Larissa Fontes

Analise da expressao do gene FMRI no ovario

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdao Paulo, como requisito para
a obtencao do Titulo de Doutor em Ciéncias, na
area de Biologia/Genética.

Orientadora: Angela M. Vianna Morgante
Co-orientadora: Luciana A. Haddad

Sdo Paulo
2011



Larissa Fontes

Analise da expressao do gene FMRI no ovario

Analysis of the FMR1 gene expression in the ovary

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo, como requisito para
a obtencao do Titulo de Doutor em Ciéncias, na
area de Biologia/Genética.

Orientadora: Angela M. Vianna Morgante
Co-orientadora: Luciana A. Haddad

Sao Paulo
2011



FONTES, LARISSA
Anaélise da expressao do gene FMRI no ovario
95 paginas

Tese (Doutorado) - Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo. Departamento de Genética e Biologia Evolutiva

1. Gene FMRI 2. Pré-mutagao do FMRI 3. Insuficiéncia ovariana
prematura 4. Envelhecimento ovariano

Universidade de Sdo Paulo. Instituto de Bioci€ncias. Departamento de
Genética e Biologia Evolutiva

Comissao Julgadora:

Angela M. Vianna Morgante Luciana Amaral Haddad
Orientadora Co-orientadora



Este trabalho foi realizado com auxilio financeiro da FAPESP (Fundagdao de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sdo Paulo), concedido a orientadora (Processo n® 1998/14254-2), a co-orientadora

(Processo n° 2008/53857-8) e a aluna (Processo n® 2006/06269-8).



Para Vera e Eduardo,

que sdo meu porto-seguro



Agradecimentos

Este trabalho é o resultado da colaboragéo de diversas pessoas. Em especial, agradeco:

A minha orientadora, Angela Morgante, pela orientacdo primorosa, pela oportunidade de realizar

este projeto e pelo incentivo.

A Luciana Haddad, co-orientadora deste trabalho, por acompanhar de perto o planejamento,

execucdo e os resultados dos experimentos.

A Dra. Karen Usdin, do NIH, por disponibilizar os camundongos Kl para estudo; ao Dr. David
Keefe, que disponibilizou as instalagdes do Laboratory of Reproductive Medicine e do biotério
do USF College of Medicine para a realizacdo dos experimentos com camundongos e ao Dr.

Peter Pearson, por intermediar essa colaboragéo.

Aos amigos da USF, Junjiu Huang, Maja Okuka e John Tsibris, pelos ensinamentos, pelo apoio,
pela amizade e pela forma como me acolheram. A Rosana, pela maravilhosa recepcgdo e pela
imensa ajuda quando eu cheguei a Flérida. Minha convivéncia com vocés foi simplesmente

inesquecivel.

A toda equipe da Fertility, especialmente Dr. Edson e Dr. Assumpto, pela colaboracéo,

fornecendo o liquido folicular para obtencdo das HGC.

A todos os amigos dos Laboratorios de Genetica Humana | e 1l e do Laboratorio de Genémica
Funcional e outros, pela amizade, carinho e apoio; por tornar o dia-a-dia alegre e agradavel as

dificuldades, mais amenas. Vocés sdo amigos para a vida toda.

A Ligia, pelos ensinamentos e pela ajuda dedicada na cultura das HGC; Silvia, pela importante
participacdo na parte molecular; Rafaella, Juliana e Ana Carla, pelo apoio nos estudos da
proteina; Fatima e Mara, por estarem sempre dispostas a me ajudar; Paulo Rogério, pelo apoio
técnico; Maraisa, pelo suporte indispensavel a esse trabalho; Fernando, Rafaella, Ana Maria e



Bruno, pela ajuda nos estudos com RNA; Deborah e Crys, pela ajuda na cultura e captura de
imagens. Carol, pelo apoio na hibridacao in situ e Adriano, pela formatacdo e impressdo deste

trabalho.

A Irina Kerkis, pelas dicas da cultura das HGC. Ao professor Eduardo Gorab e seus alunos Chris
e Thiago, pela ajuda nos experimentos de dot-blot e RNA-FISH. Ao professor Luiz Netto e todos
0s seus alunos e técnicos, pela ajuda e por disponibilizarem o uso de equipamentos e reagentes

de seu laboratorio. Ao professor Paulo Otto, pela anélise estatistica.

A James Eberwine e Peter Beckley, por serem solicitos em tirar nossas davidas sobre o protocolo
de RNA-FISH.

Aos professores Paulo Otto e Maria Rita Passos Bueno, que ocuparam o cargo de Chefe do
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva durante a realizacdo deste trabalho, por
proporcionarem um ambiente de trabalho agradavel.

A minha familia e amigos, por estarem sempre ao meu lado e me incentivarem.

Ao meu pai, Toninho, pelo carinho e apoio.

Aos queridos Wilma, Flavio e Onivaldo, por me acolherem e apoiarem como a uma filha.

Ao meu amado GB, por todo o amor e apoio e, principalmente, pela compreenséo e ajuda nos

momentos finais do doutorado.

A minha querida mée, Vera, por todo amor, carinho, apoio, incentivo e, principalmente, por ser

um exemplo de mée, filha, amiga, profissional e ser humano.



CAPITULO |

O gene FMRL1 e a insuficiéncia ovariana

.1 A menopausa precoce

A menopausa € definida como o término permanente do ciclo menstrual resultante da
perda da atividade foliculo-ovariana (Paoletti e Wenger, 2003). Sdo consideradas em menopausa
natural as mulheres que estdo em amenorréia secundaria hd pelo menos doze meses
consecutivos, na auséncia de cirurgia, gestacdo, aleitamento materno ou doenca autoimune
(World Health Organization Scientific Group, 1996). A idade média mundial para menopausa é
de 50 anos de idade (Morabia e Constanza 1998) e a distribuicdo de idades de menopausa, entre
40 e 60 anos, segue aproximadamente uma curva normal (Wood 1989; te Velde e Pearson 2002).
Cerca de 1% das mulheres atinge a menopausa antes dos 40 anos de idade. Essa condicdo é
denominada faléncia ovariana prematura ou menopausa precoce (Premature Ovarian Failure,
POF; MIM 311360). Um segundo grupo de mulheres (cerca de 10%) tem menopausa cedo
(Early Menopause, EM), entre 40 e 45 anos de idade (Coulam e col. 1986; Torgerson e col.
1997), numa das extremidades da curva normal da distribuicdo de idades de menopausa. Um
estudo de mulheres com EM idiopatica verificou que 50% dessas mulheres possuiam histérico
familial de EM ou POF, sugerindo que essas condicdes estejam relacionadas e representem a

expressdo varidvel de um mesmo disturbio genético (Tibiletti e col. 1999).

1.2 O envelhecimento ovariano

O envelhecimento ovariano € um processo gradual que culmina com a menopausa. O
primeiro evento corresponde ao final da fertilidade; em seguida, ocorre o estabelecimento de
ciclos menstruais irregulares até finalmente o término dos ciclos. Estudos em popula¢Bes nas
quais a contracepc¢do é raramente praticada, denominadas populaces com fertilidade natural,
revelaram que o padréo de declinio da fertilidade com a idade € universal na espécie humana. A

idade média das mulheres ao nascimento do ultimo filho foi de 40-41 anos, marcando, o fim da



fertilidade. A menopausa ocorreu, em média, dez anos apds o estabelecimento da esterilidade (te
Velde e col. 1998 e revisdo em te Velde e Pearson 2002).

Esse padrdo ocorre porque ha um declinio exponencial do niumero de foliculos com a
idade da mulher: ao nascimento, as mulheres possuem cerca de um bilh&o de foliculos e, quando
atingem a menopausa, a quantidade de foliculos esta reduzida a 1000 ou menos; um ndmero
insuficiente para sustentar o processo hormonal ciclico da menstruacdo (Faddy e col. 1992).
Regularmente, ao longo da vida, os foliculos deixam a reserva de foliculos inativos e entram em
crescimento, passando por um processo em que respondem diferentemente a fatores que
promovem proliferacdo celular, crescimento e diferenciacdo; a maioria dos foliculos entra em
apoptose e poucos atingem a ovulacdo. Assim, a relagdo temporal entre a perda do potencial
reprodutivo feminino e a reducdo do pool de foliculos ovarianos sugere que o regulador
dominante do envelhecimento reprodutivo € o ovario (revisdo em Tatone e col. 2008).

Com relacdo aos aspectos moleculares e celulares do envelhecimento do foliculo, sua
andlise requer a consideracdo de alguns pontos principais: (1) os ovdcitos e as células da
granulosa de foliculos primordiais permanecem em fase de "descanso™ por longo tempo e entéo
retomam a atividade mitotica, apés 10 a 50 anos; (2) tanto os foliculos primordiais quanto
aqueles em crescimento ficam expostos a fatores ambientais relacionados ao envelhecimento do
compartimento somatico do ovario; (3) o desenvolvimento de um ovécito competente depende
da comunicacdo entre todos os compartimentos do ovario. Apesar desses aspectos peculiares, a
compreensdo dos fatores que causam o envelhecimento do foliculo deve ser colocada no
contexto das teorias sobre mecanismos de envelhecimento baseadas em estudos de outros tecidos
e 6rgdos, que ndo o ovario. Embora seja aceito que o envelhecimento € resultado da interacéo
entre fatores genéticos e ambientais, a maioria das teorias do envelhecimento é baseada no
conceito de que o mau funcionamento fisiolégico relacionado a idade resulta do acimulo de
danos irreparaveis em biomoléculas, como efeito colateral inevitdvel do metabolismo normal.
Nesse contexto, a teoria mais relevante para o envelhecimento ovariano — e consequentemente do
foliculo - é focada na reducdo da capacidade de ovocitos e células da granulosa para neutralizar
espécies reativas de oxigénio (ROS, Reactive Oxygen Species,), que estdo entre os indutores
fisiolégicos de dano celular mais importantes, associados com o envelhecimento (revisdo em
Tatone e col. 2008).



As ROS modulam fungdes fisioldgicas reprodutivas como maturacdo do ovocito,
esteroidogénese ovariana, funcdo do corpo lateo e lutedlise. Para a manutencdo de niveis
fisiolégicos de ROS em todas as fases foliculares, ovdcitos e células da granulosa produzem as
principais enzimas antioxidantes e desintoxicantes. Varios estudos em modelos animais e
humanos sugerem que os foliculos primordiais e periovulatorios sofrem estresse oxidativo
relacionado com a idade e deplecdo das defesas enziméticas antioxidantes (revisdo em Tatone e
col. 2008).

1.3 Fatores geneticos relacionados a falha ovariana prematura

A identificacdo do histérico familiar como fator preditivo da idade de menopausa
(Cramer e col. 1995) indica a participacdo de fatores genéticos nesse processo. Em casos de POF
familial, ja& foram descritos padrGes de heranca autossdmica dominante (Davis e col. 2000) e
recessiva (Aittomaki 1994, Meyers e col. 1996, Davis e col. 2000) e dominante ligada ao X (van
Kasteren e col. 1999).

Alteracdes estruturais do cromossomo X estdo frequentemente associadas a POF, como
delecdes (Skibsted e col. 1984, Eggermann e col. 2005, Fimiani e col. 2006) e translocacbes
X;autossomo (revisdo em Schlessinger e col. 2002). Com base nesses dados, foram delimitadas
duas regides do cromossomo X como criticas para o funcionamento ovariano normal, Xq13.3-
g21.1 e Xg26-28, denominadas POF1 e POF2, respectivamente. Foi postulado que a auséncia de
genes contidos nessas regides ou alteracdes na sua expressdo podem estar associadas a EM e
POF. Além disso, foi observado desvio da razéo sexual em irmandades com recorréncia de POF
e 0 excesso de mulheres foi interpretado como decorrente de alteracbes do cromossomo X que
contribuem para a determinacdo de POF e EM e que seriam letais em hemizigose nos homens
(Cramer e col. 1995; Davis e col. 2000).

Com base no mapeamento de 25 pontos de quebra no braco longo do cromossomo X em
translocacdes associadas a POF e em casos da literatura, Rizzolio e col. (2006) sugeriram que,
além da interrupcdo de genes sensiveis & dosagem no cromossomo X, outro mecanismo que
poderia contribuir para POF seria o efeito de posi¢do sobre genes que flanqueiam os pontos de

quebra, tanto na regido critica do cromossomo X quanto nos autossomaos.



A POF é também caracteristica de algumas sindromes. A sindrome de blefarofimose
familial do tipo | (Blepharophimosis, Ptosis, and Epicanthus inversus Syndrome, BPES; MIM
110100), com padrdo de heranca autossomica dominante, € um exemplo (Zlotogora e col. 1983);
outro exemplo sdo as mutacbes de ponto que inativam o receptor de horménio foliculo
estimulante (Follicle-Stimulating Hormone Receptor, FSHR; MIM 136435), causando
disgenesia ovariana hipergonadotrépica, que tem heranca autossémica recessiva (Aittomaki e
col. 1995).

A pré-mutacdo do gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1; MIM 309550),
entretanto, é a causa mendeliana mais freqiiente de POF, com heranca dominante ligada ao X e
penetrancia incompleta (Allingham-Hawkins e col. 1999).

1.4 O gene FMR1

O gene FMR1, mapeado em Xg27.3 (na regidao POF2), quando mutado, tornando-se nao
funcional, causa a sindrome do cromossomo X fragil (MIM 309550), que representa a segunda
causa genética mais freqiiente de deficiéncia intelectual, atras apenas da sindrome de Down. E
responsavel por cerca de 25% da deficiéncia intelectual de heranca ligada ao X e tem prevaléncia
estimada de 1:4.000-6.000 no sexo masculino e 1:8.000-9.000, no sexo feminino (Crawford e
col. 2001).

Na regido 5’ ndo traduzida (5" UnTranslated Region, 5’UTR) do gene FMR1 h& uma
repeticdo (CGG),, polimorfica na populacdo geral (6 a ~54 trincas). A expansdo do nimero de
trincas para mais de 200 esta associada a metilacdo de citosinas das repeticGes e da ilha CpG
adjacente, levando ao silenciamento transcricional do gene FMR1, o que caracteriza a mutagéo
completa (Fu e col. 1991; Oberlé e col. 1991, Verkerk e col. 1991, Yu e col. 1991). A inativacéo
do gene FMR1resulta na manifestacdo da sindrome do X fragil devido a auséncia de seu produto,
a proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) (Verheij e col. 1993).

Quando os alelos do gene FMR1 tém expansGes com um numero de trincas entre 0s
alelos normais e aqueles da mutacdo completa, sdo denominados de pré-mutagdes (~55 a ~200
trincas). Caracterizam-se por se expandirem quando transmitidos a prole, especialmente via
materna, permanecendo ainda na faixa de pré-mutacéo ou atingindo o numero de trincas de uma

mutacdo completa. O menor alelo pré-mutado que foi documentado, expandindo para uma



mutacdo completa numa geracao, tinha 59 trincas (Nolin et al. 2003). Existe ainda uma zona
intermediaria (ou gray zone), de alelos potencialmente instaveis, que podem expandir-se para
mutacdo completa em algumas geragdes. Alguns pesquisadores consideram que a repeticdo dos
alelos dessa zona intermediaria contém 41 a 54 trincas (Morris e col. 1995); outros, 45 a 54
(Witterberger e col. 2007). J& o American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG)
classifica os alelos do FMR1 com (CGG)a1-60 cOmo intermediarios (ACOG Committee Opinion,
2006).

Apesar de ndo haver um limite claro, as classes de alelos compreendem alelos estaveis
(os normais), intermediarios (que podem ou ndo ser instaveis), as pré-mutacdes (instaveis) e as
mutacdes completas (instdveis e metiladas). A capacidade de expansdo da repeticdo CGG
depende, além do tamanho, da estrutura da repeticdo: a presenca de interrupcdes da repeticao
CGG por trincas AGG é um fator que contribui para sua estabilidade (Kunst e col. 1997).

Quanto a funcédo do produto do gene FMR, a FMRP, os dados da literatura apontam para
sua participacdo em mecanismos de transporte de mRNA do nlcleo para o citoplasma, onde a
proteina modula a traducdo de seus RNAs-alvo, interagindo com componentes da via de
microRNA e da maquinaria de traducdo da célula, os polirribossomos.

A funcdo da FMRP reside primariamente na sua habilidade de ligacdo a RNA,
demonstrada experimentalmente para o dominio caixa-RGG (arginina-glicina-glicina) em sua
regido C-terminal (Brown e col. 2001, Darnell e col. 2001). O dominio KH (homologia a
ribonucleoproteina heterogénea nuclear K), descrito em outras proteinas por sua ligacdo a RNA,
estd presente em duas coOpias na regido central da FMRP caracterizados pela ligacdo a RNA in
vitro (Darnell e col. 2005, 2009). A FMRP tem sinais de localizacdo e exportacao nuclear, NLS e
NES, respectivamente, que lhe permitem transitar entre o nucleo e o citoplasma. Ensaios de
imunofluorescéncia, entretanto, detectam a FMRP essencialmente no citoplasma (Castrén e col.
2001, Mazroui e col. 2002).

A FMRP esta presente em complexos ribonucleoprotéicos, contendo RNA poliadenilado,
associados a maquinaria de tradugdo. Em todos os tipos celulares estudados, a maioria da FMRP
foi detectada em sedimentos pesados de polirribossomos, aos quais se associam cadeias em
crescimento de polipeptideos recém-sintetizados. Devido a essa localiza¢do celular especifica,

inferiu-se que a FMRP atua na traducdo de mRNA (revisdo em Bardoni e col. 2006).



Em neurdnios glutamatérgicos, a FMRP liga-se a RNA e atua como supressor ou
ativador de traducdo de mRNA dendriticos (Zalfa e Bagni, 2004, Bechara e col. 2009). Em
células STEK nocaute (KO) quanto ao Fmrl, isoladas de embrides de camundongos, a
cotransfeccdo de Fmrl e genes reporteres resultou na queda brusca dos niveis dos produtos dos
reporteres com o aumento da FMRP, apesar da manutencdo dos niveis de seus respectivos
MRNA, indicando que a FMRP modula negativamente a traducdo desses transgenes. Nessas
células, tanto na condicdo de superexpressdo da FMRP transgénica quanto em situacdo de
estresse induzido por calor, foi demonstrado que a FMRP transfectada fica acumulada em foci
citoplasmaticos, juntamente com mRNA contendo cauda poli-A e outras proteinas de ligagdo a
MRNA; esses foci sdo os granulos de estresse, formados por acimulo da proteina e de mRNA
ndo traduzidos, quando as células sdo submetidas a uma variedade de estresses ambientais,
levando a parada da traducdo (Mazroui e col. 2002).

Em cultura priméria de neurénios de hipocampo de embriées de camundongos, mostrou-
se que a FMRP modula positivamente a traducdo de um mRNA-alvo, o da superoxido dismutase
1 (Sodl), por meio de uma estrutura de RNA organizada em trés alcas denominada SoSLIP
(Sodl Stem Loop Interacting with FMRP), que funciona como um enhancer traducional
dependente de FMRP, e de um sitio interno de ligacdo com o ribossomo, de forma independente
de FMRP. Na auséncia da FMRP, os niveis do mRNA de Sodl nos polirribossomos estdo
reduzidos e Sodl é menos expressa no cérebro e em linhagens celulares de camundongos
nocaute quanto ao FMR1, sugerindo que a expressao da proteina é positivamente modulada pela
interacdo entre SOSLIP e a FMRP (Bechara e col. 2009).

Foi demonstrado que a regulacdo da traducdo de mRNA pela FMRP é realizada por meio
da via de microRNA. Em drosoéfila, observou-se que a proteina faz parte do complexo de
silenciamento induzido por RNA (RNA Induced Silencing Complex, RISC), associando-se a seus
componentes Dicer, Argonaute 1 e 2 (Agol e 2) e miRNA. Ja em mamiferos, a FMRP associa-se
a Dicer, Ago2, miRNA e outros componentes da via (revisao em Li e col. 2008).

Além das evidéncias bioquimicas, estudos funcionais em drosofila corroboram a
interacdo entre a proteina dFmrp e componentes da via de miRNA. Verificou-se, por exemplo,
que Agol é fundamental para a fungdo biolégica da dFmrp no desenvolvimento neural e na
sinaptogénese (revisdo em Li e col. 2008). Mais exemplos da interacdo entre dFmrp e a via de

mMiRNA estdo relatados no item 1.6.



Nota: o simbolo oficial do ortdlogo do FMR1 em drosofila € Fmrl (FlyBase
FBgn0028734), porém muitos artigos atualmente designam o gene como dFmrl para distingui-lo
do ortélogo de camundongo; assim, adotaremos neste trabalho o simbolo dFmrl para o gene e

dFmrp para a proteina.

1.5 A pré-mutacdo do gene FMR1 e FXPOI

A partir da década de 1990, os alelos pré-mutados do gene FMR1 passaram a ter
importancia clinica reconhecida, quando se descobriu sua associagcdo com POF (Schwartz e col.
1994, Vianna-Morgante e col. 1996; Allingham-Hawkins e col. 1999). Mais recentemente, uma
doenca neurodegenerativa caracterizada por tremor e ataxia, a FXTAS (Fragile-X associated
Tremor/Ataxia Syndrome) foi descrita em portadores de alelos pré-mutados, principalmente
homens apds os 50 anos de idade (Hagerman e col. 2001, Hagerman e Hagerman 2004).

Como o termo POI (Primary Ovarian Insufficiency) denota o processo resultante da
diminuicdo do namero de foliculos primordiais, seja devido ao aumento de apoptose, a perda dos
foliculos ou a falha dos foliculos em responderem a estimulacdo pelas gonadotrofinas (revisdo
em Welt 2008), os disturbios ovarianos associados a pré-mutacdo passaram a ser designados
como “insuficiéncia ovariana primaria associada ao X Fragil” (FXPOI, Fragile-X associated
Primaray Ovarian Insufficiency).

Estima-se que a pré-mutacdo do gene FMR1 esteja presente em uma em cada 259
mulheres da populacdo em geral (Rousseau e col. 1995). De acordo com um estudo colaborativo
internacional em portadoras da pré-mutacdo do gene FMRL, a incidéncia de FXPOI entre
mulheres pré-mutadas é de 24% (Allingham-Hawkins e col. 1999). Entre mulheres com FXPOI
esporédica, a frequéncia da pré-mutacdo é de 3% a 4% e, nas familias com recorréncia de POF,
12,5% a 16% das mulheres sdo pré-mutadas (Murray e col. 1998, Costa e col. 2006).

Buscando por fatores determinantes de FXPOI entre as mulheres pré-mutadas, uma serie
de caracteristicas foi comparada entre mulheres normais e pré-mutadas, com ou sem FXPOI.
Alguns trabalhos analisaram caracteristicas genéticas, como haplétipos de marcadores, heranga
paterna ou materna e nimero de repeticdes CGG. Além disso, 0s niveis de expressdo do mRNA
e da proteina do gene FMR1 no sangue de mulheres com repeticdes CGG em diversos intervalos

de tamanho foram analisados em relacéo a indicadores de reserva ovariana.



Mulheres portadoras da pré-mutacdo, que nao tiveram FXPOI tém em média menopausa
mais cedo do que suas irmés ndo portadoras (Vianna-Morgante e col. 1999) e, entre aquelas que
ainda ndo entraram em menopausa, 25% apresentam disfuncdo ovariana subclinica que leva ao
aumento dos niveis de FSH antes dos 40 anos de idade (Murray e col. 1999).

A FXPOI parece agrupar-se em algumas familias (Vianna-Morgante e col. 1996),
enquanto em outras, nenhuma das portadoras de pré-mutacdo sofre POI. Costa e col. (2006)
analisaram os marcadores DXS548 e FRAXACIL, ligados a repeticdo CGG do FMR1,
investigando se determinados haplotipos estavam preferencialmente ligados a pré-mutacao
associada a POI. Verificaram que as mulheres com FXPOI ndo constituiam um subgrupo, pois 0s
haplotipos encontrados foram aqueles comumente associados a mutagdes do gene FMR1.

Hundscheid e col. (2000) observaram uma relacédo estreita entre a heranca da mutacdo via
paterna e a manifestacdo de FXPOI em mulheres holandesas. Essa associagdo, entretanto, nao foi
verificada em mulheres portadoras de pré-mutacdo, brasileiras (Costa e Vianna-Morgante, 2000)
e inglesas (Murray e col. 2000).

A relacdo entre o tamanho das repeticbes (CGG), e a frequéncia de FXPOI ndo é linear.
O maior risco para POl ou a manifestacdo da menopausa mais cedo estd no grupo com alelos
com (CGG)gp-99, quando comparado aos grupos de mulheres ndo portadoras da pré-mutacao e de
portadoras de alelos com (CGG)sg.79 € (CGG)s100 (ENnis e col. 2006). Um estudo posterior,
utilizando amostragem maior, confirmou essa associa¢do nao linear entre o tamanho da expansao
da repeticdo (CGG), e a ocorréncia de POI, acrescentando que as portadoras de pré-muta¢do com
(CGG)gp-99 S0 também mais suscetiveis a osteoporose (Allen e col. 2007); além disso, foram
propostas duas hipoteses de etiologia molecular para explicar a associagdo mais fraca entre POl e
as expansdes maiores. Uma delas postula que o efeito pré-mutacdo ocorre durante o
desenvolvimento pré-natal do pool de ovdcitos, reduzindo a quantidade de gametas. Essa
hipbtese é baseada no fato de a expressao da FMRP ser alta nas células germinativas dos ovarios
fetais durante a fase de proliferacdo das ovogonias e na proposi¢ao dos autores de que 0 aumento
nos niveis de mMRNA do FMR1 resultaria em um aumento na producdo da FMRP na faixa de
(CGG)go99; assim, uma vez que a proteina inibe a tradugdo de mMRNA, ocorreria
haploinsuficiéncia de transcritos cuja traducdo € suprimida pela FMRP. Por outro lado, a
ineficiéncia na traducdo da FMRP seria restrita aos alelos com (CGG)s1q0. J& @ segunda hipdtese

propde que a repeticdo (CGG)>100 N0 MRNA tem um efeito toxico ao longo do tempo, levando



ao aumento da taxa de atresia folicular mais tarde, na vida reprodutiva da mulher, de forma
analoga ao mecanismo de ganho de funcdo proposto para o outro transtorno associado a pré-
mutacdo, a FXTAS. O transcrito do FMR1 é expresso no adulto somente durante a maturacao
dos foliculos e ndo em estagios iniciais. Assim, para explicar a associacdo ndo linear entre
tamanho da repeticdo CGG e POI, os autores admitiram que o transcrito com (CGG)s100 pode
assumir conformacdo ou comportamento diferente daqueles com (CGG)sg.g9, COMO j& haviam
postulado em trabalho anterior (Sullivan e col. 2005).

Foi relatada uma maior incidéncia de gémeos dizigdticos na prole de mulheres portadoras
de pré-mutagdo, quando comparadas a populacdo geral (Turner e col. 1994, Mila e Mallolas
2001); j& um estudo brasileiro ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa entre as
proles de mulheres portadoras de pré-mutacdo e de maes de criangas com deficiéncia mental ndo
especifica; uma maior freqiiéncia de gémeos dizigdticos foi, entretanto, observada na prole de
portadoras de pré-mutagdo que apresentaram FXPOI (Vianna-Morgante, 1999). Allen e col.
(2007) encontraram aumento dessa frequéncia entre as mulheres portadoras de alelos com
(CGG)go.00. E sabido que o aumento da probabilidade de nascimento de gémeos aumenta com a
idade materna até a idade de 35-39 anos, o que ¢ atribuido ao aumento nos niveis de hormonio
foliculo-estimulante (FSH). O incremento precoce dos niveis de hormonio foliculo-estimulante
observado em mulheres portadoras de pré-mutacao (Black e col., 1995) aumentaria a chance de
gémeos dizigdticos na prole de mulheres mais jovens (Partington e col. 1996). As mulheres que
apresentaram FXPOI teriam assim maior probabilidade de ter filhos gémeos (Vianna-Morgante,
1999).

A analise da idade a menopausa (NMA, Normal Menopausal Age) na presenga do efeito
da pré-mutagdo do FMRI, quando ajustada para os efeitos do tamanho da repeticdo CGG e de
fatores complicadores, incluindo tabagismo e indice de massa corporal (IMC), confirmou a
associa¢do entre o tamanho da (CGG), e a NMA (Hunter e col. 2008). Abordando essas
variaveis juntamente com efeitos genéticos residuais, foi estimado que esse ultimo componente
adicionou uma variancia de 0,55 (p=0,022) e, quando o tamanho da repeticdo (CGG) foi
analisado como uma variavel categorica (intervalos de numero de trincas CGG de 59-79, 80-99 e
100-200), os efeitos genéticos residuais adicionaram uma variancia de 0,64 (p=0,004),

confirmando assim sua influéncia sobre a NMA.
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Um estudo com 18 familias brasileiras que apresentavam irmas portadoras e ndo
portadoras da pré-mutagdo do FMRI, todas pés-menopausa, a pré-mutagdo claramente reduzia a
NMA das portadoras em relacdo as suas irmas normais, porém a verdadeira contribui¢do na
variacdo da NMA pela pré-mutacao do FMRI sé surgiu quando a NMA das portadoras foi
comparada com a de suas irmas normais, € ndo quando o grupo de portadoras foi comparado a
um grupo nao aparentado de ndo portadoras; assim, os autores concluiram que o background
genético familiar foi um fator determinante de variancia da NMA associado a pré-mutacao
(Pearson e col. 2010).

Os relatos na literatura sobre a influéncia do tamanho da repeticdo (CGG), na faixa
normal — intermedidria, sobre a funcdo ovariana ndo sdo concordantes. Em uma amostra de 366
mulheres com POI, ndo foi encontrada diferenca significativa na frequéncia de alelos do FMR1
com (CGG)ss.58, em comparacdo com o grupo controle, constituido de mulheres com funcao
ovariana normal (Bennett e col. 2010). A andlise do efeito do tamanho da repeticdo CGG na
disfuncéo ovariana mostrou que o risco de POI apenas aumentou ligeiramente entre as mulheres
com (CGG)40.79, 0 que ndo foi estatisticamente significativo (Sullivan e col. 2005). Assim, ndo
haveria aumento significativo na ocorréncia de alelos intermediarios do FMR1 em amostras de
mulheres com POI. Por outro lado, alguns trabalhos mostraram que, em amostras de mulheres
com atividade ovariana normal, ha maior frequéncia de alelos com repeti¢do (CGG)3p-36, €M
comparacdo com mulheres que apresentam POI (Gleicher e col. 2009, Figicioglu e col. 2010);
estas Ultimas, por sua vez, tém maior frequéncia de alelos com repeticbes (CGG)3s.54 (Bretherick
e col. 2005), ou (CGG)41-58 (Bodega e col. 2006). Assim, nesses trabalhos, os autores sugerem
que o tamanho da repeticdo CGG de alelos do FMR1 considerados normais ou intermediarios
(ACOG Committee Opinion, 2006) estejam relacionados com a diminuicéo da reserva ovariana e
aumento da frequéncia da POI.

As diferentes definicbes de tamanho da repeticdo CGG nos alelos do FMR1 que os
incluem nas classes de alelos normais, intermediarios ou pré-mutados, como mostrado acima, e
os diversos parametros para deteccdo de disfuncdo ovariana dificultam as comparagdes dos
resultados entre os trabalhos. Consequentemente, o limite inferior do tamanho da repeticdo CGG
do FMR1 que afeta a funcéo ovariana permanece indefinido.

Alguns trabalhos buscaram associacfes entre 0 numero de repeticdes CGG e diversos

indicadores de funcdo ovariana. Bibi e col. (2010) investigaram a relacdo entre a resposta
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ovariana e 0 numero de trincas das repeticdes CGG entre mulheres portadoras da pré-mutacao
nas faixas de (CGG)« € (CGG)> 100 Submetidas a ciclos de hiperestimulagdo ovariana
controlada, para fertilizacdo in vitro e diagnostico pré-implantacional. Detectaram correlacédo
positiva entre o tamanho das repeticbes CGG e marcadores de resposta ovariana, como niveis
mais altos de estradiol (E2) no dia da administracdo de hCG e maior numero de ovocitos
coletados e de zigotos com dois prondcleos, em mulheres com repeticdes (CGG)> 100. J& a
correlacdo entre o tamanho das repeticbes CGG e a dose de rFSH a ser aplicada no ciclo foi
significativamente negativa, sendo necessarias doses menores para as portadoras das repeticdes
maiores; assim 0s autores concluiram que sdo as portadoras de pré-mutacGes com repeticoes
(CGG)<«100 que sofrem de deficiéncia na resposta ovariana e diminuicdo da taxa de fertilizacdo.
Entretanto, essa diferenca na resposta ovariana ndo estava correlacionada com os niveis basais de
FSH, que estavam dentro da normalidade nos dois grupos.

Um outro estudo analisou a relacdo entre o tamanho das repeticdes (CGG), em ambos 0s
alelos do gene FMR1 e a reserva ovariana, avaliando o tamanho das repeti¢des, a idade e 0s
niveis do horménio anti-Mulleriano (AMH), que estdo positivamente correlacionados com a
reserva ovariana. Foram determinados os niveis do hormémio em 34 doadoras de ovdcitos, com
idades até 34 anos (grupo controle), e 305 pacientes de uma clinica de infertilidade, com idade
abaixo de 38 anos. Considerando as mulheres com ambos os alelos do FMR1 com (CGG)6.34
como “normais”, as portadoras de um alelo nessa faixa e outro com repeti¢gdo maior ou menor do
que (CGG)zs.34 como “heterozigotas” e aquelas com ambos 0S alelos fora dessa faixa, como
“homozigotas”, as mulheres do grupo de doadoras de dvulos ndo diferiram quanto aos niveis de
AMH entre si, independentemente de terem ambos os alelos “normais”, serem “heterozigotas”
ou “homozigotas”; ja entre as pacientes inférteis abaixo dos 38 anos, enquanto as “heterozigotas”
tinham niveis de AMH que ndo diferiam daqueles das mulheres consideradas “normais”, as
“homozigotas” apresentaram niveis do hormoénio significativamente reduzidos. Por outro lado,
ao redor dos 35 anos, as mulheres “heterozigotas” tinham niveis de AMH mais altos do que as
mulheres “normais”, enquanto nas ‘“homozigotas”, os niveis excederam levemente aos das
mulheres normais. Os autores sugeriram que o gene FMR1 participa do controle da reserva
ovariana, uma vez que as ‘“heterozigotas” e as “homozigotas” quanto a repeticio CGG
manifestavam sinais de reserva ovariana reduzida (Gleicher e col. 2011). Esse estudo comparou

amostras de mulheres com diferentes médias de idade e nUmero amostral. O fato de os niveis de
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AMH nio diferirem entre as doadoras de ovdcitos com gendtipo “normal”, “heterozigoto” ou
“homozigoto” indica que ndo ha diferenga, do ponto de vista bioldgico, entre as portadoras dos
diferentes alelos.

Com base em dois trabalhos, sendo um deles o estudo preliminar mostrando correlacéao
entre os niveis de AMH e o declinio precoce da reserva ovariana nas portadoras da pré-mutacéao
do FMR1 (Rohr e col. 2008) e o outro, a descricdo de um modelo para prever menopausa
baseado nos niveis de AMH, que foi consistente entre as idades a menopausa previstas e reais
entre mulheres naturalmente férteis (Tehrani et al. 2010), Spath e col. (2011) formularam a
hip6tese de que o declinio do AMH é estavel em portadoras da pré-mutacdo. Para testa-la,
determinaram os niveis do AMH ao longo do tempo, em amostras de sangue de 41 mulheres de
familias X fragil, das quais 12 eram portadoras de pré-mutacgdo e 29, ndo-portadoras, com idade
entre 18 e 55 anos; avaliaram os efeitos da idade e do gendtipo nos niveis do AMH e verificaram
que, em todas as idades, as pré-mutadas apresentaram niveis mais baixos AMH. Para todas as
mulheres, os niveis do AMH diminuiram em cerca de 10% por ano, porém o efeito adicional da
pré-mutacdo foi a diminuicdo dos niveis do AMH em 54%, nas portadoras. O desvio do nivel de
AMH mostrou correlacdo intra-individual, e os autores concluiram que o estudo longitudinal do
AMH permite avaliar a reserva ovariana antes do estabelecimento do envelhecimento ovariano
prematuro e, assim, prever o estabelecimento da FXPOI (Spath e col. 2011).

A prevaléncia de doencas autoimunes, incluindo lapus, esclerose multipla, fibromialgia
(com um componente autoimune postulado) e doenca autoimune da tiredide, estd aumentada em
mulheres com a pré-mutacdo do FMR1 (Coffey e col. 2008, Greco e col. 2008; Rodriguez-
Revenga e col. 2009; Zhang e col. 2009). Os transtornos autoimunes em algumas portadoras da
pré-mutacdo estariam relacionados a toxicidade relacionada a niveis elevados do mRNA do
FMRL1 (Coffey e col. 2008, Greco e col. 2008, Zhang e col. 2009). Por outro lado, ha evidéncias
de que a doenca autoimune da tiredide pode levar a POI (revisdo em Cervera e Balasch 2008).
Recentemente, numa amostra composta por mulheres ndo portadoras de pré-mutacdo do FMR1,
sendo nove delas com POI (FSH sérico > 50 1U/ml), 30 com envelhecimento ovariano precoce
(POA, Premature Ovarian Aging; FSH entre 12 e 49 1U/ml) e 40 com atividade ovariana normal,
Ficicioglu e col. (2010) mostraram que trés das mulheres com POI tinham anticorpos anti-

tiredide (Ficicioglu e col. 2010). Assim, foi levantada a hipdtese de que a FXPOI poderia ser
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consequéncia de problemas autoimunes nas portadoras da pré-mutacdo, porém estudos mais
detalhados séo necessarios para verificar essa associagao.

Com relacéo ao padrdo de inativacdo do cromossomo X nas mulheres, o estudo de pares
de irmas portadoras de expansdes CGG de tamanhos semelhantes e discordantes quanto ao
fendtipo de FXPOI mostrou correlagdo positiva entre a porcentagem de alelos intermediérios ou
pré-mutados ativos e a ocorréncia de FXPOI: as mulheres com FXPOI apresentavam uma
proporcao de alelos intermediarios ou pré-mutados ativos pelo menos duas vezes maior do que
suas irmas portadoras que ndo apresentaram FXPOI (Bodega e col. 2006). JA& num estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa em mulheres pré-mutadas ndo aparentadas, a propor¢édo do
alelo pré-mutado ativo em linfécitos do sangue periférico ndo diferiu significativamente entre as
mulheres que tiveram e as que ndo tiveram POl (Costa e col. 2006); resultados semelhantes
foram obtidos em um estudo mais recente (Spath e col. 2010). Os autores, entretanto, nédo
descartaram a possibilidade da influéncia do padrdo de inativacdo do cromossomo X na
manifestacdo de FXPOI, uma vez que esse padrdo pode diferir entre 0s ovarios € 0 sangue
periférico, tecido que foi estudado.

No caso da FXTAS, os homens sdo predominantemente afetados e a influéncia do padrédo
de inativacdo do cromossomo X aparece como um fator contribuindo para a diferenca da
manifestacdo entre os sexos. Esse foi o fator sugerido para a variacdo na gravidade dos sintomas
da FXTAS entre irmas, ja tendo sido relatados sintomas mais graves da doenca em mulheres

portadoras do alelo pré-mutado predominantemente ativo (Berry-Kravis e col. 2005).

1.6 A funcdo do gene FMR1 no ovario

A FMRP tem expressdo ubiqua, mas é encontrada em mais altas concentracdes no
cérebro, ovarios e testiculos de individuos normais (Bachner e col. 1993, Hinds e col. 1993). A
expressdo no desenvolvimento dos ovarios e testiculos indica que a FMRP deve influenciar o
funcionamento gonadal (Bachner e col. 1993).

Rife e col. (2004) compararam o padrdo de expressdo da FMRP no cortex cerebral, no
utero e nos ovarios entre dois fetos humanos do sexo feminino, um normal e outro portador de
mutacdo completa. A proteina estava presente nos tecidos de ambos os fetos, porém em niveis e

padrdes diferentes. O cortex cerebral do feto controle apresentou FMRP em quase todas as
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células da placa cortical em desenvolvimento, enquanto o feto mutado apresentava a proteina em
cerca de 50% das células corticais, num mosaico, de acordo com o esperado, considerando o
padrao casual da inativagdo de um dos cromossomos X. Nos ovarios de ambos os fetos, a FMRP
foi encontrada em todas as células germinativas, envoltas por células da paragranulosa e
intersticiais, que nao expressavam a proteina. No feto portador da mutagdo, a expressdo da
FMRP em todas as células germinativas se explica, porque ambos os cromossomos X estdo
ativos nas cé€lulas germinativas. O epitélio Mulleriano das trompas de Falopio do feto controle
expressava a FMRP de forma continua, enquanto o portador da mutagdo completa mostrou
padrdo de expressao em mosaico.

A andlise da expressdo do Fmrl em camundongos, por hibridagdo in situ de RNA,
mostrou que o gene ¢ transcrito de forma ubiqua durante o desenvolvimento, havendo
concentracao mais alta do mRNA nos testiculos e ovarios. Nos testiculos, imaturos ¢ maduros, as
espermatogonias do tipo Al expressam Fmrl, sendo a expressdo mais alta no testiculo imaturo,
declinando no inicio da vida adulta. No ovario fetal, a expressdo ¢ alta no estagio em que ocorre
a proliferacdo das ovogonias; ja no ovario maduro, nao foi encontrado sinal de hibridagdo mais
acentado em nenhum tipo celular especifico (Bachner e col. 1993).

Um estudo amplo da localizacdo da Fmrp em camundongos (Bakker e col. 2000) revelou
distribuicdo ubiqua, porém particularmente significativa no cérebro, masculo esquelético,
testiculos e ovarios; nestes, a Fmrp estava presente no citoplasma do évulo, na zona pelicida, na
regido antral e nas células da granulosa dos foliculos em crescimento. Nos testiculos, a expressao
da Fmrp foi estudada no periodo neonatal, quando ainda estdo em desenvolvimento, e também
no adulto. Trés dias apds o nascimento, a Fmrp era abundante no citoplasma das células
germinativas primordiais e em menor quantidade no citoplasma das células de Sertoli e das
células intersticiais; no dia 7 apds o nascimento, o padrdo de expressao foi similar. No décimo
quarto dia, as células de Sertoli praticamente ndo possuiam Fmrp, ja as espermatogdnias, que se
haviam diferenciado a partir das células primordiais, exibiram a Fmrp no citoplasma. Nos
testiculos dos camundongos adultos, a Fmrp estava localizada no citoplasma das
espermatogdnias e dos espermatdcitos primarios recém-formados.

Um modelo de camundongo transgénico foi produzido para investigar a expressao do
FMR1, usando um gene de fusdo FMR1/lacZ, que consistia em um gene reporter de -

galactosidase de E. coli ligado a um fragmento de 2.8 kb que continha a regido 5’ do FMR1. O



15

estudo revelou a presenca da proteina de fusdo na crista genital do embrido e, em fémeas adultas,
em células da granulosa de foliculos imaturos (Hergersberg e col. 1995).

A coloracdo imunoistoquimica em trés amostras de cortes histoldgicos de ovarios
humanos, coletados de mulheres com diagndstico de cisto ovariano, com idade de cinco meses,
10 e 19 anos, revelou que a FMRP esta presente nas células da granulosa, mas ndo nos ovocitos,
de foliculos imaturos (Schuettler e col. 2011).

Em conjunto, os dados referentes a expressao do transcrito e da proteina em ovarios de
camundongos e humanos indicam que o gene FMR1 deva participar no processo de proliferacdo
das células germinativas e, ap6s o nascimento, parece ficar restrito as células da granulosa,
permanecendo inativo ou com expressdo basal até o recrutamento dos foliculos, quando passa
novamente a ter expressao significativa nos ovocitos.

O modelo animal que mais contribuiu para a compreensao da funcdo do gene FMR1 no
ovario foi o da droséfila. Os ovarios da droséfila sdo compostos de 12-16 ovariolos, cada um
contendo uma estrutura anterior chamada germario, seguida por uma série de camaras
ovocitarias que se desenvolvem em uma sequéncia bem caracterizada, até a etapa 14, na qual o
ovacito esta totalmente maduro, pronto para a fertilizacdo. As cdmaras ovocitarias emergem da
regido posterior do germario como cistos individuais de 16 células germinativas que estdo
envolvidas por uma monocamada de células foliculares somaticas (Figura 1.1). Cada cisto de 16
células germinativas surge de quatro divisGes sincronizadas de um Unico cistoblasto e consiste
em 15 células nutridoras, que fornecem alimento para a 16 célula germinativa, o ovécito em
desenvolvimento (Spradling e col. 1997 apud Epstein e col. 2009). Assim, a 00génese na
drosdfila € um sistema estabelecido para estudos de proliferacdo, diferenciacdo e sinalizacdo
celular durante o desenvolvimento.

O ortologo do FMRI em drosofila é reponsavel pela sintese da dFmrp, proteina presente
nas células-tronco e cistoblastos, na extremidade do germario, assim como nos cistos em divisdo.
Em fémeas nocaute quanto ao dFmrl, a oogénese ¢ anormal: as camaras ovocitarias apresentam
numero de células germinativas reduzido ou aumentado, ocorrem ovocitos poliploides ou dois
ovocitos por camara, localizados em polos opostos (Costa e col. 2005; Epstein e col. 2009); pode

ocorrer menor numero ou auséncia de camaras ovocitarias no germario (Yang e col. 2007).
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Figura 1.1: Diagrama de um ovariolo de Drosophila. Em A, etapas da oogénese a partir do germario anterior (G) até
o estagio 9 (S1-S9), com o ovdcito em desenvolvimento na parte posterior da cdmara ovocitaria. Em B, o germario
em detalhe mostrando o filamento terminal (TF) e as células basais (CC), que formam o nicho de células-tronco,
com as células-tronco germinativas (GSC). A divisdo de uma GSC produz uma nova célula-tronco e uma célula-
filha que formara os citoblastos (CB) que, por sua vez, ficam rodeados pelas células da bainha interna do germario
(IGS). Anteriores as IGS estdo as células-tronco companheiras. As células CB, ao se dividirem, forma cistos, que
sdo englobados por células foliculares (FC). [Adaptada de Bina e Zeidler (2009)].

A proteina dFmrp, no germario, colocaliza-se com o mRNA de orb, que codifica a
proteina citoplasmatica de ligagdo ao elemento de poliadenilagdo, e regula negativamente sua
tradugdo. A proteina orb ¢ um ativador traducional necessario a especificacdo da linhagem
germinativa feminina e a formagao dos eixos anteroposterior e dorsoventral do embrido (Costa e
col. 2005). A agdo inibitoéria da dFmrp sobre orb ¢ seletiva, pois somente alguns dos alvos de orb
sdo inibidos; assim, concluiu-se que os genes dFmrl e orb desempenham papel importante na
formagdo dos cistos e na especificagdo do ovocito. Por outro lado, mutantes de drosoéfila que nao
expressam a dFmrp apresentam defeitos embrionarios nos primeiros ciclos rapidos de divisao

nuclear que antecedem a grastrulagdo, na migragao nuclear e na formacao das células do polo
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posterior, efeitos que independem de orb, mas relacionam-se ao posicionamento da dFmrp no
germario (Deshpande e col. 2006).

A proteina humana ortologa a orb ¢ a CPEBI1 (Cytoplasmic Polyadenilation Element
Binding protein 1, MIM 607342), que foi originalmente identificada em ovocitos de Xenopus,
atuando na maturacdo dos ovocitos e no inicio do desenvolvimento embrionario. Em neur6nios
de mamiferos, CPEBI fica localizada nos dendritos e estd presente na regido pos-sinaptica. Em
anfibios ¢ mamiferos, CPEBI1 participa da regulacao da traducdo (revisao em Wells 2006).
Entretanto ndo foram descritas interagdes entre CPEB1 e FMRP nesse processo.

Fémeas adultas de camundongos nocautes quanto ao gene Cpeb apresentaram ovarios
vestigiais desprovidos de ovocitos. Os ovarios de embrides de fémeas normais e nocaute, aos
16,5 dias pos-coito, continham células germinativas na fase de paquiteno; porém nos ovarios das
fémeas nocaute foi observada fragmentacdo do DNA, o que ndo ocorria nos ovarios das fémeas
normais. Aos 18,5 dias, os ovarios das fémeas nocaute continuavam com as células germinativas
em paquiteno, enquanto nas fémeas selvagens, havia células em paquiteno, mas a maioria ja
estava na fase de diploteno. Camundongos machos, nocautes quanto ao gene Cpeb, também
tinham células germinativas estacionadas em paquiteno. Ndo foram observados complexos
sinaptonémicos, tanto em machos quanto em fémeas nocautes. Assim, concluiu-se que Cpeb
controla a diferenciagdo das cé€lulas germinativas, regulando a formagdao do complexo
sinaptonémico, na transi¢do entre paquiteno e¢ o dipldteno da préfase meiotica (Tay e Richter
2001).

Yang e col. (2007), determinaram que o dFmrl € necessario para o controle do destino
das células-tronco germinativas (Germline Stem Cells, GSC) e o faz interagindo com Ago/ - um
componente-chave do complexo RISC da via de biogénese de microRNA (miRNA). Essa
conclusdo se baseou nos resultados de experimentos de coimunoprecipitagdo (IP), usando
anticorpo anti-Agol em lisados de ovario, com posterior detec¢do da dFmrp por Western
blotting. A perda de uma copia de Ago! potencializa o fenotipo dFmrl de diminuigdo do nimero
de GSC nos germarios, sugerindo que ambos podem agir na mesma via para coordenar o destino
das GSC. Para elucidar se a dFmrp utiliza microRNAs especificos para desempenhar essa
funcdo, o mesmo grupo (Yang e col. 2009) realizou experimentos de IP seguidos de PCR
quantitativo em tempo real e identificou a associacao especifica entre a dFmrp e determinados

miRNA. Focando a participacao de Bantam - um miRNA de 21 nucleotideos que participa da
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regulacdo do ciclo celular - na via de modulagao de tradu¢do mediada pela dFmrp, demonstrou
que ambos interagem na regulagdo do destino das GSC. No desenvolvimento neuronal da
drosofila, a dFmrp participa da via de miRNA, interagindo com Agol e Dcr-1 (responsavel por
converter pré-microRNA em micro RNA maduros); hd queda significativa dos niveis do
complexo Dcr-1-Agol na auséncia de dFmrp, sugerindo que esta facilitaria a formagdo do
complexo (Xu e col. 2008).

Outro alvo de regulacao pela dFmrp ¢ o transcrito do gene cbh/, que codifica uma
ubiquitina ligase E3 que também atua na ovulogénese; essa interacdo € necessaria para a correta
proliferacdo das células germinativas. As fémeas de drosofila de linhagens nocautes quanto ao
dFmrl exibem camaras ovocitarias com nimero maior ou menor de células germinativas do que
as fémeas selvagens. Essas altera¢des nas linhagens nocautes sdo resgatadas pela redugdo da
proteina cbl no ovario, indicando que cbl deve mediar a funcdo da dFmrp no controle da
proliferacdo das células germinativas (Epstein e col. 2009).

O ortologo de chl em mamiferos, o protooncogene CBL, codifica uma ligase de
ubiquitina que atua como regulador negativo de vdarias vias de sinalizacdo de receptores de
tirosina quinase e como proteina adaptadora de sinaliza¢do dependente de fosforilagdo da tirosina
(revisdo em Smit e Borst 1997).

J4 a regulagdo do proprio dFmrl no ovario da drosofila ¢é feita por Ago2 (Pepper e col.
2009). Mutantes nulos quanto a dFmrl ou com quatro copias de dFmrl e nulos quanto a Ago2
exibem multiplos defeitos na ovulogénese, como a presenca de dois ovocitos em uma Unica
camara. J4 mutantes nulos quanto a Ago2 mantém a distribuicdo da dFmrp, com maior
concentracdo no ovocito, porém os niveis da proteina na camara do ovocito sdo quatro vezes
mais altos em comparagdo com linhagens normais, enquanto os niveis do mRNA de dFmrl estao
aumentados em 50%; essas observagdes indicam que, na auséncia de Ago2, ocorre aumento da
tradu¢do do mRNA do dFmrl. Apesar de Ago2 ser o componente-chave da via de micro RNA
de interferéncia (miRNA), os autores ndo encontraram evidéncias de que dFmrl seja um alvo
direto da via candnica endogena de miRNA. Uma linhagem de moscas que contém uma mutagao
de ponto em Ago2, que ndo modifica seus niveis de expressdo, mas sim sua atividade de
clivagem, ndo manifesta alteragdo na expressdo da dFmrp na camara do ovdcito, sugerindo que a

regulagdao da dFmrp por Ago2 ¢ independente da fun¢do do dominio catalitico de Ago2.
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Em neurodnios da jun¢do neuromuscular (NMJ), a repressdo do dFmrl mediada por Ago?2
previne defeitos de ramificagdo e crescimento do axonio. Os defeitos na neurogénese em larvas,
mutantes nulos quanto a dFmrl e Ago2, sao semelhantes aqueles dos mutantes nulos quanto ao
dFmrl. No entanto, animais com um alelo 4go2 mutante, que produz Ago2 com reducao
significativa na atividade catalitica de endorribonuclease, ¢ normal quanto aos fendtipos
examinados da NMJ (Pepper e col. 2009).

Os ortologos de Agol e Ago2 em humanos sao os genes EIF2CI e EIF2C2, dos fatores de
iniciacdo de traducdo eucaridticos 2C1 e 2C2, respectivamente. A expressdo de ambos ¢ ubiqua.

Os produtos desses genes participam da via de siRNA e estdo presentes no RISC.

1.7 Mecanismos moleculares dos distUrbios associados a pré-mutacdo do FMR1

As alteracbes no gene FMR1 podem originar a sindrome do cromosomo X fragil, quando
0 gene esta completamente mutado, e a FXTAS ou a FXPOI, quando pré-mutado. Entretanto, os
mecanismos patoldgicos dos distarbios relacionados a mutacdo completa e a pré-mutagdo sao
distintos. A sindrome do cromossomo X fragil tem penetrancia completa no sexo masculino e é
devida a auséncia da FMRP; ja os distdrbios associados a pré-mutacdo do FMR1 possuem
penetrancia incompleta e ainda ndo tiveram seu mecanismo molecular claramente elucidado. As
caracteristicas moleculares da repeticdo (CGG),, como tamanho e padrdo de interrupcdo por
trincas (AGG), anormalidades na transcricdo e na traducdo do FMR1, o ganho de funcédo toxico
pelo MRNA e o padrdo de inativacdo do cromossomo X parecem influenciar a manifestacdo de
FXTAS e de FXPOIL.

O fato de pessoas portadoras de mutacdo completa ndo apresentarem as patologias
associadas a pré-mutacdo (FXTAS e FXPOI) mostram que esses disturbios ndo estdo associados
a auséncia da FMRP. Essa conclusdo é apoiada também pela observacdo de que camundongos
nocautes quanto ao Fmrl s&o férteis (The Dutch-Belgian Fragile X Consortium, 1994).

A hipdtese de que um ganho de fungéo toxica pelo mRNA da pré-mutacdo do FMR1 seria
a causa da FXTAS foi proposta com base na observacdo do aumento dos niveis do mRNA nos
portadores de pré-mutacdo (Tassone e col. 2000) e no modelo de ganho de funcdo do RNA na
distrofia miotdnica de Steinert (DM1 e 2, MIM 160900 e MIM 602688). Nesse modelo, tanto a
expansdo de repetigdoes CUG na 3’-UTR do transcrito do gene DMPK (Dystrophia Myotonica
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Protein Kinase, MIM 605377) na DM1, quanto a expansdo de repeticbes CCUG no primeiro
intron do gene ZNF9 (ZiNc Finger 9, MIM 116955), na DM2, promoveriam o sequestro de uma
ou mais proteinas que se ligam a repeticdes C(C)UG (revisdao em Hagerman e Hagerman, 2004).
Exames neuropatoldgicos post-mortem em individuos afetados pela FXTAS (Greco e col. 2002)
revelaram outro paralelo entre a FXTAS e a DM: a formacao de inclusdes intranucleares ricas
em ubiquitina, em neurdnios e astrocitos. Na FXTAS, foi detectada a presenca do mRNA do
FMR1 nas inclusbes nucleares (Tassone e col. 2004) e foi demonstrado que a formacgédo das
inclus@es é correlaciona-se com o excesso de RNA com a expansdo de repeticdes CGG (Tassone
e col. 2004, Greco e col. 2006). Arocena e col. (2005) mostraram que a presenca do transcrito
com a expansao CGG no nucleo é suficiente para a reducdo da viabilidade celular
independentemente da formacdo de inclusbes. Esse conjunto de dados apoia a hipétese do
mecanismo de ganho de funcéo toxica pelo MRNA do FMR1 pré-mutado.

Buscando os mecanismos pelos quais a pré-mutacdo levaria a FXTAS em homens,
Tassone e col. (2000) examinaram a relagdo entre 0 nimero de repeticbes CGG no FMR1 e 0s
niveis do transcrito e da FMRP, em sangue periférico, e observaram que, para os alelos
(CGG)100-200, 0s niveis de mMRNA do FMR1 sdo aproximadamente cinco vezes superiores aos
niveis encontrados em individuos normais, enquanto os niveis da FMRP estdo reduzidos.
Interessantemente, em mulheres, foi encontrada correlagdo positiva significativa entre o0s niveis
do mRNA do FMR1 em sangue periférico e o nimero de repeti¢des na faixa da pré-mutacdo com
repetices (CGG)ss.99, Mas essa correlacdo diminuiu a partir de repeticdes (CGG)100-200. Quando
se levou em conta a inativacdo do cromossomo X, verificou-se que 0s niveis de mRNA
aumentam com o numero de repeticdes CGG e que esse aumento é altamente significativo na
faixa (CGG)100-200. AsSim, 0s niveis de mRNA tendem a normalidade nas mulheres conforme o
namero de repeticdes aumenta na faixa de (CGG)1g0-200, devido a inativacdo predominante do
cromossomo X portador das pré-mutagdes com as maiores repeticdes(Garcia-Alegria e col.
2007).

A analise da distribuicio do mRNA do FMR1 no perfil polissomal de linhagens
linfoblastoides de homens pré-mutados mostrou que a associagdo entre estes, que é alta em
celulas normais, diminuiu progressivamente com o aumento do tamanho das repeti¢cdes CGG,
indicando que a eficiéncia da traducgéo esta reduzida (Primerano e col. 2002). A comparacao da

atividade transcricional de alelos normais e pré-mutados do FMR1 mostrou que a sintese de
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transcritos pelos alelos pré-mutados estd aumentada, indicando que os niveis elevados do mMRNA
sdo, pelo menos em parte, decorrentes do aumento da transcricdo (Tassone e col. 2007). Os
autores propuseram, como alvos terapéuticos para a FXTAS, o mRNA per se ou 0 promotor do
FMRL1, visando a reducdo dirigida dos niveis do mRNA.

A relacdo entre o tamanho das repetices CGG e os niveis do transcrito e da FMRP no
sangue pode ndo ser linear. Um estudo mostrou que os niveis de FMRP em homens portadores
de alelos na faixa de repeticdes (CGG)go-s9 S80 mais elevados do que nos portadores de
repetices (CGG)ss.79 € (CGG)go-120, apontando para maior eficiéncia da traducdo do mRNA de
pré-mutacdes com repeticdes (CGG)gos9 (Peprah e col. 2010). Essas observacdes sdo
incompativeis com o mecanismo de acimulo de mRNA por aumento da transcricdo devido a
dificuldade de traducdo proposto por Tassone e col. (2007). Assim, Peprah e col. (2010)
sugeriram que esses achados podem constituir um evento casual em sua amostra, mas que podem
decorrer de propriedades relacionadas a conformacéo do transcrito de acordo com o tamanho das
repeticdes CGG, a estrutura da repeticdo ou o sitio de inicio de transcricdo.

Experimentos de traducdo in vitro, usando construgdes contendo mRNA rep6rter com 0,
16, 30, 62 ¢ 99 trincas CGG e a 5> UTR do FMR1 ou de outra sequéncia nao relacionada , foram
realizados para avaliar a iniciacdo e a eficiéncia da traducdo na presenca das diferentes
repeticdes.. Foi demonstrado que a traducdo de cada espécie sintética de mMRNA é duas a trés
vezes mais eficiente no contexto da 5° UTR do FMR1, em comparagdo com a 5"UTR heteréloga
e que a inibicdo na traducdo aumenta com o numero de repeticdes CGG, em ambos os tipos de
construgdes), indicando que a organizagdo da 5° UTR do FMR1 atenua, porém néo elimina a
queda na eficiéncia de traducdo devida a expansao da repeticdo CGG (Ludwig e col. 2011). Na
presenca da 5'UTR do FMR1 contendo repeticdo CGG, a queda na expressdo da proteina repdrter
com relacdo a da construcdo com (CGG), foi de 23% e 60% naquelas que continham (CGG)1
(CGG)gy, respectivamente (Ludwig e col. 2011). Essas observagdes apdiam o modelo de
acumulo de mRNA por aumento da transcri¢do devido a dificuldade de tradugdo proposto por
Hagerman e Hagerman (2004).

Alguns estudos correlacionaram o nimero de trincas CGG e a presenga de interrupgdes
da repeticdo por trinucleotideos AGG com a manifestacdo dos distirbios relacionados a pré-
mutacdo. Napierala e col. (2005) previram que a estrutura secundaria da regido 5"UTR do

MRNA seria influenciada pela organizacdo da repeticdo CGG, de forma que 0s segmentos
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ininterruptos formariam estruturas de grampos com fitas perfeitamente emparelhadas, enquanto
as interrupcdes AGG diminuiriam o tamanho dos grampos 0 que, por sua vez, aumentaria a
eficiéncia e a inicia¢do da tradugdo. Em uma amostra de 190 mulheres com POI, todas as nove
que apresentaram alelos intermediarios do FMR1, com (CGG)s.50, as repeticbes eram
ininterruptas e, portanto, formariam grampos grandes; nas duas mulheres do grupo controle
portadoras de alelos intermediarios (CGG)si.53, as repeticdes CGG eram interrompidas por
trincas AGG e formandriam, assim, grampos pequenos. Os autores concluiram que a
manifestacdo da disfuncdo ovariana pode ser influenciada pelo padrdo de interrupcdo da
repeticdo CGG (Bodega e col. 2006).

Outro efeito da expansdo CGG da pré-mutacdo é na posicdo de inicio da transcricao:
quanto maior o numero de repeticbes maior € o deslocamento a montante do ponto de entrada do
ribossomo; assim, a repeticdo CGG agiria modulando a traducéo (Beilina e col. 2004).

Willemsen e col. (2003) utilizaram um camundongo “knock in”, no qual as repetigdes
CGG enddgenas do Fmrl foram substituidas por um trato de cerca de 100 trincas, a fim de testar
a hipotese do ganho de funcdo do RNA. Embora os camundongos ndo apresentassem
anormalidades neurologicas e tivessem niveis normais da FMRP, foram detectadas inclusdes
intranucleares, que continham ubiquitina, no cérebro de todos os animais analisados. Estes dados
reforcam a hipotese do ganho de fungdo do RNA e de que a deficiéncia da proteina nédo
influencia a ocorréncia de FXTAS.

Achados similares foram obtidos em um modelo de droséfila (Jin e col. 2003). Uma
repeticdo (CGG)gyo foi acoplada a um gene repdrter heterélogo e a construcdo foi superexpressa
seletivamente nos olhos das drosofilas, levando a formagéo de inclusdes e neurodegeneragéo; o
efeito, entretanto, ndo foi observado com um segmento com menos de 90 trincas CGG. Uma vez
que o gene dFmrl n&o possui repeticdes CGG e que o transgene ndo codifica a dFmrp, o efeito
patologico ndo deve decorrer de alteracdo na proteina, mas sim da presenca do trato repetitivo do
RNA.

Foram isoladas mais de 20 proteinas associadas as incluses nucleares em cérebros de
pacientes com FXTAS post mortem; entre elas, a aB-cristalina, a lamina A/C e diversos tipos de
ubiquitina (lwahashi e col. 2006). A aB-cristalina € um membro da familia das pequenas

proteinas heat shock (sHsp) e acredita-se que atue na organizacdo das proteinas do citoesqueleto
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e na supressdo da agregacdo de proteinas, quando ha estresse celular (Adhikari e col. 2004). As
laminas intranucleares sdo componentes do citoesqueleto, organizadas em redes fibrosas na
camada interna da membrana nuclear (Broers e col. 2005). As ubiquitinas, por sua vez, regulam
a via de degradacdo ubiquitina-proteassoma, de forma que a ligacdo de multimeros de
ubiquitinas a uma determinada proteina sinaliza sua selegcdo para degradacdo pelo proteassoma
26S (revisdo em Nandi e col. 2006).

A transfeccédo de células neuronais cultivadas com uma construcéo, contendo (CGG)gg na
5’UTR de um gene reporter, induziu inclusdes nucleares; foi detectada aB-cristalina em grande
quantidade e a desregulacdo da distribuicdo de lamina A/C. Esses achados permitiram identificar
outras similaridades entre a FXTAS e outras doencas neurodegenerativas (Arocena e col. 2005),
uma vez que 0 excesso de aB-cristalina é caracteristico de distdrbios como as doencgas de
Alexander (MIM 203450), Parkinson (MIM 168600) e Creutzfeldt-Jakob (MIM 123400), nas
quais a proteina aparece em associa¢do com agregados de filamentos intermediérios que, por sua
vez, sdo componentes do citoesqueleto. Nessas doencas neurodegenerativas, a prépria formacéo
dos agregados pode refletir a falha da aB-cristalina em resolver adequadamente a
desorganizacdo da arquitetura dos filamentos intermediarios. Assim, Arocena e col. (2005)
sugeriram que a presenca de aB-cristalina nas incluses nucleares pode constituir uma resposta
similar a desorganizacdo da rede de filamentos intranucleares, particularmente do arranjo da
lamina A/C no nucleoplasma, na FXTAS. Nao foi observada a presenca de ubiquitina nas
inclusdes, nas células cultivadas, o que indica que a formacdo das inclusdes ndo é uma
consequéncia de falha na degradacdo proteassdbmica. A incorporacao de ubiquitina as inclusoes
nucleares de neurdnios e astrocitos na FXTAS seria um evento tardio na patogénese da doenca.

A presenga de lamina A/C nas inclusdes das células transfectadas e no cérebro de
pacientes com FXTAS sugere que 0 mRNA com a repeticdo expandida provoca o rompimento
da organizagdo normal dos filamentos na periferia do nicleo (Arocena e col. 2005). Os autores
salientam que a desorganizagdo da lamina A/C na FXTAS é muito semelhante & observada em
neuropatias devidas a mutagfes no gene Lamin A/C - LMNA, MIM 150330 (Hutchison e col.
2002, Omary e col. 2004). Ocorrem tambeém caracteristicas clinicas coincidentes entre a FXTAS
e as laminopatias, por exemplo, a neuropatia periférica presente na sindrome de Charcot-Marie-
Tooth tipo 2 (CMT2B1, MIM 605588) e na FXTAS, manifestada pela diminuicdo do reflexo e
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da sensibilidade a pressao e pela redugédo na velocidade da conducdo nervosa (Jacquemont e col.
2003).

No estudo da formacao das inclusées em varios tipos celulares - como cultura priméria de
hipocampo embrionario de rato e linhagens imortalizadas de neurdnios, ovarios e rins - foi
demonstrado que, em células COS transfectadas com plasmidios contendo repeticbes CGG com
tamanhos nas faixas dos alelos comuns e das pré-mutacdes, moléculas de mRNA contendo a
repeticdo CGG expandida recrutam sequencialmente varias proteinas que se ligam ao RNA e
participam da regulacdo do splicing alternativo; primeiramente Sam68, e entdo hnRNP-G e
MBLNL1 (Sellier e col. 2010). Assim, foi proposto um modelo no qual Sam68 é sequestrada pelas
repeticdes CGG expandidas, alterando sua funcdo de regulacdo do splicing. Consequentemente, o
splicing regulado por Sam68 seria alterado nos afetados por FXTAS. Adicionalmente, Sellier e col.
(2010) mostraram que a regulacdo da fosforilacdo de tirosina de Sam68 modula sua localizacdo nos
agregados com a repeticdo CGG; observaram também que a tautomicina impede o sequestro de Sam68
pela repeticdo CGG na faixa da pré-mutacdo e Sam68. Os autores sugeriram essa como uma possivel
via-alvo para tratamento da FXTAS.

Vérios sintomas da FXTAS, incluindo ataxia, disautonomia, neuropatia periférica,
fraqueza e problemas psiquiatricos, coincidem com sintomas das deficiéncias em enzimas da
cadeia respiratoria mitocondrial. Em um estudo longitudinal que investigou a possivel conexao
funcional entre FXTAS e disfuncdo mitocondrial, fibroblastos e amostras de cérebro de
individuos portadores de pré-mutacdo, com e sem FXTAS, e numero varidvel de repeticdes
CGG, foram testados quanto a expressdo de proteinas mitocondriais e a ocorréncia de proteinas
modificadas resultantes do aumento de estresse oxidativo/nitrativo (Ross-Inta e col. 2010). Os
resultados mostraram que a disfuncdo mitocondrial ocorre nos individuos, mesmo quando ainda
ndo apresentam as caracteristicas evidentes de FXTAS. Tanto a disfuncdo mitocondrial quanto
0s danos por estresse oxidativo/nitrativo puderam ser observadas, naqueles individuos que
vieram a apresentar a FXTAS, antes mesmo de seus sintomas aparecerem. Os autores
ressaltaram a importancia dessas observacdes para o diagndstico e 0 monitoramento do paciente,
uma vez que a deteccdo da disfuncdo mitocondrial pode prever o estabelecimento da FXTAS e,

assim, possibilitar intervencdes terapéuticas precoces (Ross-Inta e col. 2010).

1.8 — Este trabalho
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Considerando que a funcdo do gene FMRI no ovario de mamiferos é pouco conhecida,
este trabalho foi planejado com o objetivo de avaliar a expressao e localizacdo subcelular do
mRNA e da proteina do gene FMRI no ovario humano e murino, utilizando as células da
granulosa.

Planejamos ainda utilizar a linhagem de camundongos knock in quanto a repeticdo CGG
na faixa da pré-mutacdo humana (KI), obtida Entezam e col. (2007), para comparar a expressao
do gene FMR1 no ovario dessas fémeas e no de fémeas selvagens. Porém, apds iniciarmos 0s
experimentos, fomos informados que estudos do Fmrl no ovério de fémeas Kl estavam sendo
conduzidos pelo grupo que nos cedeu os animais e que, na verdade, estdvamos autorizadas a
obter linhagem de células tronco embrionérias Kl e nelas realizar o estudo do FMRL.

Durante o cultivo de embrides para obtencao da linhagem de células tronco KI, tivemos a
oportunidade de comparar o inicio do desenvolvimento desses embrides com aqueles de fémeas

selvagens.
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CAPITULO IV

Sumario e Conclusodes

Este estudo teve como objetivo geral a andlise do gene FMR1 (Fragile X Mental
Retardation gene 1) quanto a sua relacdo com a insuficiéncia ovariana primaria (Fragile X-
related Primary Ovarian Insufficiency, FXPOI).

No Capitulo I, apresentamos revisdo da literatura sobre FXPOI. A pré-mutacdo do gene
FMRL1 constitui a mais frequente causa genética de predisposicdo para menopausa precoce e
entre os casos familiais, cerca de 10% estdo associados a pré-mutacdo do gene FMRI.
Entretanto, pouco se conhece sobre a expressdo do gene no ovério de mamiferos e o0s
mecanismos pelos quais a pré-mutacao causa POl permanecem desconhecidos.

O Capitulo 11 apresenta os resultados do estudo da expressdo do gene FMR1 nos ovarios
adultos, humano e murino. As enormes dificuldades inerentes a obtencdo e ao estudo de células
germinativas femininas nos levaram a estudar células da granulosa humana (HGC), que sdo de
facil obtencdo, como subprodutos de procedimentos de fertilizacdo in vitro. Também estudamos
a expressao do Fmrl em células da granulosa de camundongos da linhagem CD1 (MGC),
coletadas nos ovidutos, ap6s estimulacdo da ovulacdo. As células da granulosa interagem
intensamente com o0s ovacitos durante a foliculogénese, transmitindo sinais através do ovario e
apoiando o crescimento e a maturagdo dos ovocitos durante as Ultimas fases do crescimento
folicular. E, portanto, possivel que alteragdes celulares induzidas pela pré-mutacdo do gene
FMR1 nas HGC afetem o crescimento folicular, a taxa de ovulagéo e a fecundidade.

Padronizamos os protocolos de isolamento e de cultivo das HGC do fluido folicular e
confirmamos a origem das células isoladas pela expressdo de marcadores de HGC, por RT-PCR,
e pela natureza lipidica dos granulos citoplasmaticos, pela coloragdo com o corante lipofilico
Dil.

Demonstramos, por RT-PCR que as HGC isoladas do liquido folicular expressam o
MRNA do FMR1. Em camundongos, também por RT-PCR, evidenciamos a expressao do mRNA

do Fmrl em ovdcitos e nas MGC, coletados do oviduto apds hiper-estimulacao da ovulacao.
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Por hibridacdo in situ de RNA em HCG cultivadas, detectamos 0 mRNA do FMR1
disperso no citoplasma e no nucleo, concentrado em regibes cujas caracteristicas indicaram ser
nucléolos. Essa mesma distribuicdo foi observada em fibroblastos cultivados. Essa provavel
localizacdo nucleolar sugere que o transcrito do FMR1, nessas células, constitua
ribonucleoproteinas mensageiras, para seu direcionamento do nucléolo para sitios
citoplasmaticos especificos, onde ocorre sua traducéo.

Verificamos, por Western blotting, que as HGC expressam, em niveis elevados,
isoformas da FMRP, com massa molecular entre 60 e 95 kDa.

Determinamos a localizagcdo subcelular da FMRP nas HGC e da Fmrp nas MGC, por
imunocoloracdo. Os sinais de hibridacdo foram visualizados dispersos, em granulos finos, no
citoplasma das HGC e das MGC, de maneira semelhante ao padrdo de distribuigdo da proteina
em neur6nios. Nos filopddios das MGC, observamos marcagdo concentrada em alguns pontos,
de forma semelhante ao padrdo, previamente descrito, de distribuicdo da Fmrp em espinhas
dendriticas de neurdnios de hipocampo de rato, constituindo granulos de RNA, que promovem 0
transporte de mRNA e controlam a traducdo. O padrdo de distribuicdo semelhante entre
neurdnios e MGC pode refletir similaridade da funcdo da Fmrp nos dois tecidos.

A inducédo de estresse oxidativo nas HGC por tratamento com arsenito sédico, levou a
proteina a deixar de ter distribuicdo citoplasmatica difusa e passar a fazer parte de granulos de
estresse perinucleares, colocalizando-se com TIA-1, marcador dessas estruturas. Resultados
semelhantes foram anteriormente obtidos em células HeLa e no hipocampo de rato. Esses
resultados apoiam a hipdtese de que a FMRP participa do mecanismo transitorio de parada da
traducdo apds estresse.

No Capitulo I1I, descrevemos nossas tentativas para obtencdo de linhagem de células
tronco embrionérias (ESC) de camundongo knockin (KI) quanto a pré-mutacdo do gene Fmrl.
Para a obtencdo de embrides KI, fémeas selvagens (WT; linhagem C57) foram cruzadas com
machos Kl (linhagem C57/BL6) e fémeas Kl foram cruzadas com machos WT. Pretendiamos
comparar a expressdo do gene Fmrl na linhagem de ESC KI e linhagem de ESC WT, inclusive
durante a diferenciacdo N&o tivemos sucesso, o que pode ser atribuido as dificuldades inerentes a
obtencdo de ESC.

No acompanhamento dos primeiros quatro dias do desenvolvimento in vitro dos

embrides, alteracdes de clivagem e parada de desenvolvimento foram mais frequentemente
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observadas nos embrifes obtidos de fémeas Kl. Entretanto as taxas médias de sobrevivéncia de
ovdcitos para blastocistos e de embrides com 8 a 16 células para blastocistos ndo diferiram
estatisticamente entre as fémeas Kl e selvagens; a grande variabilidade entre o ndmero de
blastocistos obtidos por fémea e 0 pequeno nimero delas nos grupos Kl (seis) e selvagem (sete)
indicam que esses resultados devem ser interpretados com cautela. A andlise da proteina Fmrp
nos blastocistos, por imunocoloragdo, mostrou distribuicdo provavelmente citoplasmatica, com
padrdo granular de marcacdo, sendo as granulacdes mais frequentes nos blastocistos de fémeas
WT, porém mais grosseiras nos blastocistos de fémeas KI. Esse conjunto de dados é sugestivo de
efeito da pré-mutacdo do gene Fmrl em fémea murina sobre o inicio do desenvolvimento de

seus embrides. Esse aspecto necessita investigacdo mais aprofundada.

Abstract

This study aimed at investigating the FMR1 gene (Fragile X Mental Retardation gene 1),
regarding its relationship with primary ovarian insufficiency (Fragile X-related Primary Ovarian
Insufficiency, FXPOI).

In Chapter I, we present a literature review on FXPOI. The FMR1 premutation is the
most frequent genetic cause of predisposition to premature ovary insufficiency (POI) and, among
the POI familial cases, about 10% are associated with the FMR1 gene premutation. However,
little is known about the gene expression in the mammal ovary, and the mechanisms by which
the premutation causes POI remain unknown.

Chapter Il presents the study of the FMR1 gene expression in the human and murine adult
ovaries. The enormous difficulties inherent in obtaining and studying female germ cells led us to
study human granulosa cells (HGC), which are easily obtained as byproducts of in vitro
fertilization procedures. We also studied the FMR1expression in granulosa cells of mice of the
CD1 strain (MGC), collected from the oviducts after ovulation induction. Granulosa cells
interact functionally with oocytes during folliculogenesis, transmitting signals through the ovary
and supporting growth and maturation of oocytes during the later stages of follicular growth. It
is, therefore, possible that cellular changes induced by the FMR1 premutation in HGCs affect
follicular growth, ovulation rate and fecundity.



29

We standardized protocols for isolation and culture of HGCs obtained from follicular
fluid and confirmed the origin of the isolated cells by the expression of HGC markers, using RT-
PCR, and by the lipid nature of the cytoplasmic granules, as demonstrated by the staining with
the lipophilic dye Dil.

We demonstrated, by RT-PCR, that HGCs isolated from follicular fluid express the
FMR1 mRNA. In mice, also by RT-PCR, we detected the Fmrl mRNA in oocytes and in the
MGC:s, collected from the oviduct after ovulation hyperstimulation.

Using RNA in situ hybridization on cultured HCGs, we detected the FMR1 mRNA
dispersed in the cytoplasm and, in the nucleus, concentrated in regions whose features indicated
to be nucleoli. This same distribution was observed in cultured fibroblasts. This probable
nucleolar localization of the FMRL1 transcript in these cells suggests that it constitutes messenger
ribonucleoproteins for further targeting to specific cytoplasmic sites where translation occurs.

We verified, by Western blotting, that HGCs express high levels of the main FMRP
isoforms, with molecular mass between 60 and 95 kDa.

We determined the FMRP subcellular localization in HGCs and that of Fmrp in MGCs,
by immunostaining. The hybridization signals were seen scattered in fine granules in the
cytoplasm of both HGCs and MGCs, in a pattern of distribution similar to that observed in
neurons. In the MGC filopodia, the protein labeling was concentrated at some sites, similar to the
previously described pattern of Fmrp distribution in neuronal dendritic spines of rat
hippocampus, where it is part of RNA granules, promoting mRNA transport and translation
control. The similar distribution pattern between neurons and MGC may reflect the similarity of
FMRP function in both tissues.

The induction of oxidative stress in the HGC by treatment with sodium arsenite led the
protein to leave its diffuse cytoplasmic distribution to become part of perinuclear stress granules,
co-localized with TIA-1, a marker of these structures. Similar results were previously obtained in
HeLa cells and in rat hippocampus. These results support the hypothesis that FMRP participates
in the mechanism of the transient translation arrest after stress.

In Chapter 111, we describe our attempts to obtain an embryonic stem cell line (ESC) from
knock-in mice (KI) for the FMR1 premutation. To obtain KI embryos, wild females (WT, strain
C57) were crossed with males Kl (strain C57/BL6), and KI females were crossed with WT

males. We planned to compare the expression of the fmrl gene in the ESCs from the KI and WT
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strains, including during differentiation. We did not succeed in obtaining an ESC KI line, which

can be attributed to difficulties inherent to the procedure.

At follow-up of the first four days of in vitro development of embryos, changes in cleavage and
developmental arrest were more frequently observed in embryos obtained from Kl females.
Meanwhile, the average survival rates of oocytes to blastocysts, and 8-16 cell embryos to
blastocysts were not statistically different between the KI and WT females. The great variability
among the numbers of blastocysts obtained per female and the small size of the KI (six females)
and WT (seven females) groups indicate that these results should be interpreted with caution.
Immunostaining analysis of the Fmrp in blastocysts showed a probably cytoplasmic distribution,
with a granular pattern of labeling, the grains being more common in blastocysts from WT
females, but coarser in blastocysts from Kl females. These data are suggestive that the Fmrl
premutation in murine females affects the early development of their embryos. This aspect needs

further investigation.
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