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RESUMO

A deficiéncia intelectual ligada ao X (DILX) é uma das causas genéticas mais frequentes de
deficiéncia intelectual (DI), ocorrendo em 5% a 10% de todos os homens afetados. Mais de
100 genes seriam determinantes de DILX, porém mesmo com o conhecimento do papel de
vérios deles, hd aspectos a serem elucidados, como a contribuicdo de cada um na
determinacdo da DI ou ainda as correlacdes genétipo-fendtipo, cuja andlise depende da
investigacdo molecular em individuos com DI dita idiopatica. O objetivo do presente estudo
foi caracterizar variagdes patogé€nicas no nimero de cépias do genoma humano (CNVs) em
uma amostra de individuos do sexo masculino com deficiéncia intelectual ligada ao X.
Quatro deles (P1 a P4) foram selecionados para andlise molecular pelo método array
Comparative Genomic Hybridization (array-CGH), que identificou uma duplica¢do de 0,4
Mb na regido Xp11.22 no paciente P1, envolvendo cinco genes sabidamente relacionados a
DI, com destaque para o IQSEC2, associado a DILX e caracteristicas adicionais, entre as
quais convulsdes, atraso de fala e alteracdes de comportamento, observadas nesse
individuo. J4 no paciente P2 foi identificada dele¢do de 16,4 Mb na regido Xq21.1q21.3,
envolvendo seis genes relacionados a fendtipos patoldgicos, sendo o gene BRWD3
considerado o responsavel pela DI, atraso de fala, macrocefalia, distirbios comportamentais
e dismorfismos faciais apresentados pelo paciente. O paciente P3 apresentou duplicacio de
1,4 Mb na regido Xq26.2 incluindo o gene GPC3, associado a DI, atraso de fala, baixa
estatura, hipotonia, ptose bilateral e orelhas de implantagdo baixa, entre outros
dismorfismos faciais, descritos na sindrome de Duplicacdo Xq25q26. Por fim, no paciente
P4, foi detectada uma duplicacio de 0,9 Mb na regido Xq28, que compreende um cluster de
genes associados a DI e vem sendo considerada a regido mais frequentemente alterada em
individuos com DILX. No intervalo duplicado, o MECP2 é apontado como o principal gene
sensivel a dosagem da regido Xq28, porém a expressao aumentada dos genes FLNA e GDII
também foi relacionada ao fendtipo do paciente P4, caracterizado por DI, atraso de fala,
dismorfismos faciais, microcefalia e refluxo gastroesofagico. Os resultados deste estudo
reiteram a relevancia da andlise molecular do cromossomo X na investigacao etioldgica da
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ABSTRACT

X-linked intellectual disability (XLID) is one of the most frequent genetic causes of
intellectual disability (ID), occurring in 5-10% of all affected men. Although about 100
genes have been considered as determinant of XLID, the role of most of them on the
condition phenotypes remains yet be elucidated, despite the knowledge on the biological
function of several of each one. For instance, the contribution of each gene in determining
the ID and the genotype-phenotype correlation depends on the genetic investigation of
affected individuals. The aim of this study was to characterize pathogenic Copy Number
Variations (CNVs) in a sample of male individuals with X-linked intellectual disability.
Four out of them (P1 to P4) were selected for molecular analysis using the array
Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) that revealed a 0.4 Mb increase in the
Xp11.22 region of patient P1, involving five known ID genes, including the /QSEC2 which
is associated with XLID and additional features, such as those presented by the patient,
including seizures, speech delay and behavioural disorders. In patient P2, a deletion of 16.4
Mb was identified in the Xq21.1g21.3 region, encompassing six genes previously related to
pathological phenotypes, being the BRWD3 gene considered responsible for the ID, speech
delay, macrocephaly, behavioural disorders and facial dysmorphisms observed in the
patient. Patient P3 showed a duplication of 1.4 Mb in the Xq26.2 region involving the
GPC3 gene, associated with ID, speech delay, short stature, hypotonia, bilateral ptosis and
low-set ears among other distinct facial dysmorphisms, described in the Xq25q26
Duplication syndrome identified in this patient. Finally, in patient P4, a duplication of 0.9
Mb was detected in the Xq28 region, which involves a cluster of known ID genes and it is
considered to be the most frequently affected region in individuals with XLID. MECP2 is
indicated as the main dose-sensitive gene in the Xq28 region, within the duplicate interval,
however, the increased expression of FLNA and GDII genes was also related to the patient
P4 phenotype characterized by ID, speech delay, facial dysmorphisms, microcephaly and
gastroesophageal reflux. These results highlight the importance of the X-chromosome

molecular analysis in the etiological investigation of ID.

Keywords: Intellectual disability. X-chromosome. DNA copy number variations.

Comparative genomic hybridization.
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1. INTRODUCAO

A deficiéncia intelectual (DI), isolada ou associada a anomalias congénitas, é
identificada pela redugdo substancial das fun¢des intelectuais, concomitante a déficits
do comportamento adaptativo, com limitagdes em habilidades conceituais, sociais e
priticas, originando-se antes dos 18 anos de idade, durante o periodo de
desenvolvimento (American Psichiatric Association, 2013; Long et al., 2016; Vissers,
Gilissen & Vetlman, 2016).

De acordo com o quociente intelectual (QI), a DI pode ser classificada em leve
(QI na faixa de 50-69), moderada (QI na faixa de 35-49), grave (QI na faixa de 20-34) e
profunda (QI inferior a 20), segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS). A
confirmacgdo costuma ser tardia, porém a suspeita diagndstica pode surgir antes dos
cinco anos de idade, com a observacdo de atraso do desenvolvimento neuromotor
(Mefford, Batshaw & Hoffman, 2012; American Psichiatric Association, 2013;
Moeschler et al., 2014). Como nao hé possibilidade de validar testes psicométricos para
a determinagdo do QI antes de cinco anos de vida, para as criancas nessa faixa etdria
que ndo atingirem os marcos do desenvolvimento neuropsicomotor esperados para a
idade, € utilizada a designacdo de atraso global do desenvolvimento, que poderd resultar
em déficit intelectual no futuro (Schalock et al., 2010; Moeschler ef al., 2014).

A DI representa uma das categorias mais amplas de distirbios, acometendo de
1% a 3% da populacdo geral (Honda et al., 2010; Bassani et al., 2013; Madrigal et al.,
2016). Nos paises em desenvolvimento, porém, estima-se prevaléncia até trés vezes
maior, fato atribuido ao efeito de fatores ambientais adversos, como desnutricdo
proteico-caldrica, infecgdes do sistema nervoso central, além de registrarem maior
frequéncia de casamentos consanguineos e caréncia de servicos de aconselhamento
genético (Chiurazzi & Oostra, 2000; Leonard & Wen, 2002; Johnson et al., 2006;
Schalock, 2011).

E considerada problema de satde publica por sua prevaléncia e consequéncias
negativas para a produtividade e relagdes sociais, além do aumento na demanda por
servicos médicos e educacionais especializados (Chiurazzi, Hamel & Neri, 2001;
Battaglia & Carey, 2003; Ropers & Hamel, 2005). No Brasil, conforme dados do Censo
Demogréfico (2010), hd mais de 45 milhdes de pessoas com pelo menos uma forma de

deficiéncia (fisica ou intelectual), o que representa aproximadamente 23% da
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populacdo. Dentre esses, pelo menos 2,6 milhdes ou 1,4% seriam deficientes
intelectuais, o que deve corresponder a subestimativas tendo em vista os indices
propostos para paises em desenvolvimento (IBGE, 2010).

Devido a significativa heterogeneidade causal e fenotipica dessa condi¢do, um
dos grandes desafios € a determinacdo de sua etiologia, que permanece desconhecida
em cerca de 60% dos casos (Ropers, 2008; Topper, Ober & Das, 2011; Ellison,
Rosenfiled & Shaffer, 2013; Moeschler et al., 2014; Srour & Shevell, 2014). Embora
fatores ambientais sejam comumente associados a DI, com destaque para alguns
teratdgenos como dlcool e drogas, infeccdes maternas como rubéola, toxoplasmose e
sifilis, além de complicagdes peri e (ou) neonatais (Garcia-Carzola et al., 2009; Ellison,
Rosenfeld & Shaffer, 2013; Chiurazzi & Pirozzi, 2016; Vissers, Gilissen & Vetlman,
2016), uma parcela significativa € atribuida a causas genéticas, incluindo desde
anomalias cromossOmicas a variacdes de ponto, ou ainda fatores epigenéticos, em
especial entre as formas mais graves. Estima-se que 25% a 50% do atraso global do
desenvolvimento e da DI (moderada a profunda) tem origem genética (Wu et al., 2010),
sendo j4 estimado que cerca de 750 genes humanos conhecidos seriam causadores deste

disturbio (Kochinke et al., 2016).

1.1. Fatores genéticos da deficiéncia intelectual

Entre as causas genéticas de DI destacam-se as cromossomopatias, em
particular a sindrome de Down entre as aneuploidias (Thompson & Thompson, 2008),
bem como alteracdes estruturais envolvendo milhdes de pares de base (pb) ou regides
submicroscopicas, como as chamadas variagdes no numero de cdpias do genoma
humano (Copy Number Variations, CNVs); sequéncias de DNA de 1 kilobases (kb) ou
mais, nas quais ha divergéncia no nimero de cdpias entre individuos (Feero,
Guttmacher & Collins, 2002; Sebat et al., 2004; Sharp, 2009), sendo classificadas como
delecdes, duplicacdes, repeticdes invertidas ou mesmo hotspots de rearranjo
cromossomico, entre outras (Redon et al., 2006; Scherer et al., 2007; Conrad et al.,
2010). Além disso, mecanismos como dissomia uniparental e fatores epigenéticos,
como erros na impressao gendmica ou imprinting, também sdo descritos, por exemplo,
em um percentual dos individuos com as sindromes de Angelman e Prader-Willi

(Borelina et al., 2004; Raymond & Tarpey, 2006; Thompson & Thompson, 2008).



21

Numerosos erros metabdlicos se relacionam ao atraso global do
desenvolvimento, assim como uma parcela considerdvel das sindromes monogénicas se
relacionam a DI em graus variados (Topper, Ober & Das, 2011; Mefford, Barshaw &
Hoffman, 2012). Contudo, boa parte dos estudos relacionados as heredopatias
mendelianas tem como foco a identificagdo de genes do cromossomo X ou grupo da
deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X (DILX), pela peculiaridade de sua
transmissao, que em geral possibilita a andlise simultanea de varios individuos afetados,
distribuidos em diferentes geracdes das respectivas genealogias. Nesse grupo, destaca-
se a sindrome do X-fragil (SXF), principal causa monogénica de DI, bem como
inimeras outras condi¢des que se associam ou tem a DI como manifestacio principal e
sdo determinadas por genes do cromossomo X (Stoeva et al., 2008; Des Portes, 2013;

Kidd et al., 2014; Suhl & Warren, 2015).

1.2. Deficiéncia intelectual ligada ao X (DILX)

Em 1972, Lehrke ja relatava a provavel influéncia de genes do cromossomo X
na inteligéncia humana. A observac@o de que esses genes exercem uma maior expressao
no cérebro de mamiferos que os genes autossomicos reforca a hipdtese que genes
importantes para o funcionamento cerebral concentraram-se no cromossomo X ao longo
da evolucdo (Turner & Pardington, 1991; Zechner et al., 2001; Graves, Gécz &
Hameister, 2002; Nguyen & Disteche, 2006), sendo uma das razdes pelas quais a
investigacdo do atraso global do desenvolvimento ou da DI ter se voltado
preferencialmente a esse cromossomo (Whibley et al., 2010; Gijsbers et al., 2011;
Piton, Redin & Mandel, 2013; Kalscheuer et al., 2016).

O cromossomo X possui cerca de 156 milhdes de pb e 1.593 genes,
correspondendo a cerca de 5% dos genes do genoma humano (Kaufman, Ayub &
Vincent, 2010; Neri et al., 2018). Aproximadamente, 830 genes ja foram identificados
como codificadores de proteinas (Ensembl Genome Browser, 2019), cujas fungdes se
relacionam principalmente a regulacdo da transcri¢do de outros genes, a transducio de
sinais e ao metabolismo celular (Chiurazzi et al., 2008; Kramer & van Bokhoven,
2009).

Devido a grande quantidade de genes do cromossomo X envolvida no
desenvolvimento intelectual, € plausivel supor que alteracdes nos mesmos resultem em

prejuizo cognitivo (Chelly et al., 2006; Lubs, Stevenson & Schwartz, 2012). Outra
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possibilidade é a de que polimorfismos nesse cromossomo teriam efeitos sutis sobre as
habilidades cognitivas na maioria dos portadores, mas resultariam em DI pela
predisposicao recorrente de combinagdes genéticas (entre certos alelos ligados ao X ou
autossOmicos) ou pelo efeito de fatores ambientais (Mandel & Chelly, 2004).

A DILX é uma das causas genéticas mais frequentes de DI e ocorre em cerca
de 5% a 10% de todos os homens afetados (Lubs, Stevenson & Schwartz, 2012; Basit et
al., 2016; Orivoli et al., 2016). E convencionalmente classificada em sindromica e niio
sindromica ou inespecifica, sendo considerada DI sindromica aquela associada a
anomalias congénitas e dismorfismos diversos, e inespecifica quando a DI € a unica
manifestacdo clinica consistente (Chiurazzi et al., 2008). No entanto, apesar da
distin¢do, alteracdes em vdrios genes associados a DILX foram encontradas para ambas
as formas, e genes inicialmente associados a condicdes inespecificas podem estar
sujeitos a reclassificacdo apds revisao clinica de dados moleculares (Kleefstra & Hamel,
2005; Ropers, 2006; Madrigal et al., 2007a; Tarpey et al., 2007; Lubs, Stevenson &
Schwartz, 2012).

1.2.1. A sindrome do X-fragil (SXF)

A sindrome do X-fragil (SXF, OMIM #300624) se destaca entre as numerosas
condigdes classificadas como DILX sindromica, por ser a principal causa hereditaria e a
segunda fonte genética de DI, superada apenas pela sindrome de Down (Gardner &
Sutherland, 2004; Yim et al., 2008) e ocorrendo em aproximadamente 1:4.000 a 1:6.000
homens (Coffee et al., 2009; Huddleston, Visootsak & Sherman, 2014). A denominacao
“X-fragil” se refere a uma regido onde a cromatina ndo se condensa apropriadamente

durante a mitose, sujeita a quebras ou falhas, ou seja, um “sitio fragil”, situado em

Xq27.3 (Figura 1) (Thompson & Thompson, 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huddleston%20LB%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visootsak%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sherman%20SL%5Bauth%5D

23

\/ ‘
"sitio fragil”

Figura 1. Sitio frdgil localizado em Xq27.3 (adaptado de
https://www.britannica.com/science/fragile-X-syndrome, acesso em 10/05/2019).

A causa primdria da SXF € uma variante caracterizada pela expansao de uma
sequéncia de trinucleotideos CGG, na regido 5’ ndo-traduzida (UTR) do primeiro éxon
do gene Fragile-X Mental Retardation 1 (FMRI, OMIM 309550) (Verkerk et al., 1991;
Gallagher & Hallahan, 2012; Huddleston, Visootsak & Sherman, 2014). O ndmero
normal de repeti¢des varia de 6 a 50, enquanto individuos com 50 a 200 cépias sdo
denominados portadores da pré-mutacdo. Os pacientes com SXF apresentam centenas
de repeti¢des, em geral acima de 200 até 2.000, determinando a mutagdo completa; mais
de 200 coépias da repeticdo levam a uma metilagdo excessiva de citosinas no promotor
do FMRI, uma forma de modificacdo do DNA que impede o funcionamento normal e
silencia o gene (Hammond et al., 1997; De Vries, 1998; Jorde, 2004; Thompson &
Thompson, 2008; Nagamani et al., 2012).

A deficiéncia funcional da proteina codificada pelo gene FMRI, denominada
FMRP, ¢ vinculada ao fenétipo da SXF, que inclui, além de DI (em geral, de moderada
a grave no sexo masculino), distirbios de linguagem e comportamento, inclusive com
caracteristicas de transtorno do espectro autista. Também sdao comuns dismorfismos
craniofaciais, como face alongada e mandibula proeminente, orelhas grandes e (ou) em
abano, e macroorquidia, comumente observados a partir da puberdade (De Vries, 1998;
Jorde, 2004; Gallagher & Hallahan, 2012).

As repeti¢des de trinucleotideos CGG tendem a aumentar na gametogénse
feminina, de geracdo para geracdo, podendo continuar como pré-mutacdo ou
transformar-se em mutacdo completa (Nolin et al., 2003; Coffee et al., 2009). J4 na

gametogénese masculina, ndo hd expansdo de pré-mutacdo a mutacio, assim, as filhas
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de homens pré-mutados ndo manifestam a SXF. Em contrapartida, a expansdao mitotica
da repeticio de CGG é maior nos homens e, por esse motivo, os filhos de mulheres
transmissoras possuem expansdes maiores que os das filhas (Pouya et al., 2009).
Frequéncia, quadro clinico, além de peculiaridades de transmissdo € mecanismo

genético, justificam o destaque da SXF no grupo da DILX.

1.2.2. Identificacio de genes e investigacdo genética da DILX

De um modo geral, a identificacdo de genes permite melhor compreensdao do
papel fisiologico das vias metabdlicas e de doencgas subjacentes contribuindo para o
desenvolvimento de intervengdes terapéuticas (Antonarakis & Beckmann, 2006,
Gilissen et al., 2012; Vissers, Gilissen & Vetlman, 2016). Ao longo dos dltimos anos,
houve um aumento continuo na identificacdo de genes relacionados a DILX (Chiurazzi
et al., 2008; Lubs, Stevenson & Schwartz, 2012; Kalscheuer et al., 2016; Neri et al.,
2018).

A abordagem mais utilizada e que permitiu a identificacdo da maioria dos
genes relacionados a DILX foi o estudo de ligacdo a partir de marcadores moleculares,
com andlise subsequente de genes candidatos (Kaufman, Ayub & Vincent, 2010; Lubs,
Stevenson & Schwartz, 2012; Neri et al., 2018). Grande parte do processo de
reconhecimento foi facilitada pelo padrdo de heranca caracteristico e pela
disponibilidade de genealogias para a andlise de ligacdo (Ropers & Hamel, 2005; Rejeb,
Jemaa & Chaabouni, 2009), bem como a colaboracdo de consdrcios internacionais
(Ropers, 2010).

Outros genes foram relacionados a DI devido a crescente capacidade para
executar andlises de gendtipos a partir de microarrays (Lugtenberg, Veltman & van
Bokhoven, 2007; Carreira et al., 2015; Neri et al., 2018). Com o aumento da
disponibilidade e da sensibilidade de tal tecnologia, CNVs patogénicas t€ém sido
observadas em 10% a 15% (Vissers et al., 2003; Schoumans et al., 2005; Zahir &
Friedman, 2007; Koolen et al., 2009; McMullan et al., 2009; Nicholl ef al., 2014) e em
até 24% (Shaw-Smith et al., 2004) dos individuos com DI.

Delecdes e duplicacdes aparentemente patogénicas maiores que 100 kb foram
identificadas em cerca de 5% das familias catalogadas no Consércio Europeu de
Deficiéncia Intelectual Ligada ao X (European XLID Consortium), sendo mais comum

a duplicacdo do gene MECP2 (Lugtenberg, Veltman & van Bokhoven, 2007). Whibley
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et al. (2010) detectaram CNVs patogénicas no cromossomo X em aproximadamente
10% das 251 familias em que a DI segregava com padrdo sugestivo de heranca ligada a
esse cromossomo, reforcando a hipétese de que rearranjos em X explicam parte dos
casos de DI. No entanto, apesar de extensos estudos genéticos de andlise convencional a
partir de genes candidatos ou mesmo andlise de CNVs, a causa subjacente a DI se
mantém incerta para um nimero significativo das familias estudadas (Kalscheuer et al.,
2016).

A investigacdo das causas moleculares da DILX inespecifica é particularmente
complexa pela significativa heterogeneidade genética, que limita o compartilhamento de
informagdes entre familias nio relacionadas, dificultando a busca por variantes (Ropers
& Hamel, 2005; Lubs, Stevenson & Schwartz, 2012). Recentemente, a implantacdo das
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento ou de nova geracdo (Next-
Generation Sequencing, NGS) tem sido um fator importante na detec¢do de variantes
raras e genes determinantes da DI (Niranjan et al., 2015; Tzschach et al., 2015; Hu et
al., 2016; Vissers, Gilissen & Vetlman, 2016; Neri et al., 2018).

O sequenciamento completo do exoma (Whole Exome Sequencing, WES)
consiste na determinacdo das bases nitrogenadas do DNA direcionada as sequéncias
gendOmicas responsdveis por codificar proteinas (éxons) em plataformas capazes de
gerar informacao sobre milhdes de pares de bases em uma unica reacdo. As chamadas
regides codificantes representam menos de 2% de todo o genoma humano, porém
variacdes nessas regides sao responsdveis por aproximadamente 85% das doencas
genéticas com padrao mendeliano (Majewski et al., 2011; Gilissen et al., 2012; Ku et
al., 2012; Polychronakos & Ku, 2013). E considerado particularmente eficaz na
pesquisa de individuos com manifestacdo atipica de um determinado distdrbio ou para
condi¢des que apresentem significativa heterogeneidade genética e (ou) fenotipica,
como € o caso da DI (Bamshad et al., 2011; Majewski et al., 2011; Helsmoortel et al.,
2014). Frente a essa perspectiva, diversos estudos analisaram sua viabilidade na
investigacdo das causas da deficiéncia intelectual.

De Ligt et al. (2012) avaliaram 100 pacientes com DI detectando variagcdes
consideradas causais e obtendo o diagndstico etiologico em 16% da amostra pela andlise
do exoma. J4 Helsmoortel ef al. (2014) investigaram dez pacientes com DI inespecifica
constatando variantes distintas em 30%, enquanto Hamdam et al. (2014) observaram
variantes novas em 29% dos individuos de sua amostra, relacionadas a genes

sabidamente envolvidos com a DI. No estudo de Halvardson ef al. (2016) a andlise de
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WES levou a elucidagdo molecular em 28% das familias estudadas. Por outro lado,
Anazi et al. (2017), ao avaliar pacientes com DI e resultado de microarray dentro da
normalidade, tiveram uma resolu¢do diagnétcica de 60%, além de identificarem
possiveis variantes patogénicas em trés genes candidatos. As variagdes na frequéncia de
resolucdo etioldgica da DI podem ser atribuidas a diferengas no critério de selecao dos
pacientes, na interpretacdo das alteragdes detectadas e na qualidade da abordagem de
sequenciamento (Vissers, Gilissen & Vetlman, 2016).

As chamadas alteracdes de novo (nao herdadas) representam uma importante
causa de DI (Topper, Ober & Das, 2011; De Ligt et al., 2012; Gilissen et al., 2014). Em
estudo piloto de sequenciamento completo do exoma, Vissers et al. (2010) aplicaram o
método pela primeira vez no estudo de pacientes com DI e seus pais ndo afetados. Este
sequenciamento a base de trio (pais e paciente) permitiu a identificacdo de variantes
potencialmente patogé€nicas de novo em dois genes conhecidos e em quatro genes
candidatos, determinando a origem genética da DI em 60% dos pacientes, classificada
até entdo como de causa indeterminada.

A andlise em trio tornou-se rapidamente um mecanismo ttil na identificag¢do de
alteracdes de novo associadas a DI e distirbios do desenvolvimento neurolégico de
inicio precoce (Veltman & Brunner, 2012; Epi et al., 2013; Fromer et al., 2014). Além
disso, nos casos em que os resultados por sequenciamento nao sdo conclusivos na
identificacdo do gene causador e (ou) quando hd apenas um individuo afetado na
familia, tal estratégia pode contribuir no estabelecimento da variante genética causal, a
partir da exclusdo de alteracdes compartilhadas com os pais (Majewski et al., 2011;
Biesecker & Green, 2014; Chiurazzi & Pirozzi, 2016).

No ambito da DILX, aplica¢des bem sucedidas do método WES concentradas
na investigacao de possiveis variantes génicas associadas (Tarpey et al., 2009; Nava et
al., 2012; Moncini et al., 2013; Piton, Redin & Mandel, 2013; Philips et al., 2014;
Kuroda et al., 2015; Niranjan et al., 2015; Thevenon et al., 2015; Tzschach et al., 2015;
Hu et al., 2016; Kalscheuer et al., 2016; Madrigal et al., 2016) demonstram que a
relacdo entre essas alteracoes e a DILX € relatada com frequéncia, contribuindo para a
compreensdo global dos mecanismos genéticos desse disturbio.

Entre os mais promissores, Hu et al. (2016) analisaram uma grande coorte de
familias com DILX de causa indeterminada demonstrando que 20% apresentaram
variantes patogénicas em genes ja conhecidos como causadores de DI, além de

descreverem sete genes novos (CLCN4, CNKSR2, FRMPD4, KLHLIS5, LASIL,
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RLIM e USP27X) e dois candidatos (CDK16 e TAFI). Outra estratégia, conhecida como
“Affected Kindred/Cross-Cohort Analysis”, também identificou variantes em genes ja
associados a DILX e em genes novos, incluindo PLXNA3, GRIPAPI, EFNB e OGT
(Niranjan et al., 2015).

A aplicacdo das diversas tecnologias gendmicas possibilitou a identificagdo de
mais de 100 genes associados a DI como AFF2, ARX, ATRX, CNKSR2, DCX, DMD,
FMRI, ILIRAPLI, KDMC5, MECP2, OPHNI, PAK3 e ainda os genes ARHGEF?Y,
SLC9A6 e HUWEI, de descri¢do mais recente (Chiurazzi et al., 2008; Gécz, Shoubridge
& Corbett 2009; Kaufman, Ayub & Vincent, 2010; Quillé er al., 2011; Houge,
Rasmussen & Hovland, 2012; Lubs, Stevenson & Schwartz, 2012; Ellison, Rosenfeld &
Shaffer, 2013; Tzschach et al., 2015; Madrigal et al., 2016; Neri et al., 2018), muitos
dos quais vém sendo utilizados em painéis de triagem na rotina de investigacido da DI
(Piton, Redin & Mandel, 2013; Basehore et al. 2015).

Estima-se que até 80% dos genes associados a DI inespecifica estejam situados
no cromossomo X (Kaufman, Ayub & Vincent, 2010) e, até a ultima revisdo deste
estudo, aproximadamente 57 genes ja foram identificados como causadores desse
distirbio (Figura 2; Tabela I). De Brouwer et al. (2007), avaliando 600 familias
provenientes do banco de genealogias do Consoércio Europeu de DILX, verificaram que
17% das que registravam mais de um individuo afetado em apenas uma irmandade
tiveram a DI esclarecida a partir da identificacdo de variantes patogénicas em genes do
cromossomo X. Os autores estimaram que, além do FMRI, os genes mais
frequentemente alterados sao ARX, MECP2, POBP1 e SLC6AS, contribuindo para 1,4%
dos casos isolados de DI em individuos do sexo masculino e até 20% dos casos

familiais de DILX.
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Figura 2. Ideograma do cromossomo X com as posicoes dos genes associados a DILX

inespecifica (adaptado de https://www.ggc.org/xlid-genetic-research, acesso em

10/05/2019).



Tabela 1. Genes envolvidos na DILX inespecifica, seus produtos proteicos e funcoes, e classificacdo de acordo com os tipos de
variantes relatadas.

Simbolo do . Bandfl . OMIM Produto Proteico Funcio TIRO de Referéncias
Gene Citogenética Variantes
ACSL4* Acyl-CoA syntetase long-chain . . Missense; Meloni et al., 2002; Watkins et
(FACLA) P2 ot family member 4 Metabolismo de dcidos graxos Sitio de splicing  al., 2007
AFF2 Proteina de ligacdo de DNA; potencial ZmGlci}igczegztlgaO Gécz et al., 1996; Bensaid et
. Xq28 300806  Fragile X mental retardation 2 - £acao ¢ P piticag al., 2009; Stettner et al., 2011;
(FMR?2) ativador de transcri¢do conduz a
o Mondal et al., 2012
metilagdo
Receptor de proteina G acoplada para . .
o . . . . ) . Missense; Vervoort et al., 2002; Piton,
AGTR2 Xq23 300034  Angiotensin Il receptor, type 2 angiotensina II; mediadora da morte i Redin & Mandel, 2013
celular programada
UDP-N- Missense- Timal et al., 2012; Bissar-
ALGI3* Xq23 300776  acetylglucosaminyltransferase  Catalisador de N-glicosilagdo 1SSEnSEs Tadmouri et al., 2014;
’ Delegdo .
subunit Michaud et al., 2014
Complexo envolvido no recrutamento de
APIS2* Xp222 300629 Adaptor-related protein IR OUESIIEIIO M €S e o Tarpey et al., 2006
complex 1 sigma 2 subunit triagem; vesiculas sindpticas / liberacao
de neurotransmissores
ARHGEF6* Rac/Cdc42 guanine nucleotide  Fator de troca do nucleotideo Guanina . .. Kutsche et al., 2000; Madrigal
(aPIX) Xq26.3 300267 change facior 6 para Rac e Cdc42 Sitio de splicing ;1 "2010
Regulagdo transcricional durante o In frame Bienvenu er al., 2002;
ARX Xp21.3 300382  Aristaless related homeobox gulagao frans insercoes/delecde  Strgrmme et al., 2002a, b;
desenvolvimento ;
S, Missense Thorson et al., 2010
L. Gibbons et al., 1995; Gibbons
ATRX Xq21.1 300032 Transcriptional regulator Remodelagdo da cromatina Missense et al., 2000; Yntema et
(XNP) ATRX
al., 2002
" Bromo domain and WD repeat  Sinalizacdo JAK/STAT em Drosophila; ~ Missense, Field et al., 2007; Grotto et al.,
LI 2L SIS domain-containing protein 3 modificador de cromatina putativo Frameshift 2014
= . N Truncating;
CDKL5* . . . Maturagao neural e a sinaptogénese; = van Esch et al., 2007; Russo et
(STTK9) Xp22.13 300203  Cyclin-dependent kinase-like 5 quinase Delecdo; . al., 2009: Bartnik ef al., 2009
Frameshift
+ . Transportador de cloreto acoplado a Truncating; Claes et al., 1997; Veeramah et
CLCN4 Xp22.2 302910 Chloride channel 4 protons Missense al.. 2013: Hu et al., 2016
CXORf56 Xq24 301012 Chromosome x open reading  py o hecida Frameshift Verkerk et al., 2018
frame 56
DDX3X Xpll4 300160 Dead-box helicase 3, X-linked Helicase de RNA dependente de ATP Missense Snijders Blok et al., 2015
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DLG3"*

DMD*

EFHC2*
FGDI1
FTSJI*

GDII*

GRIA3*

HCFCl1

HUWEI"*

ILIRAPLI*

IQSEC2*

KDMS5C
(JARIDIC)

KIAA2022*

KIF4A
KLF8

MAGTI"
(IAP)

Xql3.1

Xp21.2-
p21.1

Xpl1.3

Xpl1.22

Xpl1.23

Xq28

Xq25

Xq28

Xp11.22

Xp21.3—
p21.2

Xpl1.22

Xpl1.22

Xq13.2

Xq13.1

Xpl1.21

Xq21.1

300189

300377

300817

300546

300499

300104

305915

300019

300697

300206

300522

314690

300524

300521

300286

300715

Synapse-associated
protein 102

Dystrophin

EF-hand domain containing 2

FYVE, RhoGEF and PH
domain containing 1

FtsJ homolog 1
GDP dissociation inhibitor 1

Glutamate receptor,
lonotrophic, AMPA 3

Host Cell Factor C1

HECT, UBA and WWE domain
containing 1

Interleukin 1 receptor
accessory protein-like 1

1Q motif-and Sec7 domain-
containing protein 2

Lysine-specific demethylase 5C

Neurite extension and
migration factor; NEXMIF

Kinesin family member 4

Kruppel-like factor 8

Magnesium transporter 1

Organizacdo e andaimes na densidade
pos-sindptica; proteina da familia
MAGUK

Ancora matriz extracelular ao
citoesqueleto via F-actina; evento de
sinalizag@o e transmissdo sindptica
Expressao nos tecidos periféricos e no
sistema nervoso central

Fator de troca do nucleotideo Guanina
para Rac e Cdc42

Processamento e modificagdo do RNAr

Inibidor de GTPases Rab

Transdug@o de sinal; transducéo de sinal
excitatdria; receptor neurotransmissor
excitatorio

Regulador transcricional associado a
cromatina

Ubiquitina ligase E3; mecanismo de
ubiquitinagdo

Parte da familia do receptor de
interleucina 1; liberacdo de calcio
neuronal e diferencia¢do dendritica

Organizagdo do citoesqueleto;
morfologia da coluna dendritica;
organizacdo sindptica excitatéria
Regulagdo transcricional e remodelagdo
da cromatina

Sintese de DNA, atividade da DNA
polimerase; atividade de exonuclease 3'-
5

Processos celulares

Repressor transcricional e ativador

Incorporagao celular de Mg2+;
transferase oligossacarideo; N-
glicosilagao

Truncating

Truncating;
Missense;
Delecio;

Delecdo

Missense

Truncating;
Missense

Truncating;
Missense
Duplicacdo;
Missense;
Frameshift;

Missense;
Duplicagdo

Missense;
Duplicacdo

Truncating;
Delecdo

Missense;
Duplicagio;
Frameshift

Truncating;
Missense

Frameshift;
Duplicagdo;
Truncating;

Missense;
Delecdo

Duplicacdo;
Translocagdo

Missense

Tarpey et al., 2004

Pernelle et al., 1988; Boyce et
al., 1991; Daoud et al., 2009

Gu et al., 2005; Weiss et al.,
2007

Lebel et al., 2002

Freude et al., 2004

D’Adamo et al., 1998;
Vandewalle et al., 2009

Chiyonobu et al., 2007; Wu et
al.,2007; Philips et al., 2014

Gedeon et al., 1991; Yuetal.,
2013; Huang et al., 2012

Froyen et al., 2008; Froyen et
al.,2012; Nava et al., 2012

Carrié et al., 1999; Nawara et
al., 2008; Franek et al., 2011

Gedeon et al., 1994,
Shoubridge et al., 2010; Tran
Mau-Them et al., 2014

Jensen et al., 2005

Cantagrel et al., 2004; van
Maldergem et al., 2013; de
Lange et al., 2016; Webster et
al., 2017

Willemsen et al., 2014

Lossi et al., 2002

Molinari et al., 2008
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MECP2*

MEDI2*

MID2

NDUFAI

NLGN3*

NLGN4*

OPHNI

PAK3™"

POBPI

RAB39B*

RLIM*
(RNFI12)

RPS6KA3*
(RSK2)
SLCI6A2*
SLC25A5

SLC6A8

SLC9A7

Xq28

Xql3.1

Xq22.3

Xq24

Xql3.1

Xp22.31-
p22.32

Xql2

Xq22.3

Xpl1.23

Xq28

Xql3.2

Xp22.12

Xql3.2

Xq24

Xq28

Xpl1.3

300005

300188

300204

300078

300336

300427

300127

300142

300463

300774

300379

300075

300095

300150

300036

300368

Methyl CpG binding protein 2

Mediator complex subunit 12

Midline 2

NADH-ubiquinone
oxidoreductase 1 alpha
subcomplex 1

Neuroligin 3

X-linked neuroligin 4

Oligophrenin 1

p21-activated kinase 3

Polyglutamine
binding protein 1

Member RAS oncogene family

Ring finger protein, LIM
Domain Interacting

Ribosomal protein S6 kinase,
90kDa, polypeptide 3

Solute carrier family 16
(monocarboxylic acid
transporter), member 2

Solute carrier family 25
Member 5

Solute carrier family 6
member 8

Solute carrier family 9,
member 7

Ligacdo metil para controle
transcricional

Ativacdo ou repressao transcricional

E3 ubiquitina ligase; estabilizacdo de
microtibulos

Metabolismo; producdo de energia;
atividade oxidoredutase

Interacdes célula-célula entre os
neurdnios; ligantes para a familia das
neurexinas

Proteina de adesao

Proteina de ativacdo da Rho-GTPase

Participa da cascata de Rho-GTPases

Ativagdo transcricional

Formacao e manutencao sindptica

Co-regulador negativo dos fatores de
transcricdo do homeodominio do LIM

Ras / Map / ERK via de sinalizagdo

Transporte de hormdnio tireoidiano

Replicacdo e transcricio do DNAmt

Transportador de creatina

Manutengdo da homeostase de citions na

rede trans-Golgi

Truncating;
Missense;
Delegdo

Missense;
Duplicagdo

Missense

Truncating;
Delegdo

Truncating

Truncating

Truncating;
Delegdo

Truncating;
Missense;

Sitio de splicing

Missense

Missense;
Delecdo

Missense

Missense

Truncating;
Nonsense;
Delecdo

Delecao

Truncating;
Missense

Missense

Amir et al., 1999; Orrico et
al., 2000

Lesca et al., 2013; Bouazzi et
al., 2015; Tzschach et al., 2015

Geetha et al., 2014

Fernandez-Moreira et al., 2007

Philibert et al., 2000; Jamain et
al., 2003

Laumonnier et al., 2004

Billuart et al., 1998; Philip et
al., 2003; Santos-Rebougas et
al., 2014

Allen et al., 1998; Rejeb et
al., 2008; Hoischen et al., 2009

Kalscheuer et al., 2003; Flynn,
Zou & Milunsky, 2011
Giannandrea et al.,2010;
Wilson et al., 2014; Mata et
al., 2015

Tonne et al., 2015; Hu et al.,
2016

Merienne et al., 1999; Tejada
et al.,2011; Matsumoto et al.,
2013

Friesema et al., 2004;
Schwartz et al., 2005;
Maranduba et al., 2006

Vandewalle et al., 2013

Salomons et al., 2001; Hahn et
al., 2002; van de Kamp et al.,
2013; Yu et al., 2013

Khayat et al., 2019
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SRPX?2

SYNI*

SYP

THOC2*

TM4SF2
(TSPAN7)*

UPF3B*

USP9X*

ZDHHCI15
ZNF41*

ZNF674*

ZNF711*

ZNF8I*

Xq22.1

Xpl1.3-
pl12

Xp11.23

Xq25

Xpll.4

Xq24

Xpll4

Xql3.3
Xpl1.3

Xpl1.3

Xq21.1

Xpl1.23

300642

313440

313475

300395

300096

300298

300072

300576

314995

300573

314990

314998

Sushi repeat containing
protein, X-linked 2

Synapsin 1

Synaptophysin
THO complex 2

Tetraspanin 7;
Transmembrane 4 superfamily,
member 2

UPF3 regulator of nonsense
transcripts homolog B

Ubiquitin specific peptidase 9,
X-linked

Zinc finger DHHC-type
containing 15

Zinc finger protein 41

Zinc finger protein 674

Zinc finger protein 711

Zinc finger protein 81

Transdug@o de sinal; fator de
crescimento 2; modulagdo de circuitos
neurais; regulag@o da sinaptogénese
Neurotransmissao sindptica;
desenvolvimento neuronal;
sinaptogénese; manutencio de sinapses
maduras e plasticidade

Proteinas das vesiculas sindpticas

Transcri¢do ou exportagdo de RNAm

Desconhecida; proteina transmembranal
potencialmente envolvida na
organizacdo do citoesqueleto de actina e
controle do crescimento de neuritos

RNAm de sobrevivéncia e exportagao
nuclear

Crescimento da migracéo neuronal;
transducdo do sinal ciliar

Desconhecida
Repressor putativo de transcri¢ao

Repressor putativo de transcrigdo

Desconhecida; possivelmente repressor
putativo de transcri¢do

Repressor putativo de transcri¢ao

Missense

Truncating
Truncating;
Missense
Missense
Truncating;
Missense
Truncating
Missense;
Truncating;
Delegdo
Delecao
Missense;
Sitio de splicing
Truncating

Truncating

Missense

Roll et al., 2006

Garcia et al., 2004; Fassio et
al., 2011

Tarpey et al., 2009

Kumar et al., 2015

Zemni et al., 2000; Maranduba
et al., 2004; Utine et al., 2012

Tarpey et al., 2007

Homan et al., 2014; Reijnders
etal., 2016

Mansouri et al., 2005
Shoichet et al., 2003

Lugtenberg et al., 2006

Tarpey et al., 2009; Liang et
al., 2017; van der Werf et al.,
2017

Kleefstra et al., 2004

*: genes também associados a DILX sindrémica
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Contudo, mesmo com o conhecimento do papel de varios desses genes, ha
aspectos a serem elucidados, como a contribui¢do de cada um deles na determinagao da
DI ou ainda as correlacdes gendtipo-fendtipo, cuja andlise depende da ampliagdo da
investigacdo molecular em individuos afetados.

Nesse sentido, foi proposto o presente trabalho, considerando que estudos
voltados a investigacdo etioldgica da DI ampliam o conhecimento relativo aos fatores
genéticos determinantes dessa condi¢do, na medida em que podem levar a identificacao
de novas regides cromossOmicas e genes associados a mesma, bem como a
caracterizacdo de variantes raras e sua frequéncia em individuos com DI, além de
contribuir para a diferenciacdo dos fenétipos clinicos. Além disso, também levados em
conta os beneficios advindos da determina¢do do diagndstico etiolégico para o processo
de aconselhamento genético e o atendimento global aos individuos com DI e suas

familias.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar CN'Vs patogénicas em individuos do sexo masculino com hip6tese

diagnéstica de deficiéncia intelectual ligada ao X.

2.2. Objetivos especificos

a) Identificar CNVs em genes do cromossomo X a partir da andlise de
microarray em uma amostra de individuos.

b) Caracterizar as alteracdes, analisando relevancia patogé€nica e
envolvimento na determinacao de DI.

¢) Realizar a correlacdo gendtipo-fenétipo dos individuos estudados.
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3. CASUISTICA E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
FCM/UNICAMP, sob o parecer N° 1.280.941, CAAE 45740415.8.0000.5404, conforme
Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Sadde (ANEXO 7.1).

3.1. Selecao da amostra

Participam deste estudo quatro individuos do sexo masculino com DILX,
selecionados dentre 107 pacientes atendidos nos ambulatérios do Servigo de Genética
Clinica do Departamento de Genética Médica da FCM/Hospital de Clinicas da
UNICAMP (Figura 3). Todos foram previamente submetidos a avaliacdo clinica
detalhada, além de exame de caridtipo convencional (bandamento GTG), investigacdo
molecular para a SXF (Southern Blot ou MLPA MEQ029) e pesquisa de rearranjos
subteloméricos (MLPA P036 e P070), com resultados dentro da normalidade.
Inicialmente, os pacientes foram encaminhados para triagem de CNVs em genes do
cromossomo X pelo kit SALSA MLPA P106 MRX probemix (MRC-Holland,
Amsterda, Holanda; Tabela II) (Henrique, 2015).

Pacientes do sexo masculino com DI

(cariotipo, SXF e MLPAsub normais)

MLPA MRX
(n=107)

Alterados
(n=2)

Sem alteragio
(n=105)

Microarray
(n=9)

Microarray
(n=2)

Alteracdo
CTOMOSSOMO X

(0=2)

Alteragio
CTOMOSSOINO X

@0=2)

Anélise ndo Alteragdo

autossomos

(n=4)

concluida

(n=3)

Figura 3. Selecdo dos individuos incluidos no presente estudo.
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Tabela 11. Genes investigados pelo kit SALSA MLPA P106 MRX probemix.

Gene Posicdo no Sondas no kit Fenétipo associado
€Cromossomo
RPS6KA3 Xp22.12 Exon 3/ Exon 21 Dl leve e sindrome de Coffin-
Lowry
Exon 1/ Exon 2/ . .
ARX Xp21.3 Exon 4 DI e espasmos infantis graves
Exon 1/ Exon 2/ . s
ILIRAPLI Xp21.3 Exon 3/ Exon 6 DI inespecifica
TSPAN7 Xpll.4 Exon 1/ Exon 5 DI
POBPI Xpl11.23 Exon 2b/ Exon 5° DI com fenétipos varidveis
HUWEI Xpl11.22 Exon 6/ Exon 61 DI
- - DI sindromica com epilepsia,
OPHNI1 Xql2 Exon 1/ Exon 3/ alargamento ventricular rostral e
Exon 12/ Exon 21 . .
hipoplasia cerebelar
ACSL4 Exon 1/ Exon 12/ P
(FACLA4) Xq22.3 Exon 17 Sindrome de Alport
Exon 7/ Exon 14/ . .
PAK3 Xq22.3 Exon 21/ Exon 22 DI inespecifica
DCX Xq23 Exon 2/ Exon 4/ DI, lissencefalia e convulsdes
Exon 5
AGTR2 Xq24 Exon 1/ Bxon 3 DI mesp~emﬁca associada a
convulsdes
Exon 1/ Exon 4/ . -
ARHGEF6 Xq26.3 Exon 9/ Exon 19 DI inespecifica
FMRI Xq27.3 Exon 9/ Exon 16 SXF
Exon 1/ Exon 3/ DI, Insuficiéncia ovariana
AFF2 - - .
Xq28 Exon 6/ Exon 12/ prematura e Transtorno obsessivo-
(FMR2) - .
Exon 21 compulsivo
SLCG6AS Xq28 Exon 4/ Exon 9 DI
GDI1 Xq28 Exon 1/ Exon 7 DI inespecifica

Em prosseguimento da investigagdo, por meio de estudos colaboradores, houve

a oportunidade de realizar o teste de microarray em nove pacientes sem alteracoes pela

triagem por MLPA MRX, dos quais em trés deles ndo foi possivel concluir a anélise;

em quatro houve a deteccdo de alteracdo em cromossomos autossomos (Lincoln-de-

Carvalho, 2017); e em dois foram identificadas alteracdes no comossomo X. Além

desses, visando o melhor detalhamento das CNVs, a andlise por microarray também foi

executada para os dois pacientes com resultado positivo na triagem por MLPA MRX.

Em conjunto, os quatro pacientes com alteragdes identificadas no cromossomo X

compde a casuistica deste estudo (Figura 3).
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3.2. Rastreamento de CNVs

Descrita inicialmente ao final da década de 90 por Pinkel et al. (1998), a array
Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) é uma variante da técnica de CGH
convencional, que utiliza clones gendmicos de interesse dispostos em laminas, sendo a
andlise realizada comparativamente, com base nas intensidades da hibridiza¢do dos
DNAs (referéncia e investigado) as sondas inseridas na lamina.

A plataforma de array-CGH € constituida por um conjunto de
oligonucleotideos sintéticos fixados sobre uma placa, onde sao hibridizados os DNAs
previamente marcados com os corantes Cyanine 3-dCTP (Cy3) para amostra teste e
Cyanine 5-dCTP (Cy5) para amostra controle (Chari, Lockwood & Lam, 2006) (Figura
4). Sua resolucao € determinada pelo tamanho e espacamento dos clones gendmicos na
matriz, permitindo analisar alteracdes consideradas submicroscOpicas, perdas e ganhos

de material genético, relacionadas a doencas genéticas com alto grau de sensibilidade.

Sample Ganomic Microarray Copy Numbser Profile
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Cips Lnbuilad Cipfi Labathed Segmanis Selecind om Physicl Mog

[ —— sampie -
[ i % L

—

Spact in Arrary Formuat
(alwlelslalalels]
Qoo00000

Vs Riabon

LTE A

-

(ajulelslsiulals]

. 80600088 /) e
T 00000000 _//
Segmpnial
1 |HT’I’|

00000000

Coo00000

u slelalslnlelale}
4 . -

r L ]

CEN L, . st

AR EE R i

Sl gndl Ineersley Ratas. ™.
AnsnmGenamic Posrion

Figura 4. Hibridizacdo Genomica Comparativa em arrays (array-CGH)
(Chari, Lockwood & Lam, 2000).

Apdés a anuéncia do responsivel mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 7.2), o teste de microarray foi
realizado para dois pacientes via laboratério privado, solicitado para aqueles que
dispunham de plano ou seguro de saude e atendiam as Diretrizes de Utilizagdo da ANS
(Agéncia Nacional de Saude Suplementar — Resolu¢do Normativa RN°338, de
21/10/2013 e RN°387, de 28/10/2015, conforme o Rol de Procedimentos e Eventos em
saude) (pacientes P3 e P4), por meio da plataforma CS3000 e chip CytoScan 750k
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Cytogenetics Solution (Affymetrix, Santa Clara, Estados Unidos); e para outros dois
(pacientes P1 e P2) o teste foi executado no Laboratério de Genética Molecular Humana
do Departamento de Genética Médica da FCM/UNICAMP, em colaboragdo com
projeto de pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Iscia Lopes-Cendes, pesquisadora
principal do Centro de Pesquisa, Inovacdo e Difusdo: Instituto Brasileiro de
Neurociéncia e Neurotecnologia (Brazilian Institute of Neuroscience and

Neurotechnology, CEPID-BRAINN).

No ultimo, realizado com a colaboragdao do Prof. Dr. Fibio Rossi Torres, a
técnica foi aplicada conforme padronizagdo previamente estabelecida pelo laboratorio,
utilizando a plataforma SurePrint G3 Human CGH Microarray 8x60K (Agilent
Technologies, Santa Clara, Estados Unidos), com 62.976 sondas distribuidas por todo o

genoma, e ainda dos kits de reagentes compativeis para a realizagao da técnica.

O protocolo foi desenvolvido de acordo com as recomendagdes do fabricante e

seguiu as seguintes etapas:

1. Digestao das amostras (paciente e controle normal) com as enzimas Alu I e
Rsa L

2. Marcacdo das amostras de DNA por fluorescéncia (Cy3 e Cy5).

3. Purificag@o das amostras para retirada de nucleotidos ndo incorporados.

4. Hibridizagdo das amostras marcadas as laminas e posterior lavagem.

5. Varredura das laminas por meio do SureScan Microarray Scanner (Agilent
Tecnologies, Santa Clara, Estados Unidos).

6. Escaneamento da 1amina e posterior andlise das imagens e dados, por meio
do programa Agilent Cytogenomics Software (Agilent Technologies, Santa Clara,
Estados Unidos).

A andlise dos dados foi descritiva, com auxilio de bancos ptblicos de variantes
do genoma humano como Ensembl Genome Browser, Database of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER) e
National Center for Biotechnology Information (NCBI), correlacionando a CNV

identificada a sua contribui¢do no quadro clinico do paciente em questao.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Paciente P1

Paciente nascido em 1993, primeiro filho de casal jovem, saudavel e nao
consanguineo; o Unico irmdo € normal e, exceto por um primo em terceiro grau com
sindrome de Down, sem antecedentes familiais relevantes. A gestacao transcorreu bem;
indicada cesarea, por sofrimento fetal agudo; peso, comprimento e perimetro cefalico ao
nascimento dentro dos padrdes da normalidade, indice de Apgar de 8 e 9 (1° e 5°
minuto). Apresentou convulsdes neonatais, sendo realizados ultrassom transfontanela e
tomografia computadorizada de cranio, que detectaram agenesia de corpo caloso e
aumento discreto do sistema ventricular.

Evoluiu com atraso global do desenvolvimento/DI, epilepsia e baixa acuidade
visual relacionada a atrofia do nervo 6ptico. Ao exame fisico, observados dismorfismos
craniofaciais como sobrancelhas espessas, pregas epicanticas internas, olhos de
localizagdo profunda, ponte nasal proeminente, palato alto e estreito, apinhamento
dentdrio e sialorréia, além de prega palmar transversal unica bilateral, ctbito valgo, pés
planos, calcaneo proeminente, polegares e hdluces alargados. Em avaliacdo recente,
genitais externos masculinos com testiculos tépicos, sendo o esquerdo ligeiramente
maior que 25 cm’. Ultrassom abdominal e ecocardiograma normais.

A triagem de variantes no cromossomo X pelo método de MLPA indicou uma
duplicagcdo no gene HUWE] (Henrique, 2015). O teste de microarray foi realizado para
melhor caracterizacdo da variante detectada. A andlise identificou o aumento de 0,4 Mb
na regidao Xpll1.22, ChrX(hgl9): 53253932_53670215, e revelou que a alteracdo
envolve ndao apenas HUWEI, mas cinco genes referenciados: KDM5C, IQSEC2,
SMCIA, HSDI17B10 e HUWEI, todos relacionados a morbidade
(https://decipher.sanger.ac.uk/ DECIPHER, 2019) (Figura 5). A mesma alteracao estava

presente em heterozigoze na mae assintomatica.
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Figura 5. Mapeamento da regido Xp11.22 com destaque para os genes duplicados no
paciente P1 (https://decipher.sanger.ac.uk/).

A regido Xpl1.22 € rica em genes e compreende aproximadamente 5 Mb de
DNA gendmico, ChrX(hgl9): 49800001_548000014 (Grau et al., 2017), sendo
considerada um intervalo critico para diversos distirbios neurogenéticos (Ropers &
Hamel, 2005). Outros casos de duplicagdes sobrepostas em Xp11.22, incluindo a regido
duplicada no paciente P1 foram relatados anteriormente (Froyen et al., 2008; Froyen et
al., 2012; Tran Mau-Them et al., 2014; Santos-Reboucas et al., 2015; Moey et al.,
2016) (Figura 6). No entanto, apesar do cluster de genes associados a DILX
identificados nessa regidao, os pontos de quebra dos rearranjos sdo inconsistentes,
dificultando associa¢des gendtipo-fendtipo precisas.

Entre os cinco genes duplicados no intervalo identificado, KDM5C, SMCIA e
HSD17B10 sao frequentemente associados as formas sindromicas de DI. Concisamente,
variantes pontuais no gene KDMS5C foram associadas a sindrome de Claes-Jensen
(OMIM #300534), caracterizada por DI moderada a grave, anormalidades de fala e
outros achados clinicos, como convulsdes € comportamento agressivo (Jensen et al.,
2005; Tzschach et al., 2006). No caso do SMCIA, delecdes e variantes missense foram
relacionadas com a sindrome de Cornelia de Lange do tipo 2 (OMIM #300590),
condi¢do clinicamente heterogénea caracterizada por atraso global do desenvolvimento
e malformagdes que afetam muiltiplos sistemas (Musio et al., 2006; Hoppman-Chaney et
al., 2012). Variantes pontuais ou silenciosas levando a um defeito de splicing no gene
HSDI17B10 podem resultar em neurodegeneracao (OMIM #300438) (Ofman et al.,
2003; Lenski et al., 2007). O espectro fenotipico associado a deficiéncia de HSDI0

inclui atraso global no desenvolvimento, hipotonia, convulsdes (em geral descritas
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como mioclonicas), perda progressiva da visdo e (ou) audicdo, entre outras

caracteristicas (Seaver et al., 2011).
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Figura 6. Representagdo esquemdtica de duplicagcoes de Xp11.22 envolvendo o gene
IQSEC2 em pacientes com DI. (A) Duplicacdo de 0.4 Mb detectada no paciente P1.
(B) Duplicagoes sobrepostas identificadas em pacientes reportados na literatura.

No entanto, at¢é o momento, HUWE] e IQSEC2 sao os Gnicos genes na regiao
duplicada considerados sensiveis a dosagem, e para os quais um aumento na expressao
pode ser responsavel pelo déficit cognitivo. O gene HECT, UBA and WWE domain
containing 1 (HUWEI, OMIM 300697) codifica uma E3 ubiquitina-ligase (marcadora
de proteinas nocivas), necessdria para marcagdo e subsequente degradacao proteasomal
via poli-ubiquitinacdo (Froyen et al., 2008). A ubiquitina e a degradacdo proteica t€ém
sido implicadas na fun¢do neuronal (Yi & Ehlers, 2007) e sua disfuncdo é um marco em
vérias doencas neuroldgicas (Ross & Pickart, 2004; Bennett et al., 2007).

Variantes pontuais no HUWE] s@o associadas a uma forma sindromica de DI
do tipo Turner (OMIM, #300706) (Turner, Gedeon & Mulley, 1994; Froyen et al.,
2008), enquanto uma delecio de HUWEI nunca foi relatada na populacio humana
(Vandewalle et al., 2013). Esse fato pode ser explicado pela letalidade pré-natal no sexo
masculino associada a essa variante, semelhante a explicacdo da auséncia de mutagdes
truncadas no HUWE] (Isrie et al., 2013). J4 o aumento da dosagem do gene HUWE] é
considerado um evento ndo recorrente e pode ser responsavel pelo comprometimento
cognitivo, além de algumas anomalias minor (Froyen et al., 2012). No entanto, um

ganho parcial no nimero de cépias de HUWE] de aproximadamente 64 kb, como a
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duplicacdo encontrada no paciente P1, parece ndo afetar a funcdo da proteina Huwel,
provavelmente porque uma cépia do gene permanece intacta (Froyen et al., 2012).

Embora um segmento considerdvel da regido Xp esteja envolvido na maioria
dos casos relatados, nem todas as duplicacdes Xpl1.22 incluem o gene HUWEI,
sugerindo o envolvimento de outros genes importantes para o fenétipo da DI na regido
(Giorda et al., 2009; Yan et al., 2009; Holden et al., 2010). Um exemplo € que
variacoes do nimero de cépias em Xpl11.22 incluindo o gene IQSEC2 e que ndo se
sobrepdem ao HUWEI, se associam a atraso global do desenvolvimento, DI, distirbios
comportamentais, incluindo ou nfo caracteristicas autistas (Moey et al., 2016). No
entanto, € importante enfatizar que uma duplicacdo completa e isolada do gene IQSEC2
ndo foi relatada até o momento.

O IQ motif-and Sec7 domain-containing protein 2 (IQSEC2, OMIM 300522)
foi considerado gene candidato para distirbios neuroldgicos ligados ao cromossomo X
pela primeira vez em 2008, por Morleo e colaboradores. E altamente expresso no
cérebro, e exerce um papel significativo na manutencdo e homeostase cerebral, nos
corpos celulares neuronais do hipocampo e no processo dendritico (Gandomi et al.,
2014; Zerem et al., 2016). O gene IQSEC?2 codifica um fator de troca de nucleotideos
guanina (GEF) que catalisa a troca de GDP em GTP em Arf6, um pequeno membro
GTPase da familia do fator de ribosilacio de ADP (Moey et al., 2016). Variantes
patogénicas no IQSEC2 podem levar a diminui¢do significativa da atividade do GEF,
comprometendo a ativagdo do substrato Arf6 e afetando, assim, a dindmica da actina
(Shoubridge et al., 2010). Esta falha na homeostase do ambiente neural foi sugerida
como provavelmente a via molecular subjacente ao comprometimento neurolégico de
pacientes com DI e alteragdes do IQSEC2 (Shoubridge et al., 2010).

Variantes ndo sindénimas no IQSEC2 levando a pequenas perturbagdes
funcionais sdo responsaveis por causar DILX inespecifica, enquanto variantes truncadas
no mesmo gene podem gerar uma perda ainda mais grave de sua funcdo (Tran Mau-
Them et al., 2014). Além disso, aumentos no nimero de cépias do IQSEC2 sao
considerados patogénicos (Froyen et al., 2012) e associados a um fenétipo comumente
atribuido a dosagem excessiva de genes, devido a dissomia funcional da regido
duplicada (Bonnet et al., 2006). Geralmente, esses rearranjos do cromossomo X sio
identificados em homens e herdados de mée saudavel (Nizon et al., 2015). De fato,
relatos de pacientes do sexo feminino com DI relacionada ao IQSEC?2 sao relativamente

infrequentes (Alexander-Bloch et al., 2016). Sugeriu-se que as mulheres sejam capazes
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de regular a expressdo de IQSEC2 mesmo com um aumento de sua dosagem génica
(Moey et al., 2016), o que poderia explicar a auséncia de DI na mae do paciente P1. No
entanto, como os homens normalmente tém uma unica copia do IQSEC2, variantes
nesse gene podem ser patogé€nicas nesses pacientes, devido a falta de capacidade de
regular o aumento da dosagem (Moey et al., 2016).

Recentemente, Hinze et al. (2018) forneceram suporte adicional para a
sensibilidade a dose do IQSEC2. Eles geraram o primeiro modelo de camundongos
knockout para IQSEC2, a fim de investigar o impacto e a dosagem desse gene na
morfologia neuronal, particularmente no desenvolvimento da coluna dendritica. Em seu
estudo, a superexpressdo do Igsec2 do tipo selvagem revelou uma diminuicdo
significativa no nimero de processos de neuritos nos estdgios iniciais da cultura do
neurdnio, resultando em neur6nios com axdnios mais curtos € compactos, e exibindo
ramificacdes dendriticas mais simples, fornecendo evidéncias das consequéncias dos
desequilibrios no gene IQSEC2 (Hinze et al., 2018).

Um fendétipo consistente de DILX inespecifica € observado em individuos com
alteracdes no IQSEC2 (Shoubridge et al., 2010; Kalscheuer et al., 2016). No entanto,
alguns individuos afetados apresentaram caracteristicas clinicas adicionais sugestivas de
uma sindrome genética (Froyen et al., 2008; Froyen et al., 2012; Tran Mau-Them et
al., 2014; Santos-Rebougas et al., 2015; Moey et al., 2016) (Tabela III). O fendtipo
pode incluir déficits significativos no desenvolvimento da fala, problemas
comportamentais, hipotonia e microcefalia (Shoubridge et al., 2010; Froyen et al., 2012;
Gandomi et al., 2014; Tran Mau-Them et al., 2014). Problemas visuais, como
estrabismo e disfun¢do cortical, também sao relatados (Tran Mau-Them et al., 2014;
Alexander-Bloch et al., 2016), e ainda déficit de atengdo e hiperatividade em alguns
casos (Froyen et al., 2008; Froyen et al., 2012; Santos-Rebougas et al, 2015).
Convulsdes graves sio um achado comum, sendo frequentemente classificadas como

encefalopatia epiléptica precoce (Zerem et al., 2016).
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Tabela II1. Detalhes clinicos de individuos do sexo masculino com duplicacdes de Xp11.22 envolvendo o gene IQSEC?2.

. Deficiéncia R Desenvolvimento Alteracoes Distiirbios C Qe - Coordenada ChrX(hg19)
Individuo Epilepsia . . Outras Sinais/ Sintomas Clinicos Lo
Intelectual de Linguagem Oculares Comportamentais e Tamanho da Duplicacio
) Convulsdes Discurso zjﬁtrf)fla do nervo e Agenesia do corpo caloso.e discreto 53.253.932-53,670.215
Paciente P1 Moderada . gravemente éptico; . aumento do sistema ventricular;
neonatais . . Comportamento agressivo . . . . 416 kb
comprometido Enoftalmia Dismorfismos craniofaciais
A009 . . - - . 53,220,275-53,981,275
Froyen et al. (2008) Leve Atraso de fala Hiperatividade Caracteristicas faciais normais 761 kb
A057 . . . . 52,987,689-53,712,958
Froyen et al. (2008) Moderada Discurso limitado Hiperatividade Ausentes 725 kb
A119 Leve- Convulsoes Déficit de atengdo; . . Cepe . 52,825,617-53,662,768
Froyen et al. (2008) Moderada  febris Atraso de fala Hiperatividade Sem dismorfismos significativos 837 kb
AUS88848 Leve a a _ _ _ 53,169,907-54,101,252
Froyen et al. (2012) 931 kb
Disfuncio Sopro cardiaco funcional; Vomito e
FTD Leve corti (f Atraso de fala _ Déficit de atengdo; diarréia cronicos, Urolitiase; Hérnia 53,198,95-54,237,527
Froyen et al. (2012) §o" Hiperatividade inguinal bilateral, Criptorquidia; 1,038 kb
subcortical : . . .
Dismorfismos craniofaciais
F538 Discurso limitado; Pupilas . L 53,216,303-54,239,670
Froyen et al. (2012) Moderada Gagueira desiguais Perfmetro cefdlico aumentado 1,023 kb
ON1 Leve- . - . . Hiperatividade; Problemas de = = o 52,982,784-53,721,295
- Discurso limitado  Microftalmia atenc@o; Comportamento de Dismorfismos craniofaciais
Froyen et al. (2012) Moderada . 730 kb
autodestrutivo
Paciente 1 Cf)nvqlspes Hipermetropia;  Movimentos estereotipados HlpOtOI}la ne.ona.t al, mlcroc?fgha pos- 53,283,513-53,325,284
Tran Mau-Them et al. Grave mioclonicas  Ausente . ~ natal, hipercinesia, caracteristicas faciais
. Estrabismo das maos . 42 kb
(2014) generalizadas normais
. Hipotonia neonatal; Atrofia cerebral;
Paciente 3 Eplepsia - . Movimentos estereotipados Focos de hipersinal ndo especificos na 53,276,030-53,298,472
Tran Mau-Them et al. Grave . Regressdo Estrabismo ~ . P A . . .
(2014) parcial das maos e de linha média substincia branca periventricular; 22 kb
Dismorfismos minor
P3272
Santos-Reboucas eral. ~ Moderada Convulsdes  Atraso de fala = Hiperatividade Dismorfismos faciais 53,228,160-54,133,735
2015) 905 kb
Paciente 1 Nao Dificuldade de socializagao; . . . . 52,954,520-53,315,542
Moey et al. (2016) determinada Atraso de fala Problemas comportamentais Comissuras bucais desviadas para baixo 361 kb
Transtorno do espectro autista;
Paciente 2 Leve- _ _ Comportamento desafiador; _ 52.911,287-53,315,010
Moey et al. (2016) Moderada Heteroagressividade; Aversao 403 kb
ao contato ocular
Paciente 3 Atraso _ Atraso de fala, _ Dificuldades comportamentais 52,789,239-53,368,927
Moey et al. (2016) global Prontincia minima significativas 579 kb
Descargas . . N, .
Paciente 4 lentas ¢ Ausente; : - Hipotonia; Microcefalia; . 52,341,517-53,782,896
Grave Linguagem pouco - Sorridente e maos agitadas Hipogonadismo; Mioclonia; Auséncia
Moey et al. (2016) agudas . . . . . 1,441kb
receptiva de marcha; Dismorfismos craniofaciais

constantes
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Santos-Reboucas et al. (2015) descreveram pela primeira vez uma duplicagdo
sobreposta da regido Xp11.22 em dois individuos brasileiros nd@o aparentados, com DI
sindromica. Ambos correspondiam a casos isolados na genealogia, nasceram por
cesdrea apds gestacdo sem intercorréncias e apresentavam dismorfismos faciais, como
alteragdes nasais e palato alto, além de déficit cognitivo, caracteristicas também
observadas no paciente Pl. Os dois apresentaram duplicacio do gene HUWEI,
enquanto o IQSEC?2 estava duplicado em apenas um deles. Curiosamente, esse tltimo
apresentou registros de eletroencefalograma compativeis com convulsdes, ao contrario
do primeiro, cuja duplica¢iao ndo incluiu IQSEC2 (Santos-Rebougas et al., 2015). Nesse
cendrio, essa diferenca fenotipica favorece a hipotese do envolvimento da dosagem de
IQSEC2 em quadros epiléticos.

Os achados no paciente P1, em conjunto aos dados dos outros individuos
afetados registrados na literatura, sugerem a regiao Xpl1.22 como um hotspot para
genes sensiveis a dosagem relacionados ao desenvolvimento das habilidades cognitivas.
Além disso, reforcam a hipétese de que o gene IQSEC?2 estd implicado na patogénese da
DI sindrémica associada a convulsdes, atraso de linguagem, alteracdes
comportamentais, alteracoes visuais e dismorfismos faciais varidveis. Assim, a alteracao
do IQSEC2 detectada no paciente P1 foi conclusiva para a elucidacdo diagndstica,
embora nio seja possivel excluir que a ocorréncia de uma ruptura do(s) gene(s) no(s)
ponto(s) de quebra da duplicacdo, além de efeitos posicionais dos genes no segmento

alterado, também tenham contribuido para o fenétipo desse paciente.
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4.2. Paciente P2

Paciente nascido em 1997, terceiro filho de casal ndo consanguineo, sem
antecedentes familiais relevantes. Durante a gravidez, houve risco de aborto a partir da
12° semana e, vdrias internagdes apds o sexto més por trabalho de parto prematuro, com
uso de terbutalina. Nasceu por cesdrea, na 39* semana, com peso 3340 g, comprimento
47 cm, perimetro cefdlico 35 cm e Apgar 4/6. Encaminhado a UTI neonatal por
taquipnéia transitéria do récem-nascido; teve ictericia apés 48 h sendo submetido a
fototerapia e também a antibioticoteria por infec¢do neonatal, recebendo alta aos 10 dias
de vida.

Evoluiu com infec¢des recorrentes de vias aéreas; submetido a hermiorrafia
inguinal e colocacdo de tubo de ventilacdo em ambos os ouvidos, além de
fundoplicatura de Nissen devido a refluxo gastroesofagico grave. Ao exame fisico, com
dois anos de idade, observados peso de 12 kg (3°-10° percentil), 90 cm de estatura (50°
percentil) e perimetro cefdlico de 51 cm (+1DP), dolicocefalia, espessamento da sutura
metopica, implantagdo alta de cabelos na fronte, orelhas proeminentes, hipertelorismo,
fendas palpebrais alongadas e com eversao do terco distal, cilios longos, ponte nasal alta
com ponta voltada para baixo, columela curta, filtro curto € bem marcado, ldbio superior
em arco de cupido, palato alto, térax escavado com aumento da distancia intermamilar,
mamilo esquerdo invertido, fovea coccigea, finger pads, genitais externos masculinos
normais. Na investigacdo complementar, submetido a tomografia computadorizada de
cranio, radiografia de coluna total, eletrocardiograma, ecocardiograma, ultrassom
abdominal, dosagem de imunoglobinas, audiometria e avaliacdo oftalmoldgica com
fundoscopia, sem alteracdes; eletroencefalograma com atividade sugestiva de
epileptogenicidade focal e generalizada.

Em reavaliagdo em 2015, aos 17 anos, apresentava DI grave, auséncia de
linguagem, agitacdo psicomotora; asma persistente com pneumonias recorrentes e
disfagia. Houve suspeita inicial de hipogonadismo, ndo confirmado pelas dosagens de
gonadotrofinas e testosterona. A ressonancia magnética de cranio evidenciou anomalia
de sinal parenquimatosa cortico-subcortical temporal anterior a direita, possivelmente
relacionada a encefalomalacia/gliose pds-traumatica; ventriculos laterais assimétricos e
semi-verticalizacdo dos sulcos colaterais, por provavel ma-rotacdo parcial hipocampal

bilateral. Na ocasido, observado peso abaixo de 3%, estatura em 50%; perimetro
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cefélico acima 98%; testiculos tépicos com 12 cm’; face alongada, nariz e orelhas
proeminentes, além dos dismorfismos descritos anteriormente.

O rastreamento inicial de variantes nio identificou alteragdes nesse paciente.
Em prosseguimento da investigacdo, foi realizada a andlise por microarray
cromossdmico que identificou uma delecdo intersticial de 16,4 Mb em Xq21.1q21.3,
ChrX(hgl9): 79658583_96048052, abrangendo 18 genes referenciados, seis deles
relacionados a fendtipos patolégicos: BRWD3, POU3F4, ZNF711, POFIB, CHM e
DIAPH? (https://decipher.sanger.ac.uk/ DECIPHER, 2019) (Figura 7). A mesma

alteracdo estava presente em heterozigoze na mae assintomética.
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Figura 7. Mapeamento da regido Xq21.1q21.3 com destaque para os genes deletados
no paciente P2 (https://decipher.sanger.ac.uk/).

Delecdes do braco longo do cromossomo X em homens sdo causa rara de
DILX (Giordano et al., 2015; Liang et al., 2017). No entanto, alguns dos genes
deletados no paciente P2 foram previamente descritos em distirbios bem definidos
como, por exemplo, na sindrome de delecao de genes contiguos envolvendo os genes
POU3F4 e CHM (OMIM #303110), caracterizada principalmente por atraso global no
desenvolvimento e (ou) DI, perda auditiva e perda da visao.

O gene pou domain, class 3, transcription factor 4 (POU3F4, OMIM 300039)
codifica um fator de transcricdo que medeia os sinais epigenéticos, induzindo a
diferenciagdo do precursor do neurdnio estriado (Shimazaki et al., 1999; Liang et al.,
2017). E amplamente expresso durante o desenvolvimento do tubo neural e na
maturacdo de neurdnios recém-nascidos (Mathis et al., 1992; Tan et al., 2010),

desempenhando um papel crucial no desenvolvimento da orelha interna (Ryan,
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Crenshaw & Simmons, 1991; Pollak et al., 2016; Corvino et al., 2018). Pela geracdo de
produtos nao-funcionais, disrupturas ou variantes no gene POU3F4 foram implicadas
em uma forma de surdez ligada ao X (DFNX2, OMIM #304400) (Choi et al., 2012;
Giordano et al., 2015), também chamada de surdez condutiva com fixacdo do estribo
(DFN3) (Whitehead & Vezina, 2014), caracterizada por perda condutiva e
neurosensorial progressiva da audicao e deformidade patognomoénica do osso temporal
(Phelps et al., 1991; Liang et al., 2017).

O gene CHM (CHM, OMIM 300390) codifica a proteina 1 de escolta de Rab
(REP-1), uma subuinidade das GTPases envolvida na regulacio do trifego da
membrana vesicular (Alexandrov et al., 1994; Coussa & Traboulsi, 2012). Variantes
que levam ao truncamento ou auséncia completa da proteina CHM estdo associadas a
coroideremia (OMIM #303100), uma degeneracdo progressiva dos coriocapilares, do
pigmento retiniano e da retina (McTaggart et al., 2002; Coussa & Traboulsi, 2012). Os
individuos afetados sofrem perda gradual da visdo, inicialmente manifestada como
cegueira noturna e reducdo dos campos periféricos, evoluindo até se tornarem
legalmente cegos ao final da fase adulta (Battu et al., 2016; Mitsios, Dubis & Moosajee,
2018).

Embora o atraso global no desenvolvimento e a DI estejam presentes em nosso
paciente, os exames auditivos e oftalmolégicos ndo demonstraram anormalidades
relevantes, apesar da alteracdo envolver os genes POU3F4 e CHM. No entanto, o
paciente P2 necessitard de monitoramento audiolégico, justificado neste caso, com base
na forte predisposi¢do a perda auditiva associada a defeitos no gene POU3F4 (Choi et
al., 2012; Giordano et al., 2015; Pollak et al., 2016; Corvino et al., 2018). Além disso,
exames oftalmologicos periddicos também sdo indicados, considerando que os déficits
visuais tendem a ser progressivos nos pacientes afetados (Cremers et al., 1990; Song et
al., 2010; Battu et al., 2016; Mitsios, Dubis & Moosajee, 2018).

Ja os genes POFIB e DIAPH? foram associados a fenétipos de insuficéncia
ovariana prematura (IOP) (POF2B, OMIM #300604 e POF2A, OMIM #300511,
respectivamente), distirbio caracterizado por amenorreia e niveis elevados de
gonadotrofinas em mulheres com menos de 40 anos de idade (Bione et al., 2004;
Lacombe et al., 2006). O gene POFIB (POF1B, OMIM 300603) codifica uma proteina
que desempenha um papel fundamental na organizacdo de monocamadas epiteliais,
regulando o citoesqueleto de actina (Padovano et al., 2011). E expresso em niveis

embriondrio e pré-natais no ovdrio de camundongo, sugerindo que POFIB possa ser
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critico para o desenvolvimento precoce do ovario levando ao nimero final de células
germinativas (Bione et al., 2004). J4 o gene ortélogo humano diaphanous, drosophila,
homolog of, 2 (DIAPH2, OMIM 300108) codifica uma proteina importante na divisao
de células foliculares ovarianas (Castrillon & Wasserman, 1994). Alteracdes nesse gene
afetaram a fertilidade em moscas, sugerindo o DIAPH2 como um excelente candidato
para a IOP (Rizzolio et al., 2006; Genesio et al., 2015).

O gene zinc finger protein 711 (ZNF711, OMIM 314990) € um membro da
familia de proteinas zinc-finger, no qual a proteina codificada interage, como um
cofator, com a desmetilase PHF8 durante a ligacdo em genes alvo, sugerindo a
participacdo do ZNF711 na modulacdo transcricional (Tarpey et al., 2009; Kleine-
Kohlbrecher et al., 2010). Apesar de poucos registros clinicos, acredita-se que uma
perda no gene ZNF711 possa estar implicada na patogénese da DILX inespecifica
(MRX97, OMIM #300803).

Ao realizar o sequenciamento do exoma direcionado ao cromossomo X em 208
familias com DILX, Tarpey et al. (2009) identificaram variantes truncadas no gene
ZNF711 em duas familias com DI inespecifica (Tarpey et al., 2009). Relatos clinicos de
casos esporddicos também apdiam essa conexdo patogénica (Jin et al., 2015).
Recentemente, em duas novas familias com MRX97, foram identificadas uma delecao
frameshift e uma variante missense em ZNF711 (van der Werf et al., 2017). Por meio de
andlise de expressdo em cultura de células, van der Werf et al. (2017) mostraram que
essas variantes induzem a expressdo diferencial de genes conhecidos por serem
expressos no cérebro, acrescentando evidéncias a funcdo de ZNF711 como um fator de
transcri¢ao.

No mesmo ano, Liang et al. (2017) descreveram um paciente com DI grave e
dismorfismos faciais minor, associados majoritariamente a perda do ZNF711. Segundo
esses autores, delecoes Xq21 que ndo incluem o gene ZNF7I1 ndo costumam se
associar ao atraso do desenvolvimento (Decipher 289263 e 287836 / ISCA 582602,
3442681 e 578452), sugerindo que as alteracdes nesse gene possam Ser uma causa
independente de DI. No entanto, as variantes patogénicas no ZNF711 representaram
apenas 0,3% dos casos, mesmo em um conjunto altamente enriquecido pela selecdo de
familias compativeis com padrdo de heranca ligada ao X (Tarpey et al., 2009). Além
disso, apesar da DI moderada, as familias com variantes truncadas no ZNF711 nao

apresentaram caracteristicas adicionais consistentes, dificultando o estabelecimento da
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correlacdo gendtipo-fendtipo. Assim, a real patogenicidade do gene ZNF711 no fendtipo
do paciente P2 permanece indeterminada.

Por outro lado, variantes envolvendo o gene BRWD3 té€m sido relacionadas a
um distirbio caracterizado por DILX e macrocefalia (OMIM #300659) (Grotto et al.,
2014), ambas presentes no paciente P2. O gene bromodomain- and wd repeat-
containing protein 3 (BRWD3, OMIM 300553) atua como um regulador positivo da via
de sinalizacdo Janus tirosina-quinase/transdutor de sinal e ativador da transcri¢dao
(JAK/STAT) (Miiller et al., 2005). Em Drosophila melanogaster, a JAK/STAT foi
envolvida na sinalizacdo intracelular, no crescimento e desenvolvimento embriolégico
(Hombria & Brown, 2002; Field et al., 2007). Acredita-se que as variantes de perda de
funcdo de BRWD3 levam a reducdo dessa atividade de sinaliza¢do, implicando a
JAK/STAT como fator causal de DILX (Miiller et al., 2005; Field et al., 2007).

Em 2007, duas variantes truncadas no gene BRWD3 foram relatadas em quatro
pacientes com DILX (Field et al., 2007). Foi sugerido que, em isoformas proteicas mais
longas, as variantes ¢.946-947insA e ¢.3325+1G>T podem causar o deslocamento do
quadro de leitura, levando ao truncamento precoce da proteina dentro da regido de
repeti¢do ou antes do primeiro bromodominio, respectivamente, causando a perda de
funcdo do BRWD3 (Field et al., 2007). Posteriormente, Grotto et al. (2014) relataram
um individuo com dele¢do parcial de 74 kb, incluindo os 30 ultimos éxons do
gene BRWD3, além de uma variante nonsense (c.3393C>QG) segregando em quatro
individuos do sexo masculino com DI sindromica (Grotto et al., 2014). O fenétipo dos
nove pacientes relatados na literatura em conjunto com o os dados do paciente P2
permitem delinear a possivel apresentacdo clinica da DI relacionada a alteragdes no

BRWD?3 (Tabela IV).
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Tabela IV. Caracteristicas fenotipicas frequentes em individuos do sexo masculino com variantes no gene BRWD3.

Individuo/Fenétino Deficiéncia Atgzso Macrocefalia Hipotonia Distidrbios Caracteristicas Alteracbes Maos e Pés Malformacdes Variante em
P Intelectual Fala P Comportamentais Faciais Esqueléticas Proeminentes Congénitas BRWD3

. Delecao

Paciente P2 + + + + + + + + -
Completa

Familia 322 / Paciente I11-6
Field et al. (2007) + + + + + + + + + ¢.3325+1G>T
Familia 322 / Paciente I1-11
Field et al. (2007) u NE + NE NE + + - . .3325¢1G> T
Familia 336 / Paciente II-1 .
Field et al. (2007) + + + NE + + NE - + ¢.946_947insA
Familia 336 / Paciente II-2 .
Field et al. (2007) + + + + + + NE - - ¢.946_947insA
Familia 15709 / Paciente 1 + + + + + + + + Delecdo
Grotto et al. (2014) ) Parcial
Familia W09-0806 / Paciente ITI-1
Grotto ef al. (2014) + + + - + + + + - ¢.3393C> G
Familia W09-0806 / Paciente ITI-2
Grotto et al. (2014) + + - - + + + + - ¢.3393C> G
Familia W09-0806 / Paciente ITI-3
Grotto et al. (2014) + + + : - v e + - €.3393C> G
Familia W09-0806 / Paciente III-5
Grotto et al. (2014) + + - - + + + + - ¢.3393C> G
Score n= (10/10) (9/9) (8/10) (3/8) (8/9) (10/10) (8/8) (7/10) (2/10)

+, caracteristica presente, -; normal, NE; ndo especificado
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Todos os pacientes apresentaram atraso global do desenvolvimento e (ou) DI
(n = 10/10), atraso de fala (n = 9/9) e dismorfirmos faciais caracteristicos (n = 10/10)
incluindo face alongada, frontal alto, queixo pontudo e orelhas proeminentes. Além
disso, macrocefalia (n = 8/10) e alteragdes esqueléticas (n = 8/8) principalmente peito
escavado, também se destacam entre os pacientes afetados, assim como no paciente P2.
Disturbios comportamentais (n = 8/9) como comportamento introspectivo, maos € pés
proeminentes (n = 7/10) sdo igualmente relatados. Os sinais menos frequentes incluem
hipotonia (n = 3/8) e anomalias congénitas (n = 2/10) como a criptorquidia, por
exemplo. Caracteristicas clinicas adicionais incluem hipogonadismo, transtorno
alimentar e tendéncia a obesidade (Grotto et al., 2014).

Desta forma, a comparacdo das fungdes dos genes incluidos na regido Xq21
deletada e das caracteristicas clinicas dos pacientes afetados, confirmam esse rearranjo
como fator causal do quadro apresentado pelo paciente P2. Além disso, diferentemente
dos demais individuos, o paciente P2 evoluiu com epilepsia e infeccdes recorrentes de
vias aéreas, fendtipos que podem estar associados a variantes no gene BRWD3. No
entanto, enquanto outros pacientes ndo forem descritos com os mesmos achados, ndo
descartamos a possibilidade de que essas caracteristicas tenham segregado

independentemente neste paciente.
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4.3. Paciente P3

Paciente nascido em 1999, segundo filho de casal jovem e consanguineo
(primos em 1° grau). Sua irma apresenta baixa estatura e teve atraso para andar (21
meses); hd recorréncia familial de blefaroptose (pai e tio paterno), orelha em abano (pai,
tia e primos em 1° grau pelo lado paterno); além de primo em 1° grau (lado paterno)
com hipospadia e um tio (lado materno) com dificuldade de aprendizado (chegou a
frequentar instituicdo especializada). Durante a gestacdo, mae informa movimentos
fetais fracos e tardios, sem outras intercorréncias relevantes; parto vaginal, a termo,
peso 2.305 g e 45 cm (ambos ~5%); perimetro cefdlico 33 cm e Apgar 8/9; referidos
hipotonia, choro demorado e suc¢do débil.

Evoluiu com atraso leve do desenvolvimento psicomotor, teve dificuldade
escolar, alteracdo de linguagem; atraso da denti¢cdo decidua (inicio aos 19 meses) com
alteracdes ortodonticas; hipotireoidismo (faz reposicdo hormonal regularmente). Ao
exame fisico, com um ano e oito meses, observados baixa estatura, frontal alto, retracao
bitemporal, implantacdo alta dos cabelos na fronte e baixa na nuca; orelhas de
implantacao baixa, em concha e com relevo pobre; sobrancelhas esparsas, arqueadas e
de orientacdo anOmala; ptose palpebral bilateral (a do pai € unilateral); cilios longos;
nariz de base alargada e ponta bulbosa; prognatismo leve; palato alto; lingua plicada;
respirador oral, voz anasalada, clinodactilia de 5° dedo (maos), falanges distais
alargadas; acavalgamento de artelhos (bilateral); pés valgos, inversdao peno-escrotal
parcial discreta, hipospadia balanoprepucial; algumas manchas hipercromicas (regido
supra-ptbica e pé esquerdo) e efélides (face e membros; semelhante a mae); unhas
quebradicas. Ecocardiograma sem anormalidade e atraso de idade dssea.

O rastreamento inicial de variantes nio identificou alteracdes nesse paciente.
Em prosseguimento da investigacao, foi realizado o teste de microarray que identificou
uma duplicacdo de 1,4 Mb em Xq26.2, ChrX(hgl19): 132087424 _133441978, incluindo
cinco genes referenciados, dos quais apenas GPC3 foi relacionado a morbidade
(https://decipher.sanger.ac.uk/ DECIPHER, 2019) (Figura 8). A mesma alteragdo estava

presente em heterozigoze na mae assintomatica.
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Figura 8. Mapeamento da regido Xq26.2 com destaque para os genes duplicados no
paciente P3 (https://decipher.sanger.ac.uk/).

O glypican 3 (GPC3, OMIM 300037) codifica um membro da familia glipicana
que inclui seis proteoglicanos de heparan-sulfato de superficie de células de mamiferos
(GPCI a GPC6), os quais estdo ligados a superficie exocitoplasmatica da membrana
celular a através de uma ligacdo covalente de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Chiao et
al., 2002; Capurro et al., 2008; Filmus, Capurro & Rast, 2008). GPC3 ¢ principalmente
expresso em tecidos mesodérmicos embriondrios, desempenhando papéis essenciais na
regulacdo das vias de sinalizacdo do crescimento celular (Capurro et al., 2008; Filmus
& Capurro, 2008).

A maioria das variantes de perda de funcdo (delecdoes e diversas variantes
pontuais) identificadas no gene GPC3 € associada a uma sindrome de supercrescimento
ligada ao X denominada Simpson-Golabi-Behmel (SSGB, OMIM #312870) (Chiao et
al., 2002; Schirwani et al., 2019). A SSGB recebeu sua designacdo eponimica em 1988,
apos a observagdo de que Simpson et al. (1975), Golabi & Rosen (1984) e Behmel,
Plochl & Rosenkranz (1984) haviam descrito independentemente a mesma condi¢do
clinica (Neri et al,1988). Em 1996, trés familias carregando delecoes
no gene GPC3 foram relatadas (Pilia et al., 1996), demonstrando pela primeira vez uma
relacdo entre GPC3 e a SSGB. Além disso, camundongos portadores de um knockout
do gene GPC3 exibiram varias caracteristicas fenotipicas que se assemelham a
marcadores clinicos da SSGB, incluindo supercrescimento somadtico, displasia renal,
baco acessorio, polidactilia e placentomegalia (Chiao et al., 2002).

O espectro de manifestagdes da SSGB € amplo, com fendtipos variando de formas
leves em mulheres portadoras a uma forma infantil letal em homens (Neri et al., 1998;

Tenorio et al., 2014). As caracteristicas clinicas tipicas incluem macrossomia pré e pds-


https://decipher.sanger.ac.uk/
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natal, atraso global no desenvolvimento e (ou) DI, facies peculiar e frequentemente
relatada como “grosseira” (olhos proeminentes, hipertelorismo, macrostomia,
macroglossia e ma oclusdo dentdria), entre outras anomalias varidveis como defeitos
cardiacos congénitos, hérnia diafragmatica, mamilos supranumerdrios, anomalias
gastrointestinais, renais e esqueléticas (Pilia ef al., 1996; Neri et al., 1998; Cottereau et
al., 2013; Neri et al., 2013). Além de supercrescimento e das malformagdes congénitas
multiplas, os individuos afetados possuem predisposicdo a progressio de tumores
embriondrios, incluindo tumor de Wilms, hepatoblastoma, rabdominossarcoma,
gonadoblastoma e neuroblastoma (Neri et al., 1998; Lapunzina, 2005; Filmus &
Capurro, 2008; Chan et al., 2013; Cottereau et al., 2013; Tenorio et al., 2014).

Embora menos frequentes, as duplicagdes de GPC3 também foram associadas a
SSGB (Mateos et al., 2013; Cottereau et al., 2014; Kehrer et al., 2016; Mujezinovi¢ et
al., 2016; Vuillaume et al., 2018). Em 2010, uma duplicacdo do glypican 4 (GPC4,
OMIM 300168), um segundo gene que codifica outro membro da familia glipicana,
também foi associada ao fenétipo da SSGB (Waterson et al., 2010). No entanto, esta
duplicagdo patogénica e exclusiva de GPC4 (Waterson et al., 2010) € a tnica descrita
até o momento, embora grandes duplicacdes abrangendo os genes GPC3 e GPC4
tenham sido relatadas (Mujezinovi¢ et al., 2016; Vuillaume et al., 2018). Além disso,
nenhuma variante pontual foi detectada nesse gene (Cottereau et al., 2013), sustentando
GP(C3 como o principal contribuinte monogénico para a SSGB (Vuillaume et al., 2018).
Curiosamente, apesar de ambos estarem duplicados, a alteracdo dos genes GPC3 e
GP(C4 ndo resultou na SSBG no paciente P3.

Em revisdo das duplicacoes Xq26 registradas em bancos de dados publicos,
Vuillaume et al. (2018) observaram que, enquanto a maioria das duplicagdes
intersticiais sdo rearranjos sequenciais (in tandem) (Newman et al., 2015), quatro
duplicacdes totalmente incluidas no GPC3 (nssv584468, nssv13650346, DECIPHER
258050 e 326611) e duas duplicagdbes com ponto de interrupcio em 3’UTR
do GPC3 (nssv1415234, nssv13644225) podem levar a uma perda de funcdo da Gpc3,
interrompendo o quadro de leitura. J4 ao considerar seis duplica¢des (nssv1610317,
nssv3397178, nssvs579235 e DECIPHER 253888, 277238 e 278212) que incluiam
o gene GPC3 inteiro ou com apenas um ponto de interrup¢do em 5’UTR, postularam
que provavelmente a proteina mantém a producio de um transcrito completo, ainda que
ndo seja possivel descartar a presenga de um rearranjo intersticial do gene ou mesmo

uma alteracdo de dosagem devido a um efeito posicional. Segundo os autores, esta
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observacdo de mecanismo molecular foi identificada nos casos clinicos que ndo eram
sugestivos de SSGB (Vuillaume et al., 2018), o que possivelmente explicaria os
achados no paciente P3.

Recentemente, um novo fendtipo foi associado a duplicacdo na regido Xq26,
incluindo o gene GPC3. Mgller et al. (2014) identificaram duplicagOes intersticiais em
X(q25q26 variando de 0,2 a 4,76 Mb em oito familias ndo relacionadas, totalizando sete
mulheres e cinco homens afetados. Os individuos descritos compartilharam um fenétipo
comum, denominado pela primeira vez sindrome de Duplicacdo Xq25q26. Os homens
afetados apresentaram atraso de crescimento intrauterino e pds-natal, além de
dificuldades de alimentacao na infancia. Trés deles apresentaram microcefalia e dois em
cada cinco sofriam de epilepsia. Além disso, trés homens possuiam uma aparéncia facial
distinta com ptose bilateral congénita e orelhas proeminentes e dois deles apresentavam
fenda palatina (Mgller et al., 2014).

Dentre as familias com duplicacdes Xq25q26 relatadas por Mgller et al. (2014),
trés individuos (probandos das familias II, III e IV), além de outro paciente descrito
posteriormente por Hirota et al. (2017), obtiveram regides duplicadas sobrepostas a
duplicacdo detectada em nosso paciente. A comparacdo do fenétipo do paciente P3 ao
de outros individuos com sindrome de Duplicacdo Xq25q26 previamente relatados
demostrou semelhancas significativas entre os pacientes incluindo DI, atraso de fala,
baixa estatura, ptose bilateral, ponte nasal larga, frontal alto, implantacao alta de cabelos
na fronte, orelhas de implantacdo baixa, clinodactilia, hipotonia e hipospadia,

permitindo a conclusdo diagnéstica desse paciente (Tabela V).
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Tabela V. Detalhes clinicos de individuos do sexo masculino com sindrome de Duplicacdo Xq25q26.

Fenétino Paciente P3 Familia II Familia ITI Familia IV Paciente h
P Moller et al. (2014) Mgller et al. (2014) Moller et al. (2014) Hirota et al. (2017)

Deficiéncia Intelectual + + + = +
Epilepsia - Nao especificado + Nao especificado Nao especificado
Atraso de Fala + + + = Nio especificado
Atraso de Crescimento

. + + + + +
Intrauterino
Baixa Estatura + + + - +
Alteracoes Cranianas - Microcefalia Microcefalia Microcefalia Microcefalia

Dismorfismos
Craniofaciais

Regidao Ocular

Regiso Nasal

Regido Oral e Mandibula

Orelhas

Cardiopatia Congénita

Defeitos Digitais
Anomalias Musculares

Anomalias Genitais

Outros

Frontal alto; Implantacio alta
de cabelos na fronte; Retracdo
bitemporal

Ptose bilateral; Sobrancelhas
esparsas, arqueadas e
anOmalas; Cilios longos

Ponte nasal larga e ponta
bulbosa

Prognatismo leve; Palato alto

Implantagdo baixa, em concha
e com relevo pobre

+; Clinodactilia nas maos;
Falanges distais alargadas

+; Hipotonia

+; Inversao peno-escrotal
parcial discreta; Hipospadia
balanoprepucial

Sucg¢do débil; Atraso de
denti¢@o decidua e alteracdes
ortoddnticas; Hipotireoidismo

Sinofre; Ptose bilateral;
Blefarofimose; Telecanto

Ponta nasal larga; Narinas
antevertidas; Filtro nasogeniano
longo e plano

Pequena; Fenda palatina;
Sinéquia oral; Dentes
apinhados; Micrognatia

Grandes e displasicas

+; Clinodactilia e
Camptodactilia nas maos;
Sindactilia nos pés;

+; Hipotonia

+; Hipospadia; Testiculos
pequenos; Criptorquidia

Cifo-escoliose tordacica; Maoes
e pés pequenos com dedos
afilados

Frontal alto; Face pequena

Ptose bilateral

Ponta nasal larga; Filtro longo e
plano

Labio superior fino; Micrognatia

Grandes; Implantagdo baixa

+; Artrogripose em maos

+; Redugdo de massa muscular
+; Hipospadia; Pénis pequeno,
sem testiculos palpaveis;
Hipoplasia escrotal

Vilvula aértica bicdspide;
Escoliose téraco-lombar; Maos e
pés pequenos

Frontal alto; Assimetria facial

Ptose bilateral; Fendas
palpebrais obliquas para baixo

Ponte nasal larga; Narinas
antevertidas

Lébio superior em tenda; Fenda
palatina; Micrognatia;
Sequéncia de Robin

Grandes; Displasicas; Baixa
implantacdo

+; Clinodactilia bilateral;
Sindactilia nos dedos do pé

+; Hipotrofia

+; Hipospadia glandular;
Hipoplasia escrotal; Micropenis

Maos e pés pequenos

Implantacdo baixa de cabelos
na fronte

Ptose; Blefarofimose

Ponte nasal larga

Fenda palatina; Micrognatia

Implantacdo baixa

+; Dupla via de saida
ventricular; Atresia pulmonar

+; Sindactilia

Nao especificado

+; Testiculos e pénis pequenos;
Févea sacrococcigea

Dedos afilados e sobrepostos
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Além das manifestacdes fenotipicas da sindrome de Duplicacdo Xq25q26, o
paciente descrito por Hirota et al. (2017) também apresentou doenga cardiaca congénita,
incluindo dupla via de saida do ventriculo direito e atresia pulmonar, sugerindo que
estas manifestacoes podem fazer parte do fenétipo sindromico. Contudo, apesar de
outras caracteristicas em comum, o paciente P3 ndo apresenta tais achados. De fato,
diferentemente do nosso paciente, a regido duplicada reportada no estudo de Hirota e
colaboradores estendeu-se até a por¢ao mais distal de Xq, incluindo o locus MOSPDI.
Os autores sugeriram que, em combina¢do com GPC3, MOSPDI é um possivel gene
candidato para doenca cardiaca congénita associada a sindrome de Duplicag¢do Xq25q26
(Hirota et al., 2017).

Em 2009, Sanlaville, Schluth-Bolard & Turleau compararam trés grupos de
individuos do sexo masculino com duplica¢des em Xq: distal (Xq26.3-qter), proximal
(Xq21g24) e duplicagdes do locus MECP2 (Xq28), concluindo que todas elas
compartilham caracteristicas semelhantes, apesar do conteido gendmico diferente.
Entretanto, embora os autores sugiram que possa haver um fendtipo comum e
inespecifico associado as duplicagdes Xq em geral, no que tange as alteracdes Xq26
envolvendo o gene GPC3, as sindromes SSBG e de Duplicacdo Xq25q26 possuem
caracteristicas clinicamente distinguiveis.

Dessa forma, os achados detectados no paciente P3 em conjunto aos dados de
estudos anteriores (Mgller et al., 2014; Hirota et al., 2017) reforcam a caracterizacdo de
uma nova condicdo, denominada sindrome de Duplicagdo Xq25q26, identificada por
atraso global no desenvolvimento e(ou) DI, atraso de fala, baixa estatura, facies
caracteristica (fronte alta, ptose bilateral, ponte nasal alargada e orelhas de implantacao
baixa), anomalias digitais e genitais, podendo incluir epilepsia e (ou) doenga cardiaca

congénita.
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4.4. Paciente P4

Paciente nascido em 2002, quando sua mae contava 37 anos, filho tnico de casal
ndo consanguineo; tem uma tia (lado materno) com sindrome de Down, um primo em 1°
grau com sindrome de West e duas primas em 1° grau com dificuldade de aprendizado,
todos pelo lado paterno, sem outros antecedentes familiais relevantes. Nasceu a termo,
por cesdrea, apOs gestacdo complicada por contragdes uterinas a partir do 5° més;
encontrava-se em condi¢des satisfatérias, com peso, comprimento e perimetro cefilico
dentro da normalidade, Apgar 5 e 8, recebendo alta com dois dias de vida.

Evoluiu com atraso do desenvolvimento, em especial da fala, com déficit
significativo de linguagem; teve cromprometimento do crescimento pds-natal, com
atraso de idade 6ssea e refluxo gastroesofagico até os 18 meses; na tltima avalia¢do, aos
16 anos, a estatura estava proxima ao 5° percentil e abaixo do limite inferior do canal
familial. Sem relato de convulsdes até por volta dos 13 anos, quando apresentou de sete
a oito episodios sugestivos de crises parciais, realizando diversos eletroencefalogramas
e ressonancia magnética de cranio sem alteracdes, com remissdo apds introducdo de
carbamazepina. Submetido a exame de caridtipo com técnica de alta resolucao (800
bandas), triagem para erros inatos do metabolismo, avaliagdao oftalmoldgica, audiolégica
e endocrinoldgica, ecocardiograma, ultrassom de rins e vias urindrias, entre outros
exames, todos sem alteracdes relevantes. Ao exame fisico, observado microcefalia,
implantacdo baixa de cabelos na fronte, sinofre, prega epicantica interna bilateral,
estrabismo divergente, filtro nasolabial longo, 1dbio superior fino, microrretrognatia,
palato alto, mamilos invertidos, clinodactilia de 5° dedo (mdos), pés planos,
criptorquidia a direita (corrigida) e hipertricose leve.

A triagem de variantes no cromossomo X pelo método de MLPA indicou uma
duplicacdo englobando os genes SLC6A8 e GDII (Henrique, 2015). Para melhor
caracterizacdo da alteragdo, o teste de microarray foi realizado e confirmou a
duplicagdo, com extensdo de aproximadamente 0,9 Mb em Xq28, ChrX(hgl9):
152957300_153826362, incluindo 36 genes referenciados, entre eles SLC6AS, BCAP31,
ABCDI, SSR4, LICAMI, AVPR2, NAAIO, HCFCI1, MECP2, OPNILW, OPNIMW,
FLNA, EMD, RPLI0, TAZ, ATP6API, GDII, LAG3, G6PD e IKBKG) relacionados a
fendtipos patoldgicos ttps://decipher.sanger.ac.uk/ DECIPHER, 2019) (Figura 9). A

mesma alteracdo estava presente em heterozigoze na mae assintomatica.



60

Figura 9. Mapeamento da regido Xq28 com destaque para os genes duplicados no
paciente P4 (https://decipher.sanger.ac.uk/).

Duplicacdes da regido Xq28 sido considerados os rearranjos cromossomicos
mais frequentemente identificados em pacientes com DI, especialmente em homens
(Shao et al., 2008). Estima-se que tais rearranjos expliquem aproximadamente 1% dos
casos de DI ligada ao X (Lugtenberg et al., 2009; Ramocki, Tavyev & Peters, 2010),
sendo a maioria observada no sexo masculino e herdada de uma mae assintomatica, com
uma inativacdo preferencial do cromossomo X (El-Hattab ef al., 2011; El Chehadeh et
al., 2017), como no caso do paciente P4.

Embora as duplicagdes registradas na literatura tenham tamanhos altamente
varidveis e incluam diversos genes adicionais (del Gaudio et al., 2006; Ben-Shachar et
al., 2009), a maior parte dos estudos na regido Xq28 tem sido direcionada para as
variantes no gene MECP2. De fato, a regido ao redor do locus MECP2 é propensa a
instabilidade gendmica, contendo multiplas repeticdes de baixa coépia (Low Copy
Repeats, LCRs), predispondo a duplicacdes (del Gaudio et al., 2006; Bauters et al.,
2008).

Trés modelos foram propostos como possiveis mecanismos produtores desses
rearranjos: o mecanismo replicativo de forquilha e troca de modelos (FoSTeS)
(Carvalho et al., 2009); a replicagdo induzida por interrupcdo mediada por
Microhomologia (MMBIR) (Bauters et al., 2008) e a juncdo final nao-homdloga
seguida por um mecanismo de reparo induzido por quebra (NHEJ) (Bauters et al., 2008;
Carvalho et al., 2009). A presenga de LCRs nas regides vizinhas ao MECP2 pode

induzir uma estrutura de DNA instdvel e, consequentemente, levar a lesdes de fita de
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DNA e forquilhas colapsadas que facilitam o uso de FoSTeS/MMBIR durante o
processo de replicagdo (Carvalho et al., 2009).

Os homens afetados podem manifestar uma combinagdo de fenétipos varidveis
que foram inicialmente reconhecidos como sindrome de Lubs (OMIM #300260) (Lubs
et al., 1999), incluindo hipotonia, infec¢gdes respiratdrias recorrentes, DI grave, auséncia
do desenvolvimento da fala, convulsdes e espasticidade (Meloni et al., 2000; Meins et
al., 2005; van Esch et al., 2005). O efeito prejudicial das duplicacdes de MECP2 foi
demonstrado em um modelo de camundongo no qual a superexpressdo de Mecp2
resultou em um distirbio neurolégico progressivo semelhante a doenga humana (Collins
et al., 2004). Posteriormente, o MECP2 foi considerado o principal gene sensivel a
dosagem responsdvel pelos fendtipos neurolégicos envolvendo a regido Xq28, fazendo
com que a condi¢do descrita anteriormente como Lubs fosse renomeada como sindrome
de Duplicagdo MECP2 (Ramocki, Tavyev & Peters, 2010; van Esch, 2012).

O gene methyl-CpG-binding protein-2 (MECP2, OMIM 300005) codifica uma
proteina associada a cromatina que atua como regulador da expressdo génica
dependente de atividade, integrando sinais de ativacdo neuronal e marcas epigenéticas
para controlar centenas de genes expressos no cérebro (Chahrour et al., 2008; Ben-
Shachar et al., 2009; Adkins & Gorgel, 2011; Neira et al., 2013). Niveis anormais de
Mepc2 podem resultar na desregulacdo de seus genes-alvo, levando a modulacdo
inadequada das vias reguladas por Mecp2, causando uma maturagdo neuronal deficiente
(Gonzales & LaSalle, 2010). Em camundongos, a superexpressao de Mecp2 causou um
disturbio neurolégico progressivo semelhante a sindrome de Duplicacio MECP2
humana, incluindo movimentos estereotipados e repetitivos, epilepsia, espasticidade,
hipoatividade, tremor, ataxia e morte prematura (Collins et al., 2004).

Com excecao da DI e do comprometimento significativo da linguagem, as
caracteristicas do paciente P4 ndo sdo consistentes com a sindrome de Duplicacio
MECP?2 tipica, pois ndo ha histéria de hipotonia infantil, espasticidade progressiva e,
apesar do relato de crises parciais, ndo foi caracterizada epilepsia. De fato, atualmente, o
MECP2 ja foi implicado em diversos fenétipos que se estendem além da sindrome
clinicamente definida que leva seu nome. Diversas andlises de pontos de quebra em
homens afetados (Clayton-Smith ef al., 2009; Vandewalle et al., 2009; Fusco et al.,
2010; Ramocki, Tavyev & Peters, 2010; El-Hattab et al., 2011; Honda et al., 2012)
sugeriram que genes adjacentes podem ser responsdveis por variacdes no fendtipo.

Além disso, embora o gene tenha sido inicialmente relacionado as principais
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caracteristicas da sindrome de Duplicacio MECP2, a regido duplicada considerada
critica na determinag¢do dessa condi¢do ndo envolve exclusivamente o MECP2, mas
também o gene IRAK] (del Gaudio et al., 2006; Carvalho et al., 2009; Lugtenberg et al.,
2009; Ramocki, Tavyev & Peters, 2010; Sanmann et al., 2012; Shimada et al., 2013;
Yon et al., 2017), ambos duplicados no paciente P4.

O gene interleukin 1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1, OMIM 300283)
pertence a uma familia tnica de proteinas quinases que desempenham um papel
fundamental nas cascatas de sinalizacdo de duas familias de receptores, Toll-like
(TLRs) e interleucina 1 (IL-1Rs) (Gottipati, Rao & Fung-Leung, 2008). Como esses
receptores estdo envolvidos na modulacdo de respostas inflamatérias e imunes
(Gottipati, Rao & Fung-Leung, 2008), foi considerado que pudessem se relacionar a
maior suscetibilidade a infec¢des observada na maioria dos individuos com duplicagdes
Xq28 (Kirk et al., 2010). Entretanto, o paciente P4 ndo apresentou episddios de
infeccoes recorrentes.

Dentre os genes duplicados no intervalo critico do paciente P4, além do
MECP2 e do IRAKI, os genes SLC6AS, LICAM, FNLA, GDII e IKBKG também
possuem uma alta expressio no tecido cerebral, sendo previamente associados a
doencas neurolédgicas (Vandewalle et al., 2009; Fusco et al., 2010; Ramocki, Tavyev &
Peters, 2010; Honda et al., 2012; Neira et al., 2013). O gene solute carrier family
member 8 (SLC6AS, OMIM 300036) desempenha papel importante na fisiologia
muscular e no transporte da creatina (Salomons et al., 2001), uma amina considerada
essencial para a funcdo cerebral adequada (Salomons et al., 2003). Pacientes com
variantes pontuais em SLC6AS apresentam sindrome de Deficiéncia de Creatina ligada
ao X (OMIM, #300352), caracterizada por atraso global do desenvolvimento / DI, além
de atraso signitivativo de fala e linguagem, epilepsia e comportamento autista
(Salomons et al., 2003; van de Kamp et al.,, 2013). Considerando a DI e o
comprometimento de fala e linguagem, € plausivel supor que o SLC6AS8 tenha
contribuido para o fendtipo do paciente P4, no entanto, vale ressaltar que essa
caracteristica é frequentemente descrita em associacdo a variacdes no MECP2. Além
disso, apesar de mais de 140 variantes ja terem sido identificadas no SLC6A8 (Wang et
al., 2018), ndo ha registro de uma duplicagdo isolada at¢ o momento, dificultando o
estabelecimento da correlagdo gendtipo-fendtipo adequada associada a esse gene.

O gene LI cell adhesion molecule (LICAM, OMIM 308840) codifica uma

glicoproteina axonal encontrada principalmente no sistema nervoso, envolvida nos
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processos de migracdo e diferenciacdo neuronal, como adesdo, migragcdo, crescimento
de neuritos e mielinizacdo (Okamoto et al., 2004). Variantes no gene LICAM foram
relacionadas a patogénese de diversas condicoes ligadas ao X clinicamente sobrepostas,
como hidrocefalia isolada ou associada a doenca de Hirschsprung (OMIM #307000),
sindromes MASA (DI, afasia, marcha arrastada e polegares aduzidos) e CRASH
(hipoplasia do corpo caloso, DI, polegares aduzidos, paraplegia espéstica e hidrocefalia
(OMIM #303350), além de agenesia parcial do corpo caloso (OMIM #304100) (Du,
Srivastava & Schwartz, 1998; Fernandez et al., 2010; Vos et al., 2010; Otter et al.,
2017). Especificamente quanto a duplica¢des, Van Camp et al. (1993) e Fernandez et al.
(2010) detectaram duplicacdes do gene LICAM. Os primeiros relatam que essa
alteracdo resultou em um splicing anormal do RNAm, alterando a sequéncia de
aminodcidos, em uma familia com recorréncia de hidrocefalia e DI, enquanto o segundo
grupo de autores descreveu uma duplicacio do LICAM em um paciente com
encefalopatia neonatal e doen¢a de Hirschsprung. No entanto, a participacdo desse gene
no quadro clinico do paciente P4 permanece incerta, uma vez que o atraso do
desenvolvimento também pode se relacionar aos demais genes envolvidos na
duplicacdo. De fato, com excecdo da DI, as caracteristicas dos pacientes com variantes
de perda de funcdo em L/CAM podem ndo ser esperadas em pacientes com duplicacoes
deste gene (Lugtenberg et al., 2009).

A proteina de ligacdo a actina codificada pelo gene filamin A (FLNA, OMIM
300017) reticula a F-actina e liga as proteinas de forma consistente com suas fungdes,
relacionadas a sinalizagdo celular e formacdo do citoesqueleto (Clark et al., 2009).
Variantes no gene FLNA causam um amplo espectro de malformagdes congénitas,
afetando estruturas craniofaciais, esqueleto, cérebro, visceras e trato urogenital
(Robertson et al., 2003). O FLNA € um gene sujeito a inativacdo do X (Clark et al.,
2009; Lugtenberg et al., 2009), sendo descrito como causa relevante dos distirbios
gastrintestinais observados em alguns homens com duplicagdes Xq28, que incluem
risco de aspiracdo e dificuldade com alimentacdo por via oral devido a disfuncdo da
degluticdo (Ramocki, Tavyev & Peters, 2010), o que poderia explicar os episddios de
refluxo gastroesofdgico do paciente P4, além de alteragdes do transito intestinal que
podem variar de uma constipagdo leve a moderada (como no presente caso) até uma
pseudo-obstrucdo intestinal cronica (OMIM #300048) (Clayton-Smith et al., 2009;
Ramocki, Tavyev & Peters, 2010; Lim et al., 2016; Yi et al., 2016). Ademais, nos casos
em que a duplicacdo de Xq28 ndo abrange o gene FLNA, é cogitado que o MECP2 pode
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alterar as regioes reguladoras de FLNA levando a problemas gastrointestinais (Ramocki,
Tavyev & Peters, 2010), demonstrando a importancia do MECP2 no controle de vias
genéticas relacionadas.

Codificando uma proteina que regula a reacdo de troca GDP-GTP dos
membros da familia Rab (Bianchi et al., 2009), o gene GDP dissociation inhibitor 1
(GDI1, OMIM 300104) ¢é altamente expresso no cérebro de camundongos,
especialmente no cértex e hipocampo (Vandewalle et al., 2009). As variantes de GDI1
podem diminuir a afinidade entre o gene e suas proteinas de ligacdo, causando perda de
funcdo (Rejeb, Jemaa & Chaabouni, 2009), ou até mesmo gerando uma ruptura do
processo de exocitose da vesicula sindptica (Kaufman, Ayub & Vicent, 2010). Além da
DI, duplicacdes do gene GDII sdo frequentemente associadas a microcefalia (Madrigal
et al., 2007b; Lugtenberg et al., 2009; Vandewalle et al., 2009), e a hipoplasia do corpo
caloso (Honda et al., 2012; Yamamoto et al., 2014). Considerando que a microcefalia
nao € uma caracteristica consistente de pacientes com sindrome de Duplicacio MECP2
(Lugtenberg et al., 2009), a superexpressdo de GDII seria uma provdvel causa dessa
caracteristica no paciente P4.

O gene inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in b cells, kinase of,
gamma (IKBKG, OMIM 300248) ¢ o membro fundador de uma familia evolutivamente
conservada de quinases tipo NEMO que funcionam em numerosas vias de sinalizagdo
celular (Chiu, Ko & Edery, 2011). Estd principalmente relacionado a incontinéncia
pigmentar ligada ao X (OMIM #308300) (Fusco et al., 2012; Honda et al., 2012), um
distirbio de pigmentacdo da pele, bem como anormalidades em outros tecidos
ectodérmicos como dentes, cabelos, unhas, olhos (Conte et al., 2014), e no sistema
nervoso central, tais como convulsdes, distirbios motores e DI (Mini¢, Trpinac &
Obradovi¢, 2013). Como o IKBKG esté localizado na regido propensa ao rearranjo, foi
considerado que tenha participacao no fenétipo de DI, induzindo a hipoplasia do corpo
caloso em pacientes com duplicacdes Xq28 (Fusco et al., 2010; Honda et al., 2012). No
entanto, embora sua alteracdo possa ter resultado em algum efeito no fenétipo, a real
patogenicidade do IKBKG no paciente P4 permanece indefinida. Sendo assim, estudos
com a identificacdo de duplicacdes isoladas dos genes adjacentes do cluster Xq28 acima
citados podem ser especialmente uteis para delinear as reais implicag¢des clinicas desses
genes.

Grande parte dessa variabilidade em torno dos distirbios de Xq28 tem sido

considerada hipoteticamente como causada por modificadores genéticos, variantes de
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genes envolvidos nas vias reguladas pelo MECP2 (Lugtenberg et al., 2009; Gonzales &
LaSalle, 2010; Ramocki, Tavyev & Peters, 2010; Breman et al., 2011; Honda et al.,
2012; Sanmann et al., 2012). De fato, as duplica¢des que resultam no rompimento de
regides regulatdrias de genes proximos em Xq28 podem ndo levar ao fen6tipo classico,
mas podem contribuir ou até mesmo modificar a gravidade das caracteristicas clinicas
resultantes da sindrome de Duplicacdo MECP2 (Gonzales & LaSalle, 2010; Sanmann et
al., 2012). Além disso, fatores de suscetibilidade genética, tanto prejudicial quanto
protetora, assim como niveis varidveis de expressio de RNAm dos genes duplicados
oferecem possiveis bases genéticas para o espectro fenotipico dessa condi¢ido (Sanmann
etal.,2012).

Nesse sentido, foi recentemente proposto que as regides duplicadas de Xq28
responsdveis pela DI sejam separadas em trés regides distintas: MECP2 (sindrome de
Duplicacdo MECP2, OMIM #300260) (Meins et al., 2005; van Esch et al., 2005); GDI1
(sindrome de Duplicacdo Xq28 mediada por LCRs designadas como “K” e “L”, OMIM
#300815) (Vandewalle et al., 2009); e RAB39B (sindrome de Duplicacdo Xq28 mediada
pelo intron 22 regido homdloga 1 (int22h-1) e 2 (int22h-2), OMIM #300815) (El-Hattab
et al., 2011), dependendo de qual parte da banda estiver duplicada (Yamamoto et al.,
2014; Ward et al., 2018). A predisposi¢do a infec¢do, epilepsia, e espasticidade parecem
ser a principal disting@o fenotipica entre a duplicagdo mediada por K/L e a mediada por
int22h-1/int22h-2, como detalhado no estudo de Ward e colaboradores (Ward et al.,
2018).

Apesar das trés condi¢des mencionadas acima, eventos de duplicacdo
combinada de genes Xq28, como o apresentado pelo paciente P4, também sdo relatados
com frequéncia. A variabilidade fenotipica observada nessas duplicag¢des particulares de
X(q28 dificulta a determinacdo de qual parte do fendtipo pode ser atribuida a cada gene
duplicado especificamente. No entanto, em casos combinados, a duplicacdo do MECP2
poderia ser considerada um fenétipo dominante em relagdo as sindromes de Duplicacio
Xq28 distais (Ward et al., 2018). Ward et al. (2018) observaram por meio da andlise de
estudos anteriores (Lugtenberg et al., 2009; Bartsch et al., 2010; Yamamoto et al.,
2014) que cendrios de duplicacdes abrangendo MECP2 e GDII ou MECP2, GDII e
RAB39B possuem um fenoétipo indistinguivel da sindrome de Duplicagio MECP2.
Contudo, embora as caracteristicas altamente similares dos pacientes relatados sejam

principalmente atribuidas a superexpressdo do MECP2, efeitos de dosagem de qualquer
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um dos outros genes dentro da duplicacdo ndo podem ser excluidos (Bauters et al.,
2008).

Em resumo, o paciente P4 apresenta uma duplicagdo intersticial além da regiao
mais curta sobreposta a sindrome de duplicacado MECP2, incluindo os genes FLNA e
GDII, mas ndo distal o suficiente para incluir o RAB39B. Além da DI e do atraso de
fala, proprios da sindrome de Duplicacdo MECP2, o paciente apresentou sinais
adicionais como refluxo gastroesofdgico e microcefalia que foram associadas a genes
adjacentes também duplicados no segmento. Com base na menor regido de sobreposi¢ao
em individuos relatados com duplicagdes Xq28, destacamos que a dosagem aumentada
do MECP2 pode, em si, ser responsabilizada pelo fendtipo da DI, embora nossos
resultados também apdiem a hipdtese de que outros genes Xq28 sensiveis a dosagem,

como FLNA e GDII, quando duplicados, modulem o fen6tipo dos individuos afetados.
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5. CONCLUSOES

A anélise molecular por microarray permitiu a caracterizacao de quatro CNVs
patogénicas no cromossomo X, sendo trés duplicacdes e uma delecdo, em regides
sabidamente associadas a DI. Dentre as alteracOes, os genes IQSEC2, BRWD3, GPC3,
MECP2, FLNA e GDII foram determinantes na contribuicao do fenétipo dos individuos
da casuistica.

Os resultados deste estudo corroboram a relevancia das variantes patogé€nicas
do cromossomo X entre os fatores genéticos da DI e permitiram a elucidacdo

diagnéstica e o aconselhamento genético adequado para as familias envolvidas.
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7. ANEXOS

7.1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - gwm
CAMPUS CAMPINAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DO CROMOSSOMO X EM INDIVIDUOS COM DEFICIENCIA
INTELECTUAL DE CAUSA INDETERMINADA

Pesquisador: Pamela Pontes Henrique

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de anélise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 45740415.8.0000.5404

Instituicio Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP

Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.280.941

Apresentacao do Projeto:

A deficiéncia intelectual ligada ao X (DILX) € uma das causas genéticas mais frequentes de deficiéncia
intelectual (DI), ocorrendo em 10% a 12% de todos os homens afetados, provavelmente pelo maior numero
de genes do cromossomo X em comparagdo a qualquer segmento autossémico. Cerca de 100 genes seriam
determinantes de DILX, contudo, mesmo com o conhecimento do papel de varios deles, ha aspectos a
serem elucidados, como a contribuicdo de cada um na determinagdo da Dl ou ainda as correlagdes gendtipo
-fenétipo, cuja analise depende da investigagdo genética em individuos com Dl idiopatica. O objetivo da
presente proposta € a investigar alteragdes em genes do cromossomo X em 100 individuos do sexo
masculino com atraso global do desenvolvimento ou DI de origem indeterminada. Tal estudo sera
complementar ao projeto de pesquisa que analisou individuos com DI (REF CEP: N° 252.097 / CAAE
09052712.5.0000.5404), avaliando aqueles cuja etiologia permaneceu indeterminada apés realizacéo dos
exames propostos no mesmo. Para esses, sera realizada a investigagéo de variagdes no numero de cépias
de DNA (CNVs — Copy Number Variations) pelo método array Comparative Genomic Hidridization (array-
CHG). A anélise dos dados seréa descritiva, com embasamento em artigos e banco de dados e com
validagédo dos resultados por técnica independente. O aumento na
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identificacdo das causas de DI pela aplicagdo dessas técnicas devera contribuir para o conhecimento dessa
condigéo, aprimorando o processo de determinagéo do diagnéstico etiolégico e do aconselhamento genético
das familias envolvidas.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario: Investigacao de alteragdes em genes do cromossomo X em individuos do sexo masculino
com atraso global do desenvolvimento ou DI de causa n&o esclarecida.

Objetivo Secundario: Revis&o e atualizagdo da literatura quanto a investigagéo genética em deficiéncia
intelectual de causa indeterminada, com énfase na DILX; Aplicagéo da técnica de array-CHG para investigar
a presenga de CNVs em genes do cromossomo X, Analisar a relevancia patogénica das alteragtes
encontradas e confirma-las por técnica independente.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo informagdes da pesquisadora:

Riscos: Os riscos estdo associados ao procedimento de recoleta de sangue, porém sdo minimos, podendo
ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta, que sera realizada por profissional treinado e
habilitado.

Beneficios: Como beneficio desse estudo, espera-se pesquisar possiveis alteragdes no material genético
dos individuos investigados, ou mesmo de seus genitores, as quais possam se relacionar ao problema que
apresentam.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Critério de Incluséo: Serdo incluidos individuos com atraso global do desenvolvimento ou DI, estudados por
Lincoln-de-Carvalho {(2009) e REF CEP: N° 252 097 /CAAE 09052712.5.0000.5404, que obtiveram
resultados normais nos exames propostos.

Critério de Excluséo: Seréo critérios de exclusao: a determinagéo do diagnéstico etioldgico durante a
execugdo do exames propostos pelos estudos anteriores Lincoln-de- Carvalho (2009) e REF CEP: N°
252.097 /CAAE 09052712.5.0000.5404, a auséncia de atraso global do desenvolvimento ou Dl e a recusa
na participacdo da pesquisa pela ndo assinatura do termo de Reconsentimento.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Foram analisados os seguinte documentos:
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1-Informagdes basicas do projeto (PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETGO_516934 pdf 05/10/2015
21:00:13);

2-Projeto detalhado (Proj_doc2015_Pamela141104_1.pdf 05/10/2015 11:22:18);

3-Folha de rosto (Folha.pdf 05/10/2015 11.21:23);

4- Termo de reconsentimento (Termo_Reconsentimento_ProjetoPamela_vs2.pdf 05/10/2015 11:18:44),

5- Carta resposta (Carta_Ao_CEP_2015.pdf 05/10/2015 11:19:22).

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Todas as pendéncias foram esclarecidas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizag&o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés anélise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnoéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve serinformado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de
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mo

projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-

las também a mesma, junto com o parecer aprovatoério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste

parecer de aprovagdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item X|.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Justificativa de

Auséncia

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETCO 516934.pdf 21:00:13
Projeto Detalhado / | Proj_doc2015_Pamela141104_1.pdf 05/10/2015 |Pamela Pontes Aceito
Brochura 11:22:18 | Henrique
Investigador
Folha de Rosto Folha.pdf 05/10/2015 |Pamela Pontes Aceito

11:21:23 | Henrique
Qutros Carta_Ao_CEP_2015 pdf 05/10/2015 |Pamela Pontes Aceito
11:19:22 | Henrique
TCLE / Termos de | Termo_Reconsentimento_ProjetoPamel | 05/10/2015 |Pamela Pontes Aceito
Assentimento / a vs2pdf 11:18:44 | Henrique

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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CAMPINAS, 14 de Outubro de 2015

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
{Coordenador)
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7.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

.
S",é. Universidade Estadual de Campinas

-, ' Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM)
'.} Departamento de Genética Médica
UNICAMP

Titulo do projeto: AMPLIACAO DA INVESTIGAGAO GENETICA EM INDIVIDUOS COM DEFICIENCIA INTELECTUAL DE ORIGEM
INDETERMINADA: ASSOCIAGAO DE ESTRATEGIAS CITOGENETICAS E MOLECULARES.

Responsadveis: Carolina Rodrigues Lincoln de Carvalho, Pamela Pontes Henrique, Antonia Paula Marques de Faria e Maricilda P. de
Mello.

Eu entendo que eu fui ou meu/minha filho(a) foi convidado(a) a participar de projeto de pesquisa envolvendo pessoas com
deficiéncia intelectual (DI) ou atraso do desenvolvimento neuromotor de causa ndo esclarecida. O objetivo geral do estudo é
investigar alterages nos cromossomos pelas técnicas de MLPA e aGH.

Concordando em participar, responderei perguntas sobre nosso histdrico familial e médico. Sera coletada uma amostra de
sangue de meu/minha filho(a) e, quando necessario, minha e do(a) pai(m&e). A amostra terd de 10 a 15 ml (ou uma colher de
sopa); a coleta serd feita por profissional habilitado, em geral no brago; os riscos sdo minimos, como dor e manchas roxas
(equimoses) no local. Conforme os resultados, sera feita outra coleta para confirmagao.

Fui informado(a) que a unica vantagem dessa participagdo sera conhecer uma possivel alteragdo nos cromossomos do meu
filho(a) ou mesmo nos meus, a qual podera se relacionar ao problema que ele(a) apresenta. Sendo encontrada alguma alteragéo,
logo serei comunicado(a) e orientado(a) sobre as consequéncias da mesma. A esse respeito, fui informado(a) que na rotina do
atendimento do Servigo de Genética Clinica do HC-UNICAMP é realizado o aconselhamento genético, por médicos especialistas em
Genética Médica e que, caso tenha interesse, serdo agendadas consultas especificas para complementar esse procedimento, que
inclui explicagBes detalhadas sobre a condi¢do genética que meu filho(a) apresenta, as alternativas para melhorar seu
desenvolvimento e qualidade de vida, prevenir eventuais complicagdes relacionadas a seu problema e ainda as chances de
recorréncia em outros familiares. Em caso de duvida, a qualquer momento poderei contatar a FCM-UNICAMP, na pessoa da Dra.
Antonia Paula Marques de Faria (fones: 19-3521.8908 ou 3521.8907).

Estou ciente que a participagdo é voluntaria e ndo haverda nenhuma despesa, pois a coleta serd feita durante consultas
regulares no HC-UNICAMP. Posso recusar ou retirar meu consentimento e interromper a participagdo do meu/minha filho(a) a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue), sem interromper os cuidados médicos que ela(a) recebe ou
recebera nesse hospital. Entendo que toda informagdo médica, assim como os resultados deste estudo serdo sigilosos; se
resultados, informacdes e fotografias forem utilizados em publicagdo cientifica, ndo serdo identificados de qualquer forma.

Confirmo que a Dra. Antonia P. Marques de Faria ou o(a) médico(a) responsavel Dr.(a). explicou
objetivos e procedimentos, além de riscos ou desconfortos advindos deste projeto. Li, ou me foi explicado, e compreendi este
formulario e concordo com a participagdo de meu/minha filho(a). Assinarei duas vias deste termo, uma ficard comigo e outra com
os pesquisadores responsaveis. Em caso de dividas ou reclamacées, fui informado que poderei contatar o Comité de Etica da
FCM-UNICAMP, Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126 — CEP 13083-887 Campinas, SP; fones:19-3521.8936 ou 3521-7187, e-mail:
cep@fcm.unicamp.br.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

() Concordo em participar desta pesquisa, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do material biolégico, que devera
ser descartado ao final da mesma.

() Concordo em participar desta pesquisa e AUTORIZO o armazenamento do material bioldgico, mediante o meu
consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

() Concordo em participar desta pesquisa e AUTORIZO o armazenamento do meu material bioldgico, dispensando o meu
consentimento a cada nova pesquisa, desde que a mesma seja aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela
CONEP.

Nome do sujeito da pesquisa RG
Nome do responsavel legal RG
Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal Local e Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR
Eu expliquei o objetivo deste estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo advir da
pesquisa e me comprometo a fornecer uma cépia deste formulario de consentimento ao responsavel pelo(a) participante.

Nome e assinatura do pesquisador RG Local e Data
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