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RESUMO

Na sindrome do X fragil (SXF), a perda de expressdao do gene FMR1 é causada pela expansdo instavel da
repeticdo (CGG)n na regido 5’ ndo traduzida. Até o momento, ndo ha tratamento farmacoldgico direcionado a
etiopatogenia instituido. Com os avancos da epigenética, ha evidéncias de novas abordagens terapéuticas alvo-
especificas em células de pacientes portadores. O objetivo do estudo foi investigar o contetdo das publicacdes
sobre as terapias epigenéticas para a SXF. Foi realizada uma revisdo integrativa, nas bases de dados PubMed,
BVS e EMBASE, por meio dos descritores: “DNA demethylation” OR “Histone deacetylase inhibitor” OR
“Histone acetylation” OR “Epigenetic treatment” AND “Fragile X syndrome”. A partir da busca foram
encontrados 172 artigos heterogéneos, e destes, selecionados 22, conforme os critérios de exclusdo estabelecidos.
Dentre as drogas testadas para a reativacgdo transcricional estdo em destaque os inibidores de histona desacetilase
(HDAC) e os inibidores de DNA metiltransferase (DNMT), sendo as principais avaliadas a 5-aza-2-
desoxicitidina (5-azadC), a 5-azadesoxicitidina e TSA. A 5-azadC foi a mais estudada, apresentando resultados
promissores em relacdo a reativacdo do FMR1, com restauracdo da expressdo entre 8% e 70% em relacdo aos
niveis encontrados em células de individuos normais, sendo a dose da substancia intimamente ligada a sua
eficacia. No entanto, quanto maior a dose do 5-azadC, maior a toxicidade, limitando seu uso terapéutico. O
presente estudo demonstrou que ainda h& poucas pesquisas no ramo da terapia epigenética, desta forma, novos
compostos devem ser investigados a fim de encontrar uma droga eficiente e segura para a SXF.
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EPIGENETIC APPROACH IN THE TREATMENT OF FRAGILE X SYNDROME: INTEGRATIVE
REVIEW

ABSTRACT

In fragile X syndrome (SXF), the loss of expression of the FMR1 gene is caused by unstable expansion of the
repetition (CGG)n in the 5 'untranslated region. To date, there is no pharmacological treatment directed to the
etiopathogenesis instituted. With the advances in epigenetics, there is evidence of new target-specific therapeutic
approaches in cells of carrier patients. The aim of the study was to investigate the content of publications on
epigenetic therapies for SXF. An integrative review was carried out in the PubMed, BVS and EMBASE
databases, using the descriptors: “DNA demethylation” OR “Histone deacetylase inhibitor” OR “Histone
acetylation” OR “Epigenetic treatment” AND “Fragile X syndrome”. From the search, 172 heterogeneous
articles were found, of which 22 were selected, according to the established exclusion criteria. Among the drugs
tested for transcriptional reactivation, histone deacetylase inhibitors (HDAC) and DNA methyltransferase
inhibitors (DNMT) are highlighted, the main ones being evaluated for 5-aza-2-deoxycytidine (5-azadC), 5-
azadesoxycytidine and TSA. 5-azadC was the most studied, presenting promising results in relation to the
reactivation of FMR1, with restoration of expression between 8% and 70% in relation to the levels found in cells
of normal individuals, the dose of the substance being closely linked to its effectiveness . However, the higher
the dose of 5-azadC, the greater the toxicity, limiting its therapeutic use. The present study demonstrated that
there is still little research in the field of epigenetic therapy, therefore, new compounds must be investigated in
order to find an efficient and safe drug for SXF.
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INTRODUCAO

A sindrome do cromossomo X fragil (SXF) é um dos distirbios monogénicos mais
comuns relacionado a deficiéncia intelectual com padrdo de heranca dominante ligado ao
cromossomo X, cuja causa € a expansdo de uma sequéncia repetida (CGG), na regido 5' ndo
traduzida do gene FMR1, localizado em Xq27.3 (1).

Na populacdo geral, o comprimento de repeticdo fica entre 6-54 tripletos, com uma
meédia de 30. Em individuos portadores de alelos com 45-54 repeticGes, embora néo
apresentem a SXF, em 14% dos casos sao instaveis e podem expandir para a faixa de pré-
mutacdo quando transmitidos pela mée (2). Os portadores de pré-mutacdo (55-200 tripletos)
podem apresentar um QI reduzido relacionado com a alteracdo da producdo de FMRP
(Fragile X Mental Retardation Protein), e também um amplo espectro de manifestacdes
clinicas (3).

Em pacientes com SXF, a repeticdo de CGG se expande para mais de 200, podendo
atingir 1.000 repeticdes (4). Os alelos FMR1 com repetigdo expandida representam a mutagao
completa, sendo que a hipermetilacdo e a remodelacdo da cromatina promovem o
silenciamento de FMRL1, causando auséncia ou déficit na producdo da proteina denominada
FMRP (5). Essa deficiéncia ou auséncia faz com que o individuo tenha uma série de
combinacBes de caracteristicas fisicas, problemas comportamentais e deficiéncias cognitivas.
Entre os problemas comportamentais e cognitivos caracteristicos da sindrome, podemos
destacar a ansiedade, agressividade, transtorno do déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH)
e instabilidade de humor (6).

Embora a SXF se manifeste em ambos 0s sexos, homens que possuem a mutagédo
apresentam quadro clinico mais grave do que mulheres com a mesma alteracéo (7). Segundo
Salcedo-Arellano (8), 30% dos individuos do sexo feminino e 90% do sexo masculino
portadores de mutacdes completas tem deficiéncia intelectual, sendo que 60% dos homens sdo
diagnosticados com o transtorno do espectro autista (TEA).

Recente literatura tem discutido duas abordagens alvo-especifica para o tratamento da
SXF. A primeira com a finalidade de normalizar as funcdes defeituosas devido a falta de
FMRP, atuando nas vias em que ela estd envolvida e, uma segunda, a fim de restaurar a
expressao do FMR1 atuando nos mecanismos epigenéticos envolvidos na inativagdo
transcripcional (9).

Com o conhecimento adquirido das muitas func¢Ges da proteina FMRP, especialmente

no nivel sindptico, numerosos ensaios farmacol6gicos foram realizados para tentar compensar
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a funcdo alterada de receptores neuronais especificos. No entanto, considerando as varias vias
desreguladas conhecidas, incluindo a via GABAGérgica, e o grande numero de mRNAs
relacionados com a FMRP, a reativacdo do gene FMR1 seria uma melhor opcéo (10).

A terapia epigenética pode ser considerada mais eficaz no tratamento da SXF, devido
a sua atuacdo direta no bloqueio da transcri¢do (9). O primeiro composto testado em células
derivadas de pacientes com SXF foi o farmaco 5-aza-desoxicitidina, que restaurou a
transcricdo e a traducdo do gene FMR1 (11). Desde entdo, muitas pesquisas foram realizadas
in vitro, analisando potenciais medicamentos que poderiam reativar o gene FMR1 ou
aumentar a eficacia da 5-azadC, como os inibidores de histona desacetilase (tricostatina A,
butirato e 4-fenilbutirato), além da acetil-L-carnitina e do &cido valpraico.

Porém, apesar de toda a expectativa na terapia epigenética, existem ainda muitas
duvidas quanto a aplicabilidade dessa modalidade de tratamento, e muitas delas relacionadas
com a ativacdo génica inespecifica e a desregulacdo de elementos transponiveis em células
normais, além do potencial mutagénico e carcinogénico (12). Assim, a revisdo teve como alvo
identificar as terapias epigenéticas para a SXF e integrar os resultados, bem como discutir

sobre os possiveis efeitos secundarios ao tratamento.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisé@o integrativa da literatura, cujo estudo envolveu a coleta de
dados realizada a partir de fontes secundérias, por meio de levantamento bibliogréafico, com
abordagem sobre as terapias epigenéticas na Sindrome do X-Fragil.

O levantamento de dados foi em janeiro do ano de 2021, por meio de consultas nas
plataformas de pesquisa especializadas em saide: PubMed, Biblioteca Virtual em Saude
(BVS) e EMBASE.

Estudos publicados até o presente momento da busca foram incluidos, a partir dos
descritores de interesse, através das seguintes combinagBes na lingua inglesa: “DNA
demethylation” OR “Histone deacetylase inhibitor” OR “Histone acetylation” OR “Epigenetic
treatment” AND “Fragile X syndrome”, sendo excluidas publicagdes com modelos animais,
outras terapias sem ser a epigenética e as que ndo continham dados empiricos.

Apo0s a extracdo das informacdes dos estudos incluidos na pesquisa foi realizado a
organizacdo dos dados, para facilitar a comparacgédo dos estudos em topicos especificos como
intervencdes, amostras e resultados, permitindo agrupar os principais pontos abordados pelos

autores e comparar os resultados mais relevantes verificados por eles.
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O modo de visualizagdo das informac6es adotado foi o quadro, no qual foi possivel a
comparacdo entre todos os estudos selecionados e, portanto, a identificacdo de padrdes,
diferencas e a sublocacao desses topicos como parte da discussao geral.

O projeto foi aprovado no Programa Especial de Iniciacdo Cientifica (PEIC) da
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, sob o protocolo CPDI 4497.

RESULTADOS

A partir do levantamento de dados, foram encontrados 172 artigos heterogéneos
utilizando as bases de dados: PubMed, BVS e EMBASE. Deste total, 22 estudos foram
selecionados, considerando os critérios de exclusdo estabelecidos. A figura 1 esquematiza o

fluxo da selecdo dos artigos.

Figura 1 - Fluxo da selecéo dos artigos
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e PUBMED: 72

| eBVS:24
IDENTIFICACAO o EMBASE: 145

ry
/
/

o Artigos duplicados: 69
* Registro ap6s exclusdo de artigos duplicados: 172

<

TRIAGEM

o Artigos excluidos: 150

ELEGIBILIDADE | ® Artigos selecionados: 22
E INCLUSAO

\

Fonte: Dados da pesquisa.

Dos estudos selecionados, um foi indexado nas bases de dados no ano de 2019, um em
2017, trés em 2016, dois em 2015, dois em 2013, um em 2012, um em 2010, dois em 2008,
um em 2005, um em 2003, dois em 2002, dois em 1999, um em 1998, um em 1994 e um em
1986.

Para a reativacdo transcricional do gene FMR1 os trabalhos cientificos envolveram,
principalmente, os inibidores de histona desacetilase (HDAC) e os inibidores de DNA
metiltransferase (DNMT), sendo 19 estudos envolvendo DNMT, e, 13 relacionados aos
HDAC. Na classe dos inibidores DNMT foram testados: a 5-aza-2-desocitidina, 5-azacitidina,

SGI-110, zebularina, SGI-1027, procainamida, hidralazina, RG108 e o dissulfiram; na classe
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dos inibidores HDAC, foram pesquisados: a tricostatina A (TSA), acetil-L-carnitina, butirato

de sodio, 4-fenilbutirato, nicotinamida, &cido valproico, romidepsina, vorinostat, decano-

hidroxamato de sddio, metotrexato e splitomicina.

Além dessas duas classes, foi estudada a classe dos inibidores histona-lisina
metiltransferase (EZH2), a partir das substancias: GSK126, GSK343 e UNC1999.
Protoporfirina IX e SB216763, ndo se enquadravam em nenhuma destas classes. Geliomicina,

deserpidina e tibrofan, apresentam mecanismo de acdo ainda desconhecido (13).

As intervencdes estudadas em cada trabalho e seus principais resultados foram

sintetizadas e apresentadas no Quadro 1.

Titulo do
artigo

FMR1 reactivating

Quadro 1 - Resultados obtidos da reativacéo transcricional do gene FMR1.

Autor
principal,
periodico e
ano
Vershkov D,

Intervencdes

Reativacdo

Amostra

Linhagem de células

(continuacao)
Resultados

Os inibidores DNMT nucleosideo de

treatments in Cell Reports, transcricional do gene derivadas de pacientes: primeira e segunda geragdo (5-azacitidina,
Fragile X iPSC- 2019. FMR1 com inibidores iPSC derivado de 3 5-azadC e SGI-110), com exce¢do do
Derived neural DNMT nucleosidicos  pacientes masculinos anadlogo nucleosideo zebularina, foram
progenitors in (5-azacitidina, 5-aza- com SXF (ndo foram capazes de induzir de forma robusta, entre
vitro and in vivo 2-desoxicitidina, SGI-  descritas as 10% até cerca de 25% a expressdo do
(14). 110, zebularina) e com  caracteristicas RNAm do FMR1 ap6s 96h de tratamento;
inibidores DNMT ndo  genéticas). inibidores DNMT né&o nucleosidicos foram
nucleosidicos  (SGI- substancialmente menos eficazes na sua
1027, procainamida, capacidade de reativar o gene dormente.
hidralazina, RG108, 5-aza-2-desoxicitidina  (5-azadC), 2uM,
dissulfiram). apés 96h de tratamento, atingiu
aproximadamente 25% de expressdo do
FMR1. 5-azadC, 5uM por 6 dias,
aumentou cerca de 40% da expressao do
FMR1, comparado a linhagem controle, e,
apos 6 dias da droga ser removida, um
aumento maximo de 60-70%.
Inhibitors of Dolskiy  AA, Reativacdo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina, 10uM, adicionada
histone Biomed Res Int, transcricional do gene comerciais: GM04025, diariamente por 8 dias, apresentou
deacetylases are 2017. FMR1 com 5-aza-2- CPG7, GM06865, expressdo do FMR1, principalmente na
weak activators of desoxicitidina, GMO06895. linhagem GMO04025. Tricostatina A,
the FMRL1 gene in Tricostatina A, 0.5uM, atingiu 6% de expressao,
fragile X Romidepsina e comparado &  linhagem  controle.
syndrome cell lines Vorinostat. Romidepsina, 15nM a 250nM por 72h,

(15).

promoveram morte celular sem a ativagdo
do gene FMR1. Vorinostat, 5uM por 72h,
levou a ativagdo da expressdo do gene
(14% de expresséo), mas observou-se alta
citotoxicidade.
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Titulo do
artigo

Sustained
expression of
FMR1 mMRNA
from reactivated
fragile X
syndrome alleles
after treatment
with small
molecules that
prevent
trimethylation  of
H3K27 (16).

Autor
principal,
periddico e
ano

Kumari D, Hum
Mol Genet,
2016.

Intervencdes

Reativacdo
transcricional do gene
FMR1 com 5-

azadesoxicitidina e
inibidores EZH2
(GSK126, GSK343 e
UNC1999).

Amostra

Linhagens  celulares
comerciais: GM04025,
GMO03200B,
GM09145, GMO07294,
GMO06897, GM06865,
GMO06895.

(continuacéao)

Resultados

5-azadesoxicitidina (AZA), 10pM por 3
dias, induziu a ativacdo do gene FMR1
com até aproximadamente 8% de
expressdo, e, quando associado a 2,5uM
GSK126, mostrou altos niveis de FMR1
mRNA no dia 6 e dia 10 se comparado ao
tratamento com a utilizacdo apenas do
AZA. Tratamento com 5uM de inibidores
EZH2 reduziu o crescimento celular.
Inibidores EZH2 previnem ou adiam o re-
silenciamento dos alelos da SXF, no
entanto, como foi o caso do GSK126,
utilizados isoladamente ndo demonstraram
aumento significante da expressao do gene.

Genome-wide Tabolacci E, Reativacéo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina, 1pM, por 7 dias

methylation Epigenetics transcricional do gene  derivadas de pacientes:  consecutivos, atingiu reativacéo

analysis Chromatin, FMR1 com 5-aza-2- SXF (FXS1-250 transcricional do FMR1 de até 40% na

demonstrates that 2016. desoxicitidina. repeticoes CGG; linhagem FXS2, comparado a linhagem

5-aza-2- FXS2-450 repeticbes controle. Em todas as linhagens, a

deoxycytidine CGG); Controle  reativagéo transcricional do gene persistiu

treatment does not (WT1, WT2; WTA, por volta de 10 a 15 dias ap6s a Ultima

cause random WTB, WTC). dose da substancia.

DNA

demethylation in

fragile X

syndrome cells

).

Defining the role Goracci M, Eur Reativagdo Linhagens  celulares  5-azadC, 1uM por 8 dias consecutivos, foi

of the CGGBP1 J Hum Genet, transcricional do gene comerciais: ndo foram capaz de restaurar a transcricdo de FMR1,

protein in FMR1 2016. FMR1 com 5-aza-2'- descritas as em niveis de FMR1-mRNA de 25% a 35%

gene  expression desoxicitidina. caracteristicas da linhagem controle, e desmetilar seu

(18). genéticas. promotor. Apés o0 tratamento de
desmetilacdo foi demonstrada que a
ligagdo de CGGBP1 as regides do
promotor e éxon 1 foi restaurada.

High-throughput Kaufmann M, J Reativacéo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina, 0.2uM, induziu a

screening using Biomol Screen, transcricional do gene derivadas de pacientes:  expresséo da FMRP sem resultar em
iPSC-derived 2015. FMR1 com 5-aza-2'- ndo foram descritas as  toxicidade  significativa  (como  foi
neuronal desoxicitidina. caracteristicas encontrado na concentracdo de 1pM).
progenitors to genéticas. Embora um tratamento composto de 72h
identify tenha restaurado a expressdo de FMRP
compounds significativamente em comparacdo com ao
counteracting grupo controle, um tratamento de 144h
epigenetic gene induziu uma expressdo de FMRP ainda
silencing in fragile maior.

X syndrome (19).

High-throughput Kumari D, Stem  Reativacdo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina, 1uM, foi capaz de

screening to
identify
compounds  that

increase fragile X
mental retardation
protein expression
in  neural stem
cells differentiated
from fragile X
syndrome patient-

derived  induced
pluripotent  stem
cells (20).

Cells Transl
Med, 2015.

transcricional do gene
FMR1 com 5-aza-2'-
desoxicitidina,
Protoporfirina IX,
SB216763,
Geliomicina, Tibrofan,
decano-hidroxamato
de sodio e
Deserpidina.

comerciais: GM05161,
GMO0032B, GM04025,
GMO07294, GM06897,
BJ, C10147, C10259,
C10700, SCui6,
SC128, SC128 NSC,
SC128 neurdnios.

reativar o gene em células-tronco neurais
(NSCs). Protoporfirina IX (PPIX) e
SB216763 aumentaram os niveis de FMR1
mRNA em fibroblastos e NSCs. Baixos
niveis de FMR1 mRNA em neurdnios
foram vistos apds tratamento com
SB216763, mas ap6s o tratamento com
PPIX foi negativo. Tratamento com
decano-hidroxamato de sédio, deserpidina,
geliomicina, ou tibrofan resultou em baixos
niveis de reativacdo do gene FMR1 em
SXF NSCs, mas apenas tibrofan foi
positivo em neurénios.
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Titulo do
artigo

Methotrexate

Autor
principal,
periodico e

ano
Brendel C, J

Intervencdes

Reativacdo

Amostra

Linhagens  celulares

(continuacao)
Resultados

Metotrexato na concentracdo de 2ug/ml

treatment of FraX Neurodev transcricional do gene  comerciais: restaurou a expressiao de FMR1 em até
fibroblasts results Disord, 2013. FMR1 com b5-aza-2'- fibroblastos derivados cerca de 70%, aumentando com o tempo de
in FMR1 desoxicitidina e de paciente masculino  exposi¢édo, havendo um aumento acentuado
transcription but Metotrexato. com SXF e de na expressdo entre os dias 12 e 14. No
not in detectable individuo  masculino  entanto, o estudo n&o foi capaz de mostrar
FMR1 protein saudavel (ndo foram de forma confiavel qualquer expressdo de
levels (21). descritas as FMRP nas células do paciente tratadas com
caracteristicas MTX ou 5-aza-2-desoxicitidina  na
genéticas). concentracéo de 1ug/ml.
Role of CTCF Lanni S, PLoS Reativagdo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina, 1uM por 7 dias, de
protein in  Genet, 2013. transcricional do gene  comerciais: GM04026, uma linha linfoblastdide de FXS, néo foi
regulating FMR1 FMR1 com 5-aza-2- GMO05381, GMO03349, observado qualquer alteragéo significativa
locus transcription desoxicitidina. GMO07492, E3, S1, na viabilidade celular. Foi obtido uma
(22). MA, WT1, WT2. reativagdo transcricional de 25% do FMR1
e um aumento relativo de oito vezes do
transcrito FMR1-AS1. O tratamento com
5-azadC ndo restaurou a ligacdo de CTCF
ao gene FMR1 reativado no éxon 1,
promotor e regido limitrofe.
Molecular analysis Bar-Nur O, J Reativacdo Linhagens  celulares  Tricostatina A ndo teve efeito significativo
of FMR1 Mol Cell Biol, transcricional do gene derivadas de pacientes: na reativacdo de FMR1 em células FX-iPS.
reactivation in  2012. FMR1 com FX-iPS (ndo foram 5-azacitidina (5-azaC), 1uM por 7 dias,
fragile-X induced Tricostatina A, 5- descritas as resultou na redugdo de até 45% e o
pluripotent  stem azacitidina. caracteristicas tratamento com 5-azaC, 10pM, resultou
cells and their genéticas). em reducéo de até 60% da metilacdo média
neuronal no promotor FMR1 em comparagéo com as
derivatives (23). células FX-iPS ndo tratadas. O tratamento
com 5-azaC atingiu restauragdo da
expressdo do gene FMR1 de 15% e 45%,
comparado a linhagem controle. Uma
combinacdo de tratamento com 5-azaC e
TSA culminou com um ligeiro aumento na
expressdo de FMR1 em comparacéo com o
tratamento com 5-azaC isoladamente
Treatment  with  Torrioli M, Am  Reativacéo Linhagens  celulares  Pacientes tratados com écido valpréico por
valproic acid J Med Genet A, transcricional do gene derivadas de pacientes: 6 meses, em dose inicial de 10mg/kg/dia,
ameliorates ADHD  2010. FMR1 com 4cido ndo foram descritas as até a dose maxima de 30mg/kg/dia nos
symptoms in valpréico. caracteristicas primeiros 30 dias do estudo, dependendo
fragile X genéticas. da resposta e tolerabilidade. A
syndrome boys quantificacdo de FMR1-mRNA no sangue
(24). periférico dos pacientes ndo mostrou
alteracdes significativas.
Modest Tabolacci E, Reativacdo Linhagens  celulares Acido valpréico, 2mmol/l por 3 dias,

reactivation of the
mutant FMR1
gene by valproic
acid is
accompanied by
histone
modifications but
not DNA
demethylation
(25).

Pharmacogenet
Genomics,
2008.

transcricional do gene
FMR1 com A4cido
valpréico e 5-
azadesoxicitidina.

derivadas de pacientes:
E3, S1, E6 e linhagem
controle derivada de
individuo  masculino
saudavel.

houve uma pequena porcentagem de
reativacdo transcripcional (até 3.7% da
linhagem controle) e a proteina FMRP era
indetectavel. O gene permaneceu metilado,
enquanto as histonas foram acetiladas e
uma variacdo modesta da metilagdo das
histonas foi observada. 5-
azadesoxicitidina,1umol/l por 3 dias,
apresentou uma reativacdo maior, em uma
das linhagens estudadas, de cerca de 10%,
comparada a linhagem controle.
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Titulo do
artigo

SIRT1 inhibition
alleviates gene
silencing in Fragile
X mental
retardation
syndrome (26).
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periodico e
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Biacsi R, PLoS
Genet, 2008.

Intervencdes

Reativacdo
transcricional do gene
FMR1 com
splitomicina,
nicotinamida,
Tricostatina A, 5-
azadesoxicitidina.

Amostra

Linhagens  celulares
comerciais: GM02168,
GMO06895, GM00357,
GMO03200B,

GMO04025, GM09145,
GMO05131, GM05848.

(continuacao)
Resultados

Nicotinamida, 15mM, aumentou os niveis
de mRNA de FMR1 em cerca de 3 vezes,
tendo pouco ou nenhum efeito sobre a
guantidade de mRNA de FMRL1 produzido
em células normais. Células linfoblastoides
foram tratadas com 5-azadesoxicitidina,
10pM por 72h, alcancando niveis de cerca
de 20% reativacdo do gene em comparado
a linhagem controle; sliptomicina 700uM,
por 24h, alcancando cerca de 1% de
reativacdo; e, Tricostatina A, 3uM por 24h,
atingindo cerca de 19% de reativacao.

Differential Tabolacci E, Reativacéo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina, 1uM por 7 dias,
epigenetic Eur J Hum transcricional do gene derivadas de pacientes:  apresentou reativagdo transcricional do
modifications  in  Genet, 2005. FMR1 com 5-aza-2'- E3, S1, E6 e 2 gene em torno de 8-15% da linhagem de
the FMRL1 gene of desoxicitidina e acetil-  linhagens controle de controle. Acetil-L-carnitina, 10mM por 7
the fragile X L-carnitina. individuos masculinos  dias, ndo induziu a reativagdo do gene.
syndrome after saudaveis.
reactivating
pharmacological
treatments (27).
Fragile X (CGG)n Chandler SP, Reativacdo Linhagens  celulares  Tricostatina A, 30nM por 18h, levou a
repeats induce a BMC Mol Biol, transcricional do gene derivadas de pacientes:  uma reativagdo quase completa (proxima a
transcriptional 2003. FMR1 com linhagem com 140 100%) da linhagem com 140 repeticdes
repression in cis Tricostatina A. repeticoes CGG, e, CGG, a niveis de transcricdo que se
upon a linked linhagem controle com  aproximam ou superam os observados com
promoter: 27 repeticdes CGG. a linhagem com 27 repeticdes CGG.
evidence for a
chromatin
mediated effect
(28).
Histone Coffee B, Am J  Reativagdo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina (azadC), 1uM, na
modifications Hum Genet, transcricional do gene derivadas de pacientes:  linhagem com 230 repeticbes CGG,
depict an 2002. FMR1 com E3, E4, J1. Linhagem alcangou reativacdo da transcrigdo em mais
aberrantly Tricostatina A, celular comercial:  de 35% comparado a linhagem controle,
heterochromatiniz Butirato de sédio, 5- GM3200A. mas, apos 8 dias do tratamento o FMRP se
ed FMR1 gene in aza-2'-desoxicitidina. tornou indetectavel (< 5% do normal); na
fragile x syndrome linhagem com 530 repeti¢des CGG, apds o
). tratamento com 1puM azadC por 5 dias,
resultou 20 dias depois, em completo
remetilamento do DNA e transcricdo do
FMR1 indetectavel. TSA, 330nM por 24
horas, na linhagem com 530 repeticOes,
restaurou a acetilagdo H4 do normal, mas
pouco ou nenhum efeito sobre a acetilagdo
H3, ndo sendo observado reativagdo
transcricional do FMR1. O butirato de
sédio, 10nM por 24 horas, aumentou a
acetilagio H4 até os niveis normais,
pequeno aumento da metilagdo H3K4 e
sem reducdo da metilacdo do H3K9, nao
sendo observado reativagdo transcricional.
Quantitative Pietrobono R, Reativacéo Linhagens  celulares  5-azadesoxicitidina, 10mM, ap6s 3 dias do
analysis of DNA Nucleic Acids transcricional do gene derivadas de pacientes: tratamento apresentou 0.1 a 0.4% dos
demethylation and  Res, 2002. FMR1 com 5- E3,S1, S5. niveis de RNAm considerando a linhagem

transcriptional
reactivation of the
FMR1 gene in
fragile X cells
treated with 5-
azadeoxycytidine
(29).

azadesoxicitidina.

controle. Os niveis de RNAm alcangaram
até 24% da linhagem controle, ap6s 8 dias
do 5-azadC.
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not affect fragile X
expression (34).

caracteristicas
genéticas).

Synergistic effect  Chiurazzi P, Reativacéo Linhagens  celulares  4-fenilbutirato (4-PBA), 10mM por 48h,
of histone  Hum Mol transcricional do gene derivadas de pacientes: alcangou 1,6% de reativacdo do FMRL,
hyperacetylation Genet, 1999. FMR1 com 5- E3, E4, E6, E7. comparado a linhagem  controle.
and DNA azadesoxicitidina,  4- Tricostatina A, 0.5uM por 48h, alcancou
demethylation in fenilbutirato, Butirato 1.4% de reativagdo. 5-azadesoxicitidina (5-
the reactivation of de s6dio e Tricostatina azadC), 2uM, alcancou 16% de reativacao.
the FMR1 gene A. Com a adicéo de 4-PBA, 5mM a cada 48h,
(30). atingiu 0,9% de reativacdo; com a adicao
de 5-azadC, 1pM, diariamente, 24%. 5-
azadC, 1pM, adicionada diariamente por
72h, alcancou 5% de reativacdo do FMR1,
e, apos ser combinada com 4-PBA, 5mM
adicionado nas Gltimas 24h, alcangou 15%.
Acetylated Coffee B, Nat Reativacdo Linhagens  celulares  5-aza-2-desoxicitidina (5-azadC), 1uM
histones are  Genet, 1999. transcricional do comerciais: adicionado a cada 48h, aumentou a
associated with FMR1 com b5-aza-2'- GM3200A, TN7. quantidade de ambas as histonas (H3 e H4)
FMR1 in normal desoxicitidina e associadas a0 FMR1 normal. Anélise por
but not fragile X- Tricostatina A. RT-PCR mostrou reativacdo da transcri¢do
syndrome cells apos tratamento das células dos pacientes
(31). com X-fragil com 5-azadC. Tricostatina A,
100ng/ml, resultou em uma restauragéo da
acetilagdo da H4, mas leve aumento da
acetilagdo da H3, ndo sendo observado
reativagdo  transcricional,  continuando
indetectavel ap6s 96 horas de tratamento.
In vitro  Chiurazzi P, Reativagdo Linhagens  celulares  5-azadesoxicitidina, 0.5-1uM adicionado
reactivation of the Hum Mol transcricional do gene derivadas de pacientes: toda 24-48h por 7 dias, detectou-se
FMR1 gene  Genet, 1998. FMR1 com 5- pacientes masculinos transcricdo do FMR1 em até 50% da
involved in fragile azadesoxicitidina. com SXF (300 a 800 linhagem controle.
X syndrome (32). repeticoes CGG), e
linhagens de
individuos masculinos
normais.
Butyrate and Pomponi MG, Reativacdo Linhagens  celulares Butirato de sodio e acetil-L-carnitina
acetyl-carnitine Am J Med transcricional do gene derivadas de pacientes:  obtiveram efeitos similares de supresséo da
inhibit the Genet, 1994. FMR1 com Butirato ndo foram descritas as  expressdao do sitio fragil fra(X)(q27.3),
cytogenetic de sodio e Acetil-L- caracteristicas atingindo um pouco mais de 60%. A média
expression of the carnitina. genéticas. de supressdo atingiu 51,2% com butirato
fragile X in vitro de sodio (doses testadas: 0.7mM; 1.4mM,;
(33). 3.2mM), e, 32% com ALC (doses testadas:
0.05uM; 0.1pM; 0.25uM; 1uM; 2uM;
5uM; 10uM; 50uM).
DNA Glover TW, Am  Reativagdo Linhagens  celulares  5-azacitidina, 20uM por 24h, demonstrou
demethylation J Hum Genet, transcricional do gene derivadas de pacientes: apenas 25% dos niveis normais de
induced by 5- 1986. FMR1 com 5-  MGL29, TL9911 (ndo expressdo do X-fragil. Nas culturas que
azacytidine  does azacitidina. foram descritas as foram detectadas desmetilagdo do DNA,

ap6s o tratamento, os dados mostraram que
isso ndo afetou a expressdo do X fragil.
Ap6s 24 e 48h do tratamento, ndo foi
detectavel a demetilagao.

Fonte: Dados da pesquisa.
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DISCUSSAO

Na sindrome do X fragil, os alelos apresentam expansao de mais de 200 repeti¢es do
CGG, causando repressao da transcricdio do FMR1, a partir de diferentes modificacOes
epigenéticas, tais como, desacetilacdo das histonas 3 e 4, demetilacdo da lisina 4 na histona 3
(H3K4), metilacdo da lisina 9 na histona 3 (H3K9) e trimetilacdo da lisina 27 na histona 3
(H3K27) (10). Assim, os estudos abordados nesta revisao tiveram como alvo a reativacdo do
gene FMR1 através dos mecanismos epigenéticos.

Os medicamentos mais evidenciados na terapia foram os inibidores de DNA
metiltransferase e inibidores de histona desacetilase. Sendo as principais drogas estudas a 5-
aza-2-desocitidina, 5-azacitidina e a tricostatina A.

Diferentes concentracdes das substancias foram analisadas, inclusive, houve variacdes
no tempo de exposicdo as culturas de células derivadas dos portadores da SXF, como o 5-
azaC que apresentou concentracgdo entre 0.2 a 20uM e tempo de exposicdo entre 24h a 8 dias.
No entanto, as inumeras varia¢gdes culminam na falta de um padrédo para avaliagdo, podendo
ter prejudicado a eliminacao de viés dos trabalhos desenvolvidos na area.

Ainda com relacdo as variacGes, podemos inferir nas amostras utilizadas nas
pesquisas. Nem todos os artigos descreveram as caracteristicas genéticas das linhagens de
células abordadas, interferindo também na integracdo dos resultados obtidos, ja& que a
eficiéncia da terapia epigenética parece estar altamente relacionada ao nimero de repetices
CGG do gene mutado. Chiurazzi et al. (30) correlacionou a extensdo da reativacdo do FMR1
com o tamanho da mutagdo completa, eles encontraram resposta ao tratamento menor em
linhagens contendo mais de 600-700 repeticdes CGG do que em linhagens com 270-370 e
370-530 repeticoes.

Os efeitos adversos da terapia epigenética ndo foram apurados com rigor e muitas
pesquisas nem os abordavam. Dolskiy et al. (15) notou que as linhagens testadas apresentaram
significante diminuicdo da viabilidade celular ap6s o tratamento com tricostatina A e
voninostat.

Com relagdo ao 5-azadC, Lanni et al. (22) e Vershkov et al. (14) verificaram que ndo
houve nenhuma mudanca significativa da viabilidade ao utilizar 5-azadC na concentracdo de
1uM e 2uM, diferente do que foi encontrado por Kaufmann et al. (19) que notou toxicidade a
1uM, e, maior eficacia sem efeitos toxicos significativos, na concentracdo de 0,2uM.

Chiurazzi et al. (30) acreditava que os efeitos toxicos eram atingidos quando a dose do 5-
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azadC fosse acima de 10uM, o que causaria a formacdo de adutos de DNA por ligagédo
irreversivel ao nucleo catalitico das metiltransferases de DNA.

Maior eficicia na reativacdo do gene foi vista vinculada a terapia utilizando a classe
dos DNMT, quando comparada a classe dos HDAC, provavelmente, devido ao silenciamento
do gene FMRL1 estar mais dependente da hipermetilacio do DNA, do que do estado de
acetilacédo das histonas.

A 5-azadC foi a substancia mais estudada e que apresentou resultados promissores em
relacdo a reativacdo do FMRL, resultando na restauracdo da expressdo entre 8% e 70%
comparado aos niveis encontrados em células de individuos normais, sendo a dose
intimamente ligada a sua eficacia. No entanto, quanto maior a dose do 5-azadC, maior a

toxicidade, limitando seu uso terapéutico.

CONCLUSAO

As pesquisas no ramo da terapia epigenética apresentam um nitido avango nas mais
diversas patologias, no entanto, quando se trata da Sindrome do X fragil, ainda ha poucos
estudos. A 5-azadC foi o medicamento mais promissor dentre os analisados, mas apresenta
elevada citotoxicidade ao atingir melhor eficiéncia. Desta forma, novos compostos devem ser

investigados a fim de encontrar uma droga ideal para uma terapia eficiente e segura na SXF.
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