na BWS (revisdo em Jacob e col., 2013). A hipometilacdo de
ICR2 é a principal causa da sindrome, e estd presente em 40-50% dos casos. A troca do
epigendtipo materno para o paterno na ICR2 leva a expressdo bialélica do gene KCNQ10T1 e
a perda de expressdo de CDKN1C. A hipermetilacdo de ICR1, alteracdo epigenética oposta
aquela observada nessa ICR na SRS, ocorre em 5-10% dos casos de BWS, e esté associada a

expressao bialélica do gene IGF2 e a perda de expressdo de H19. A UPD segmentar paterna
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de 11p15.5 é observada em aproximadamente 20% dos casos e leva a modificacdo do
epigenotipo de ambos os dominios, ICR1 e ICR2, para o epigenotipo paterno; o resultado é
desregulacdo da expressdo de todos os IG do cluster, com efeito combinado das duas
alteracOes epigenéticas descritas acima. MutacGes de ponto no gene CDKN1C explicam 40-
50% dos casos familiais. Entre os casos esporadicos, mutacdes de CDKN1C estdo presentes
em 5-10% dos pacientes. Diversas alteracfes cromossdémicas em 11p15.5 foram relatadas na
BWS, como microduplicacdes, microdelecdes, inversdes e translocacbes. O efeito desses
rearranjos cromossomicos na regulacdo da metilacdo e expressdao dos IG em 11pl15.5 ¢é
complexo (revisdo em Begemann e col., 2012). Na maioria dos casos, no entanto, o efeito na
regulacdo positiva ou negativa de IG especificos € semelhante ao esperado com base nas

mutacdes epigenéticas.

Figura 1.7 - Menino com diagnostico clinico da BWS: crescimento exacerbado e macroglossia.
(https://squigglyrainbow.wordpress.com/2011/06/26/squiggly-sunday-3).

A SRS e a BWS representam fenétipos reciprocos causados por desequilibrios opostos
nos niveis de expressdao dos IG dos dominios ICR1 e ICR2. Os genes IGF2 e CDKNL1C séo
considerados protagonistas dessa relacdo: IGF2 codifica um fator de crescimento semelhante
a insulina expresso em tecidos mesodérmicos e endodérmicos, enquanto que CDKN1C produz
um regulador negativo da proliferacdo e do crescimento celular; ambos sdo altamente
expressos na placenta. IGF2 e CDKN1C agem, respectivamente, como acelerador e freio da
transicdo da fase G1 para S do ciclo celular (Haig, 2015). Em camundongos modelo, o
fendtipo da SRS é recapitulado por mutagdes em heterozigose no Igf2, transmitidas via
paterna, que resultam em prole e placentas com cerca de metade do tamanho selvagem

(DeChiara e col., 1990); a super-expressao de Cdknlc também causa restri¢cdo de crescimento
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pré- e pobs-natal (Andrews e col.,, 2007). J& o fendtipo da BWS € recapitulado em
camundongos knockout quanto a Cdknlc ou com super-expressdo de 1gf2, que apresentam
crescimento fetal e placentario exacerbados, além de outros sinais caracteristicos da BWS
(Eggenschwiler e col., 1997).

As sindromes de Silver-Russell e Beckwith-Wiedemann sdo os melhores modelos em
humanos para se estudar a importancia dos IG na regulacdo da funcdo da placenta e do
crescimento fetal. A observacdo dos papéis antagonicos dos IG no crescimento, em fendtipos
opostos, estd de acordo com a teoria do conflito parental do imprinting (teoria kinship), no
qual genes de expressdo paterna promovem o crescimento fetal pela utilizacdo de recursos
maternos (ex. IGF2), enquanto que genes de expressao materna o suprimem (ex. CDKN1C).

1.1.9 O imprinting gendmico e a fungéo cerebral

A literatura mostra que os IG tém papel importante no desenvolvimento cerebral e no
neurocomportamento, muitos sendo expressos no cerebro adulto. Mais de 5% dos genes que
se expressam em cérebro de camundongo estdo sujeitos a imprinting, em graus variados
(Gregg e col., 2010). Camundongos que apresentam dosagem dos IG reduzida (por delecéo
génica) ou aumentada (por UPD) geralmente tém disturbios de comportamento e alteracdes
cerebrais (revisdo em Davies e col.,, 2007). Em estudo classico, camundongos quimera,
possuindo mistura de células androgenéticas (Ag) ou partenogenéticas (Pg) com células
normais, apresentaram diferencas fenotipicas marcantes: quimeras Ag possuiam cérebro
pequeno em relacdo ao tamanho do corpo, enquanto quimeras Pg apresentaram o fendtipo
oposto. Além disso, a distribuicdo das células Ag e Pg nos dois tipos de quimeras diferia, com
as células Pg contribuindo principalmente para o neocortex e as células Ag,
preponderantemente para a regido septal, pré-Optica e do hipotalamo (Keverne e col., 1996).

Em camundongos adultos, o imprinting tem papel na amamentacédo, cuidado materno
com a prole, sono, entre outros comportamentos. J& em filhotes, os IG atuam no
comportamento alimentar, habilidade de succ¢éo, atividade motora e comunica¢do com a mae
(revisdo em Peters, 2014). A perda do imprinting dos genes Mest e Peg3 resulta em
camundongos apresentando comprometimento do cuidado com a prole (Lefebvre e col.,
1998a; Curley e col., 2004). Camundongos adultos, com expressdo alterada de Grb10 no
cérebro, sdo socialmente dominantes sobre animais selvagens, indicando que o gene de

expressao paterna Grb10 tem papel na supressdo da dominancia social (Garfield e col., 2011).
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Em humanos, os IG expressos no cérebro influenciam comportamentos sociais,
alimentares, a emotividade e a cognicdo. MutacBes genéticas e epigenéticas em regides
contendo IG causam sindromes neuroldgicas, como a PWS e a AS. Pacientes com AS
apresentam disposicéo feliz e podem ter comportamento autista, enquanto que pacientes com
PWS frequentemente apresentam instabilidade de humor, acessos de raiva e sdo suscetiveis a
episddios psicoticos (revisdo em Peters, 2014). Além dessas sindromes, o aumento da
dosagem de IG no segmento 15q11-13 também foi associado a casos ndo-sindrémicos de
psicose, em portadores de alteracbes cromossdmicas de origem materna que abrangiam o
I6cus (McNamara e col., 2013). Vérios transtornos psiquiatricos com comprometimento
social, incluindo transtornos do espectro autista mostraram ligacdo com regides sujeitas a
imprinting ou estavam relacionadas a alteracbes cromossdmicas que supostamente alteram a
expressdo de 1G (revisdo em Peters, 2014). Por exemplo, um estudo de ligacdo indicou que o
autismo poderia estar associado a segmentos dos cromossomos 7, 15 e 16, de acordo com a
origem parental, sugerindo a influéncia de 1G (Lamb e col., 2005). Algumas doencas
neurologicas e neuropsiquiatricas, como a sindrome de Tourette, a esclerose multipla, a
doenca de Alzheimer, a esquizofrenia e o transtorno bipolar, parecem ser preferencialmente
transmitidas pelo genitor de determinado sexo, sugerindo a participacdo de IG, apesar de
outros mecanismos também poderem explicar esse desvio (revisao em Davies e col., 2007).

Varios IG gque ndo sdo expressos no cerebro podem também, em teoria, afetar a fungédo
neuronal de forma indireta. Por exemplo, genes como Igf2 e Slc38a4 (solute carrier family
38, member 4) possuem papeis importantes na transferéncia de nutrientes essenciais (glicose,
aminodacidos) atraves das membranas da placenta e a falta ou 0 excesso desses recursos pode
levar a efeitos negativos no neonato, inclusive ao desenvolvimento anormal do cérebro
(revisdo em Davies e col., 2007). Assim, a forma como os IG afetam o desenvolvimento e a
funcdo cerebral durante a embriogénese e o periodo perinatal é provavelmente complexa e

interdependente (revisdo em Davies e col., 2007).

1.1.10 O imprinting gendmico e o cancer

A perda global do imprinting em camundongos foi associada com aumento da
tumorigénese (Holm e col., 2005). Em humanos, a desregulacdo do imprinting devido a
eventos somaticos ou germinativos, como algumas sindromes de imprinting, a mola
hidatiforme completa e o teratoma cistico ovariano, esta associada com risco aumentado de

cancer (revisdo em Peters, 2014). Essa relacdo ndo é surpreendente, dada a importancia de
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diversos IG em processos como crescimento, diferenciagdo e controle do ciclo celular. O risco
de desenvolver tumores, especialmente os embrionérios, como tumor de Wilms e
hepatoblastoma, estd aumentado em pacientes com BWS.

Vérios tipos de cancer em individuos ndo-sindromicos podem apresentar desregulacdo
da expressdo de 1G. Apesar de a perda de imprinting de IGF2 ser a alteragdo mais
frequentemente relatada, alteracdes na expressdo de mais de 30 IG ja foram descritas em
tumores malignos (Murrell, 2006). Um exemplo € a super-expressdo do gene RTL1, detectada
em um subconjunto de amostras de hepatocarcinoma humano; a super-expressao do gene
ortélogo em camundongo, Rtl1, promove hepatocarcinogénese (Riordan e col., 2013).

Foi proposto que os conflitos genéticos associadas com a gravidez de mamiferos estéo
associados com o aumento da vulnerabilidade a céancer (Haig, 2015). A teoria kinship do
conflito parental estabelece que genes de expressdo materna restringem a proliferacéo celular
e a capacidade invasiva, enquanto que genes de expressao paterna promovem esses processos.
Aplicando a teoria kinship do imprinting ao cancer, a expressao alelo-especifica aumentaria a
vulnerabilidade a tumores, uma vez que a perda da funcdo de 1G de expressdo materna ou a
ativacdo da cOpia materna silenciada de IG normalmente expressos no cromossomo paterno
promoveriam proliferacdo celular e metastase (Summers e col., 2002). Consistente com essas
previsdes, a expressao do inibidor de quinase dependente de ciclina CDKN1C (expresséo
materna) estd frequentemente reduzida no céancer, enquanto que a expressdo do fator de

crescimento semelhante a insulina IGF2 (expressdo paterna) estd aumentada (Haig, 2015).
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Conclusoes

A investigacdo de alteragdes cromossdmicas (sub)microscopicas em pacientes com
distrbios de crescimento revelou CNV patogénicas/provavelmente patogénicas em 10%
(4/40) dos pacientes investigados; variantes de efeito patogénico desconhecido foram
detectadas em 27,5% (11/40) dos pacientes. A andlise do perfil de expressdo alelo-especifica
de IG em pacientes com restricdo de crescimento mostrou alteracdes de expressdo em 22%
(4/18); entretanto, a relacdo dessas alteracdes com o quadro clinico ainda esta por esclarecer.
A investigacdo de metilagdo global em regides normalmente hemimetiladas do genoma
evidenciou desvios de metilacdo entre pacientes com restricdo de crescimento e individuos
controle; especificamente, alteracdes de metilagdo em genes que atuam em processos de
proliferacdo e diferenciacdo celulares e crescimento foram detectadas em 45% (9/20) dos
pacientes, sugerindo implicacdo clinica. O estudo de paciente portadora de translocagéo
aparentemente equilibrada t(5;6)(g35.2;p22.3)dn sugeriu genes candidatos ao quadro clinico,

por perda de fungéo ou alteracdo da regulacdo, em decorréncia da translocacao.
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