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INTRODUCAO



I. INTRODUCAO

1.1. Deficiéncia Mental

A Deficiéncia Mental (DM) é definida como a incapacidade cognitiva
caracterizada por limitacGes significativas nas funcdes intelectuais e no comportamento
adaptativo, que se manifestam nas habilidades conceituais, sociais e préticas,
originando-se antes dos 18 anos de idade (World Health Organization, 1992; American
Psychiatric Association, 1994).

De acordo com o coeficiente de inteligéncia (QI) dos individuos afetados, a DM
pode ser classificada em leve (QI entre 70 e 50), moderada (QI entre 50 e 35), grave (QI
entre 35 e 20) e profunda (Ql menor que 20). As formas moderada e grave tém
frequéncia populacional de 0,3 a 0,5% e a forma leve, de 1 a 3%. A DM leve
corresponde a aproximadamente 80-85% dos casos de DM e esta geralmente associada
a niveis socioecondmicos baixos; tem etiologia predominantemente multifatorial e a
desnutricdo aparece como sua principal causa ambiental. JA a DM moderada - profunda
tem frequéncia semelhante nos diferentes niveis sociais, uma indicacdo do componente
genético predominante em sua etiologia. As estimativas da frequéncia da DM variam
entre diferentes estudos epidemioldgicos, podendo atingir até 10% em paises muito
pobres, devido especialmente aos altos indices de desnutricdo (Chiurazzi e Qostra,
2000; Toniolo, 2000).

As formas mais graves de DM geralmente estdo associadas a outras
manifestacdes clinicas, constituindo sindromes de mdltiplas anomalias congénitas e
DM. As formas sindromicas de DM sdo aquelas que tém o diagndstico etioldgico mais

frequentemente estabelecido. Entretanto, em cerca da metade dos casos de DM



moderada - profunda a causa permanece desconhecida. As principais causas genéticas
de DM moderada - profunda sdo as anomalias cromossomicas e as mutacGes em genes
Unicos. Além das alteragcbes cromossdmicas detectaveis por técnicas citogenéticas
convencionais, delecGes e duplicacbes cromossémicas submicroscopicas (CNV, Copy
Number Variation) foram mais recentemente identificadas como causa de cerca de 15 -
20% da DM em pacientes com cari6tipo normal (revisdo em Devriendt e Vermeesch,

2004; Rosenberg et al., 2006).

1.2. Deficiéncia mental com heranca ligada ao cromossomo X

Varios estudos em coortes de afetados por deficiéncia mental (DM) permitiram
estimar que ha 30%-40% mais afetados do sexo masculino (revisdo em Mandel e
Chelly, 2004; revisdo em Ropers e Hamel, 2005). A observacao de familias em que a
DM era claramente de heranca ligada ao cromossomo X (DM-X) levou Lehrke (1972) a
considerar mutagGes no cromossomo X como explicacdo para o excesso de homens
afetados por DM em relacdo a mulheres, observacdo feita inicialmente por Penrose
(1938). Essa possibilidade, sem duvida, atraiu a atencdo de varios grupos de pesquisa
para a busca dos genes do cromossomo X relacionados a DM.

No momento da redacdo deste trabalho, eram conhecidos 85 genes no
cromossomo X cujas mutacdes sdo responsaveis por DM sindrémica e 39 genes
mutados na DM ndo sindromica, dos quais 17 foram também associados a DM
sindrémica. Assim, 107 genes do cromossomo X ja tinham sido associados a DM.
(Greenwod Genetic Center - XLMR Update, Novembro 2012). Nos autossomos, cerca
de 400 genes tiveram mutacdes identificadas como causa de DM e, portanto,

aproximadamente 16% dos genes ja associados a DM estdo no cromossomo X, que



contém apenas 5% dos genes humanos; essa propor¢do entre genes autossémicos e do
cromossomo X identificados como causa de DM vem-se mantendo, ndo diferindo
daquela estimada em 2004 por Inlow e Restifo.

Em parte, esse excesso de mutacBes relacionadas a DM, identificadas no
cromossomo X, deve decorrer da maior facilidade no mapeamento de doencas causadas
por mutacdes no cromossomo X e também do esforco de vérios laboratorios de pesquisa
para identificar a causa da DM-X. Entretanto, o real enriquecimento de genes
relacionados a fungdo cerebral no cromossomo X é assunto abordado por varios autores
(Turner e Pardington, 1991; Graves et al., 2002; Zechner et al., 2001). Essa
concentracdo de genes com papel na funcéo cerebral no cromossomo X ocorreria como
consequéncia da mais rapida fixacdo de mutacOes recessivas, sob sele¢do positiva, no
cromossomo X em comparacdo aos autossomos (Faster X Hypothesis; Vicoso e
Charlesworth, 2006). A observacdo de que genes do cromossomo X tém expressao
maior no cérebro de mamiferos do que genes autossdmicos, em comparagdo com
tecidos somaticos, veio apoiar a hipdtese de que genes importantes para a funcao
cerebral concentraram-se no cromossomo X durante a evolucdo (Nguyen e Disteche,
2006). Como sintetizam Lubs et al. (2012), o0 macho XY pode ter sido o animal
experimental e a fémea XX, o armazém para mutagdes vantajosas e deletérias.

A sindrome mais frequente entre as sindromes de DM-X é a sindrome do X
fragil (SXF), que resulta de mutacdo no gene FMR1 (Fragil X Mental Retardation 1) e
afeta um em cada 4.000-6.000 homens e uma em cada 8.000-9.000 mulheres (Crawford
et al., 2001). E responsavel por aproximadamente 25% dos casos familiais de DM-X
(Fishburn et al., 1983) e, entre pacientes do sexo masculino com DM, a SXF tem
frequéncia de aproximadamente 2,5% (Biancalana et al., 2004; Strom et al., 2007).

Com base nessas frequéncias, estima-se que cerca de 10% dos individuos do sexo



masculino com DM tém uma forma de DM-X (Ropers e Hamel, 2005). Esses 10% est&o
longe de explicar o excesso de cerca de 30% de homens com DM em relagdo as
mulheres. Diferencas no desenvolvimento embrionario do homem e da mulher,
tornando os homens mais susceptiveis a agressdes ambientais, ou polimorfismos no
cromossomo X associados a outros fatores sdo possibilidades aventadas para explicar a
fracdo da DM no sexo masculino que ndo seria decorrente de mutacdes em genes Uinicos
do cromossomo X (Mandel e Chelly, 2004).

Diante da reconhecida importancia das mutacdes em genes do cromossomo X
como causa de DM-X, concentraram-se esfor¢os para a identificagdo desses genes,
aplicando-se diferentes estratégias. A abordagem mais utilizada e que permitiu a
identificacdo da maioria dos genes relacionados a DM-X (39,1%) foi o estudo de
ligagdo, utilizando marcadores moleculares, e a subsequente analise dos genes
candidatos. Em algumas familias pequenas, o uso de marcadores moleculares,
permitindo a exclusdo de segmentos do X ndo associados a doenca, também tem
permitido a identificacdo do gene mutado. Esse foi, por exemplo, o caso do estudo em
nosso laboratdrio que levou a identificacdo de mutacdo no gene UBE2A (Ubiquitin-
conjugating enzime E2A) como causa de nova sindrome de DM-X (Nascimento et al.,
2006). A analise dos pontos de quebra de translocacdes X-autossomo em mulheres
afetadas por DM e de outras alteracdes estruturais do cromossomo X associadas a DM
também tem sido produtiva, indicando genes alterados pelas quebras (27,6 %). Outra
estratégia ha muito utilizada é a busca de muta¢Ges num gene, com base no defeito
metabolico (6,7%) ou na via molecular (5,7%), cuja associacdo com a doenca tenha sido
verificada. Outras estratégias foram introduzidas mais recentemente, como a busca de
microdeleces e microduplicacbes cromossdmicas, com a utilizacdo de arrays

genébmicos (3,8%). O sequenciamento global de regides codificadoras de genes do



cromossomo X em familias com DM-X permitiu a identificacdo de 17,1% dos genes
mutados ja identificados (Greenwod Genetic Center - XLMR Update, Novembro 2012).
Ao longo dos ultimos cinco anos, observa-se um aumento continuo no nimero de genes
relacionados a DM-X identificados, consequéncia dos avangos nas técnicas de
sequenciamento (revisdo em Lubs et al., 2012).

Quando se consideram 0s genes do cromossomo X ja relacionados a DM,
verifica-se que suas mutagdes ndo sdo suficientes para explicar os 10% estimados de
DM-X. Excetuando o gene FMR1, cuja mutacdo causa a sindrome do X fragil, as
mutacdes nos genes no cromossomo X ja associados a DM ocorrem com frequéncias
baixas tanto nas familias com padrdo de heranca ligada ao X como entre 0S casos
isolados. No estudo (de Brouwer et al., 2007) de 600 familias do banco de familias com
DM-X do EuroMRX Consortium, ndo incluindo a sindrome do X fragil, mutacdes em
90 genes do cromossomo X anteriormente associados a DM foram detectadas em cerca
de 42%, das familias com afetados em diferentes gerac@es, indicando heranca ligada ao
X; portanto, quando se considera que as familias com a sindrome do X fragil
representam 25% das familias com DM-X, as mutacfes detectadas explicariam cerca
da metade dos casos de DM-X. Nesse mesmo estudo, 17% das familias com afetados
em apenas uma irmandade tiveram a DM explicada por muta¢fes no cromossomo X e,
entre 0s casos isolados de DM, apenas 1,4%. Os autores estimaram que, excluindo-se o
FMR1, os genes mais frequentemente alterados - ARX (Aristaless Related Homeobox),
MECP2 (Methyl CpG binding protein 2), POBPI (Polyglutamine binding protein 1) e
SLC6A8 (Solute carrier Family 6 neurotransmitter transporter creatine, member 8) -
contribuam para 20% dos casos familiais de DM-X e para 1,4% dos casos isolados de

DM no sexo masculino.



Tarpey et al. (2009) empreenderam um grande esforco para identificar genes
mutados em 208 familias em que a deficiéncia mental segregava com um padréo
indicativo de heranga ligada ao cromossomo X, realizando o sequenciamento de exons
de 718 genes do cromossomo X, cobrindo cerca de 65% da regido codificadora do
cromossomo X. Esse estudo identificou nove novos genes associados a DM-X, mas a
mutacdo causal sé foi identificada em 25% das familias. Esse numero relativamente
pequeno de mutacOes detectadas pode ter diversas explicagdes: a ndo deteccdo de
variacfes no numero de cépias do DNA, a localizacdo das mutacGes em genes nao
sequenciados ou em regides nao estudadas nos genes, como introns, regides reguladoras
ou outras regides ndo codificadoras ou ainda a incluséo de familias que ndo teriam DM-
X, pois havia familias com afetados apenas em irmandades.

As dificuldades na avaliacdo do significado patogénico de substituicdes de par
de bases, no estudo de sequenciamento em larga escala realizado por Tarpey et al.
(2009), foram discutidas por Raymond et al. (2009). Por exemplo, grande parte das
mutacbes nonsense nao pdde ser relacionada a deficiéncia mental porque nao
segregavam com a doenca na familia ou estavam presentes em individuos da amostra
controle; mostrou-se, assim, que cerca de 1% dos genes do cromossomo X podem
aparentemente perder a funcdo e ndo ter impacto clinico evidente, quando em
hemizigose. No caso das mutacbes missense, a decisdo sobre a natureza patogénica fica
ainda mais dificil. Tarpey et al. (2009) usaram critérios rigidos para buscar o significado
das 983 substituicbes diferentes que encontraram; além do estudo de segregacao nas
familias, investigaram amostras controle com mais de 1000 individuos; levaram
também em consideracdo a conservacdo evolutiva dos aminoacidos substituidos; o

namero de variantes do gene foi outro aspecto avaliado, pois, se maior do que a taxa de



evolugdo do gene, é indicativo de selecdo positiva e, numa amostra de individuos com
deficiéncia mental, incluiria também aquelas variantes causadoras da doenca.

Em resumo, a estimativa de aproximadamente 10% para DM-X ndo s6 deixa de
explicar o excesso de homens com DM em relagdo a mulheres afetadas, mas também
ndo é explicada pelas mutacGes nos 107 genes do cromossomo ja relacionados a DM.

A contribuicdo de microdele¢des e microduplicagbes (CNV), no cromossomo X
para DM-X vem sendo investigada nos ultimos anos, por meio de microarrays
dedicados ao cromossomo X. Microdelegdes e microduplicagfes (aparentemente
patogénicas maiores do que 100 kb foram identificadas no cromossomo X em cerca de
5% das familias com heranca ligada ao X, catalogadas no EuroMRX Consortium e a
mais frequente dessas alteracbes foi a microduplicagdo que incluia o gene MECP2
(Lugtenberg et al., 2007). Essa microduplicagdo tinha sido antes identificada como
responsavel por cerca de 1% da DM-X (Van Esch et al., 2005). Mais recentemente,
Whibley et al. (2010) detectaram CNV patogénicas no cromossomo X em cerca de 10%
das 251 familias em que a DM segregava com padréo de heranca sugestivo de ser ligada
ao cromossomo X. Nessas familias, nenhuma mutacdo de ponto fora detectada no
estudo anterior do grupo, que sequenciou a regido codificadora da maioria dos genes do
cromossomo X (Tarpey et al., 2009). Esses estudos mostram que 0s microrrearranjos do

cromossomo X podem explicar parte da DM-X.

1.3. Inativacdo do cromossomo X e deficiéncia mental

A inativacdo do cromossomo X nas fémeas de mamiferos, mecanismo de

compensacdo da dose génica entre machos e fémeas, é estabelecida no inicio do

desenvolvimento embrionario, de forma aleatoria e clonal, pois, uma vez inativado, o



cromossomo X mantém-se inativo nas células descendentes. As fémeas sdo, assim,
mosaicos quanto ao cromossomo X inativo, que pode ser 0 materno ou o paterno em
cada uma de suas células, com igual probabilidade. Consequentemente, as fémeas se
distribuem de acordo com uma curva normal quanto a porcentagem de células com o
cromossomo X materno ou paterno inativo, como demonstrado por Amos-Landgraf et
al. (2006), em estudo de 415 mulheres adultas da populacdo geral. Esses autores
verificaram que apenas 1,7% das mulheres apresentavam padrdes de inativacdo com

desvios extremos (>95:5); concluiram que uma mulher qualquer da populacéo, com tal

padréo de inativacdo, tem probabilidades pelo menos iguais de ser portadora ou ndo de
mutacdo no cromossomo X que afeta a razdo de inativacdo, justificando-se a
investigacdo de patologias de heranca ligada ao X em sua familia.

As mutacbes no cromossomo X que causam deficiéncia mental aparecem
frequentemente associadas a desvio de inativacdo do cromossomo X nas mulheres
portadoras. Plenge et al. (2002) observaram que essas mutacdes estdo preferencialmente
no cromossomo X inativo de portadoras em 20 tipos distintos de DM-X, sugerindo que
0 desvio de inativacao é devido a selecdo contra aquelas células cujas mutacGes estdo no
cromossomo X ativo. Cerca de 50% das portadoras tinham desvios de inativacdo na
proporcdo >80:20 e um terco delas apresentavam desvios na propor¢do >90:10,
comparado com desvios >80:20 em apenas 9% das 205 mulheres do grupo controle. Os
autores concluiram que o desvio de inativacdo extremo em maes de meninos com
deficiéncia mental é caracteristica comum de mutagdes em genes do cromossomo X que
causam deficiéncia mental, aparecendo como especifico para certas mutacbes. Esse
padrdo desviado da inativacdo seria consequéncia da vantagem proliferativa das células

com o alelo normal ativo.



Em estudo realizado em nosso laboratorio, Coqueti (2011) determinou o padréo
de inativagdo do cromossomo X em 100 genitoras de meninos, casos isolados de
deficiéncia mental moderada a grave, associada a outros sinais clinicos néo
caracteristicos de sindrome conhecida; todos tinham cari6tipos normais e teste negativo
para a sindrome do cromossomo X fragil. Onze mulheres (11%) apresentaram padrédo de
inativacdo do X com desvios extremos (> 98:2), frequéncia significativamente maior do
que aquela observada por Amos-Landgraf et al. (2006) em mulheres adultas da
populacdo geral. A raridade de desvios tdo extremos na populacéo levou a concluséo de
que as mdes dos afetados que apresentavam tais desvios eram portadoras de mutagéo no
cromossomo X, que causava a deficiéncia mental em seus filhos. Foi, assim, estimada
em 11% a frequéncia de deficiéncia mental entre meninos casos isolados de deficiéncia
mental (1C 95% = 0,056 - 0,188), sem incluir a sindrome do X fragil, responsavel por
2,5% a 3% da deficiéncia mental no sexo masculino. Essa estimativa para a propor¢éo
de DM-X entre individuos do sexo masculino, que constituem casos isolados de DM, ¢
da mesma ordem de grandeza das estimativas baseadas (a) na frequéncia da sindrome
do X fragil em coortes de homens com deficiéncia mental e entre familias com
deficiéncia mental de heranca ligada ao X ou (b) nas inferéncias da prevaléncia de
deficiéncia mental e de deficiéncia mental causada por mutagdes no cromossomo X, na
populacdo geral masculina (revisdo em Ropers e Hamel, 2005). Entretanto, a frequéncia
estimada para os casos isolados por Coqueti (2011) deve ser uma subestimativa,
considerando que os desvios extremos do padrdo de inativacdo ocorrem em apenas um
terco das portadoras obrigatorias de mutacdes que causam DM-X (Plenge et al., 2002).
Com base nos resultados desse estudo, foi indicada a avaliacdo do padrdo de inativacao

do cromossomo X em maes de individuos do sexo masculino, casos isolados de
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deficiéncia mental, considerando a deteccdo de desvio extremo da inativacdo indicativa
de DM-X.

Para investigar se 0s desvios extremos no padréo de inativagdo nas portadoras de
mutacdo do cromossomo X decorrem de efeito priméario no padrdo de inativacdo ou sdo
secundérios a selecdo durante o desenvolvimento, Muers et al. (2007) estudaram a
expressdo do gene Atrx, no desenvolvimento de camundongos. Muta¢cdes no gene
humano ATRX causam DM-X e as mulheres portadoras dessas mutacfes apresentam
desvio extremo no padrdo de inativacdo do cromossomo X. O padrdo de inativacdo foi
determinado em fémeas de camundongos heterozigotas quanto a mutacdo no gene Atrx
e fémeas sem a mutacdo, avaliando a presenca ou ndo da proteina, por imuno-
histoquimica. Nos embrides com oito dias de idade, ndo houve diferenca entre o nimero
de células Atrx-negativas e positivas, 0 que permitiu a conclusédo de que, a inativacdo do
cromossomo X & casual no momento em que € estabelecida. A andlise de diferentes
tecidos durante o desenvolvimento mostrou declinio de células que ndo expressavam a
proteina, uma indicacdo de que o desvio da inativacdo do X observado em tecidos das

fémeas adultas resulta da selecao celular, durante a formacédo dos tecidos.

11



OBJETIVOS



Il. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi buscar alteracdes no cromossomo X responsaveis
pela deficiéncia mental: (A) em familias, em que ocorriam afetados por deficiéncia
mental, num padrdo de heranca ligada ao X e (B) em familias com pelo menos dois
afetados do sexo masculino numa irmandade, tendo sido afastadas a sindrome do
cromossomo X fragil e alteracdes cromossdmicas. No primeiro caso (A), investigamos
microdelecdes e microduplicacbes do cromossomo X, procedemos a0 mapeamento da
deficiéncia mental, restringindo o segmento cromossomico candidato e, genes contidos
nessa regido cromossOmica, que se expressam no cérebro, foram considerados
candidatos e avaliados quanto a presenca de mutacdes. Numa etapa posterior, alguns
exomas de propositos foram sequenciados. No segundo caso (B), com base nas
indicacdes de que os desvios extremos de inativagcdo do cromossomo X em uma mulher
estdo associados com alta probabilidade a mutacdes no cromossomo X e na observagéo
de que esses desvios estdo significativamente aumentados em mulheres certamente
portadoras de mutacGes que causam deficiéncia mental de heranca ligada ao X,
avaliamos a presenca de desvios extremos na inativacdo do cromossomo X nhas
genitoras dos afetados. Foram selecionados para investigacdo de microduplicacdes e
microdelecdes no cromossomo X, aqueles pacientes cujas maes apresentavam
inativacdo do cromossomo X com desvio completo.

Encontrar novas mutagdes que causam DM-X pode contribuir, ndo somente para
explicar o excesso de homens em relacdo a mulheres com DM na populagéo ou 0s casos
esperados de DM-X ndo explicados pelas mutacBes conhecidas, mas também para
compreender o papel desses genes no sistema nervoso central e suas implicagdes no

desenvolvimento da inteligéncia e das habilidades cognitivas e sociais. Além da
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contribuicdo para a pesquisa basica, a identificagdo desses genes tem implicacGes
praticas no diagnéstico da fracdo ainda significativa de pacientes com deficiéncia

mental de causa desconhecida e no aconselhamento genético de suas familias.
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I11. PACIENTES E METODOS

I11.1. Pacientes

As familias com afetados por deficiéncia mental incluidas neste estudo foram
averiguadas no Servico de Aconselhamento Genético do Laboratério de Genética
Humana, Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, do Instituto de Biociéncias -
USP, para onde foram encaminhadas para diagnostico ou aconselhnamento genético. Os
afetados apresentavam deficiéncia mental moderada a grave, avaliada com base em suas
limitagbes cognitivas e comportamentais. Para o estudo, foram selecionados 0s
pacientes cujos quadros clinicos ndo se enquadravam em sindrome genética conhecida e
que tiveram resultados normais em exame cromossdmico, realizado apos bandamento
G, e em teste molecular para a sindrome do cromossomo X fragil.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa - Seres Humanos -
IBUSP (Protocolo 093/2009) e o consentimento esclarecido foi obtido dos responsaveis

pelos pacientes.

111.2. Métodos

O DNA foi extraido de leucdcitos de sangue periférico, utilizando-se o aparelho
Autopure LS (Gentra Systems, Minneapolis, USA). As amostras foram quantificadas
utilizando-se o NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Rockland, USA).

A localizacdo de marcadores e genes nos cromossomos € dada segundo o

GRCh37, hgl9 (UCSC Genome Bioinformatics).
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11.2.1. Investigacdo de microdelecdes e microduplicagdes no cromossomo X -

array-CGH e MLPA

A presenca de desequilibrios gendmicos submicroscépicos no cromossomo X foi
investigada pela técnica de hibridacdo gendmica comparativa baseada em array - array-
CGH. Utilizamos a plataforma Cytosure™, Chromosome X HD microarray 2x105K
(Oxford Gene Technology, OGT, UK). Esses oligoarrays contém duas areas com
aproximadamente 105.000 oligonucleotideos de 60 pb. Os procedimentos de purificacdo
das amostras, hibridacdo e lavagem foram realizados conforme descrito pelo fabricante,
com algumas modificacfes. Na etapa de digestdo do DNA gendmico, foram utilizados
800 - 1.000 ng de DNA, em volume final de 18 uL de reacdo, contendo 5 U de cada
uma das enzimas Alul e Rsal, 1,7 ug de BSA (albumina de soro bovino) e Buffer C 10X
(10% do volume final). As amostras foram digeridas por duas horas a 37°C em estufa,
seguindo-se a inativacdo das enzimas, por 20 min a 65°C. Para a marcacdo das
amostras, foi utilizado o kit Cytosure Genomic DNA Labelling kit (OGT, Oxford, UK).
Os procedimentos e quantidades de cada reagente seguiram as instrucdes do fabricante.
Em resumo, foram adicionados random primers e tampdo a reacdo da digestéo,
seguindo-se a desnaturacdo do DNA por 3 min a 95°C e a incubacdo em gelo por 5 min.
Para a marcacao, foram adicionados dNTP, Cy3-dCTP (para a amostra teste) ou Cy5-
dCTP (para a amostra referéncia) e enzima Klenow. As amostras foram mantidas por
duas horas a 37°C em estufa, procedendo-se em seguida a inativacdo da enzima por
10 min a 65°C. As amostras marcadas foram purificadas, utilizando-se Illustra™
ProbeQuant™ G-50 Micro Columns (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do
fabricante. A quantificacdo do DNA genémico marcado e a atividade especifica dos
fluorocromos Cy3-dCTP e Cyb5-dCTP foram determinadas no espectrofotdmetro

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Na etapa de precipitacdo, 50 uL do
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DNA teste (marcado com Cy3) e 50 uL do DNA referéncia (marcado com Cy5) foram
adicionados a 25 ng de Human Cot-1 DNA (Invitrogen), para o volume final de 125 uL.
Em seguida, foram adicionados NaAc (3 M, pH 5,0; 10% do volume final) e etanol
100% gelado (2,5X o volume final). As amostras foram precipitadas por 15 min a -80°C
ou por duas horas a -20°C. Apds centrifugacdo a 13.200 rpm, por 15 min a 4°C,
adicionou-se etanol 70% gelado as amostras e procedeu-se a centrifugacdo por mais
5 min a 13.200 rpm, descartando-se o sobrenadante. Seguiu-se nova centrifugagéo por
1 min, descartando-se o sobrenadante. O DNA marcado foi entdo ressuspendido em TE
(Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) previamente aquecido a 72°C e mantido por
2 min a 72°C, seguindo-se nova ressuspensao em vortex. Para hibridacdo da amostra, foi
utilizado o Agilent Oligo a-CGH Hybridization kit (Agilent Technologies, Califérnia,
USA). Foram adicionadas as solug¢6es blocking solution 10X e hybridization buffer 2X e
procedeu-se a desnaturacdo por 3 min a 95°C, seguindo-se 30 min a 37°C. Adicionou-se
todo o volume das amostras as lamelas da ldamina de suporte do microarray (GASKET
slide) e colocou-se a lamina de microarray sobre ela. As amostras foram entéo
hibridadas a 65°C por aproximadamente 40 horas. A lamina de microarray foi
mergulhada em Buffer 1 por 5 min, depois em Buffer 2 (previamente aquecido a 37°C)
por 1 min, seguindo 10 s em acetonitrila (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e 30 s em
Stabilization Drying Solution. As imagens do array, obtidas com o Agilent High-
Resolution Microarray scanner, foram processadas e analisadas, utilizando o pacote de
programas Feature Extraction e Agilent Genomic Workbench (ambos da Agilent
Technologies), usando o algoritmo estatistico ADM-2 e o limiar de sensibilidade 6,7.
Apenas as alteracdes abrangendo 10 oligonucleotideos consecutivos com razdo log,
alterada foram consideradas pelo programa como possivel alteracdo no numero de

cdpias de determinado segmento gendmico.
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As alteracdes de numero de cdpias identificadas nos pacientes e ndo associadas
anteriormente a deficiéncia mental foram comparadas as variacbes documentadas no
banco de dados Database of Genomic Variants (DGV), que compila as CNV presentes
em amostras de individuos normais. Foram comparadas também as informagdes do
Database of Chromosomal Imbalances and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources (DECIPHER), que documenta desequilibrios genémicos identificados em
individuos afetados por diferentes patologias.

A investigacdo de microduplicagdo do cromossomo X, detectada em um dos
probandos da Familia 4, foi realizada em outros membros de sua familia, por meio de
MLPA (Multiplex Ligand-dependent Probe Amplification). Essa técnica permite
quantificar o nimero de copias de DNA das regides de interesse. Foi utilizado o kit
SALSA MLPA P106 MRX (MRC Holland, Amsterdam, NE), que contém uma mistura
de 43 sondas para varios genes do cromossomo X, que foram associados a deficiéncia
mental e 0s reagentes necessarios.

e Condicdes de hibridizacdo e amplificacéo (de acordo com o fabricante):
120 ng de DNA gendmico foram diluidos em 5 uL de TE (Tris 10 mM - EDTA 1 mM)
e desnaturados a 98°C por 5 min. Foram adicionados 1,5 uL de MLPA Buffer e 1,5 uL
de SALSA probe mix, seguindo-se desnaturacdo a 95°C por 1 min e hibridacédo
overnight a 60°C (entre 16-18 h). Ap6s a hibridacdo, foi adicionada uma mistura de
3 uL de Ligase Buffer A, 3 uL de Ligase Buffer B, 25 uL de H,O e 1 uL da enzima
ligase (reacédo de ligacdo). Os tubos foram incubados por 15 min a 54°C e 5 min a 98°C.
Em seguida, foi realizada a amplificacdo por PCR. Para o volume final de 50 uL, foram
misturados 10 uL da reacdo de ligacdo, 4 uL de SALSA PCR Buffer, 2 uL de

iniciadores SALSA PCR, 2 uL de SALSA Enzyme Dilution Buffer, 0,5 uL de SALSA

polimerase e 31,5 uL de H,O. As condicGes da amplificagdo foram: 35 ciclos de 30 s a
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95°C, hibridacdo a 60°C por 30 s e extensdo 72°C por 60 s, seguidos de extenséo final a
72°C por 20 min. A reagdo de MLPA foi realizada em amostras teste (pacientes) e
controle (individuos fenotipicamente normais).

e Eletroforese e analise dos produtos de PCR: diluiu-se o produto da
amplificagdo com 50 puL de H;O. Foram separados 2 uL e adicionados 9 uL de
formamida HI-DI e 0,08 uL do padrédo de peso molecular GeneScan™ ROX 500. Os
fragmentos foram separados por meio de eletroforese em capilar no aparelho ABI 3700
(Applied Biosystems). A anélise foi realizada, utilizando-se o programa Coffalyser.NET

(MRC Holland).

111.2.2. Mapeamento da deficiéncia mental no cromossomo X - analise de
marcadores moleculares do tipo microssatélite

Para o mapeamento da DM nas familias em que a doenca segregava com padréo
de heranca ligada ao X, foram genotipados marcadores moleculares do tipo
microssatélite localizados ao longo de todo o cromossomo X. A maioria desses
marcadores faz parte do kit “ABI PRISM® Linkage Mapping Set v. 2.5-MD10” (Applied
Biosystems, Carlsbad, California, USA). Os demais marcadores foram selecionados em
bancos de dados do NCBI - Nacional Center Biotechnology Information e Marshfield
Center for Medical Genetics, levando em conta sua localizacdo (Mb), distancia genética
(cM) e taxa de heterozigose.

A amplificacdo dos marcadores pertencentes ao kit “ABI PRISM® Linkage
Mapping Set v. 2.5-MD10” foi realizada de acordo com 0 protocolo do fabricante. O kit
possui pares de primers fluorescentes que amplificam marcadores distantes cerca de 10
c¢M um do outro, distribuidos por todos os cromossomos (exceto o Y). Os produtos da

amplificacdo foram submetidos a eletroforese em capilar no Sequenciador
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MegaBACE™ 1000 (Amersham Bioscience, part of GE Healthcare, UK) e os
resultados foram analisados, utilizando-se o software MegaBACE Genetic Profiler,
versdo 2.2 (Copyright ® Amersham Bioscience, 2003). Posteriormente passamos a
utilizar o analisador genético ABI 3700 (Applied Biosystems). Utilizamos 1 pL da
amostra diluida, 0,1 pL de Liz 550 e 9 pL de formamida. Os resultados foram
analisados utilizado o softwear GeneMapper verséo 4.1 (Applied Biosystems).

Para os demais marcadores, a amplificacdo foi realizada utilizando cerca de
100 ng de DNA gendmico, em volume final de reacdo de 25 uL, contendo Tris 300 mM
(pH 8,5), Hepes 100 mM, MgClI 25 mM, (NH4)2SO,100 mM dNTP 200 uM, 15 pmoles
de primers foward e reverse e 1 U de Taq polimerase. O programa do termociclador
consistiu em uma primeira etapa em que o primeiro ciclo tinha temperatura de 94°C por
1 min para desnaturacdo, 69°C por 30 s para hibridacdo dos primers e 72°C para
extensdo, seguindo-se 13 ciclos em que a temperatura de hibridagéo diminui 0,5°C por
ciclo, até atingir a temperatura de 62°C. A segunda etapa consistiu de 16 ciclos com
temperatura de desnaturacéo de 94°C, hibridacdo de 62°C e extensdo de 72°C, seguidos
de extensao final a 72°C por 10 min.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a separacéo eletroforética, em
tampao de corrida TBE 1X (Tris-base 0,068 M; acido borico 0,089 M; EDTA 2 mM,
pH 8,0) por, em média, 4 horas, em gel desnaturante de acrilamida (acrilamida 4,56%,
bisacrilamida 0,24%, uréia 42%, TEMED 0,05% e persulfato de amdnia 0,045%). Apds
eletroforese, os géis foram corados por impregnacdo por nitrato de prata: o gel era
mergulhado em solucédo fixadora (etanol 10%; &cido acético 0,05%) por 10 min e, em
seguida, em solucdo corante (2 g de AgNO3/L) por 10 min, seguindo-se breve enxague
e imersdo em solucdo reveladora (30g de NaOH e 3 mL de formaldeido 37%/L), até o

surgimento das bandas correspondentes aos alelos do marcador.
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111.2.3. Andlise de genes candidatos - sequenciamento Sanger

Os genes candidatos e suas sequéncias foram selecionados usando o banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information). O sequenciamento
direto foi inicialmente realizado no analisador MegaBACE™ 1000 (Amersham
Bioscience, part of GE Healthcare); posteriormente, passamos a utilizar o ABI 3700
(Applied Biosystems). Os exons e fronteiras exon-intron foram amplificados a partir de
primers por nds desenhados, utilizando o programa PRIMER3. A especificidade dos
oligonucleotideos foi avaliada, por meio do programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Apés PCR do tipo touch-down, a especificidade da amplificacdo da
regido de interesse foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2%, em tampao
TBE 1X (Tris-base 0,068 M; &cido borico 0,089 M; EDTA 2 mM, pH 8,0), utilizando o
Low DNA mass ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), como marcador de peso
molecular. Os produtos de amplificacdo foram purificados, usando o kit GFX ™ PCR
DNA and Gel Band purification (Amersham Bioscience, part of GE Healthcare, UK). A
reacdo de sequenciamento foi realizada segundo protocolos dos fabricantes dos

analisadores. As sequéncias foram analisadas no programa Sequencher 4.8.

111.2.4. Sequenciamento de exomas

O sequenciamento dos exomas foi realizado pela Oxford Gene Technology
(OGT) por meio de seu servigo de sequenciamento Genefficiency™, que incorpora as
plataformas Agilent SureSelect V4+UTR (captura e enriquecimento de exons), Illumina
HiSeq™2000 (sequenciamento com cobertura de 50x) e OGT-software (analise de

imagens e base-calling). Séo fornecidas planilhas, que incluem informacdes sobre read
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depth, posicdo genbmica, alteracdo em relacdo a sequéncia referéncia, ocorréncia
anterior e frequéncia (dbSNP132), gene, transcrito e proteina, alteracdo de aminoacidos
e predicdo de patogenicidade (PolyPhen, SIFT e CONDEL). Para a visualizagdo das
sequéncias o browser é o IGV (Integrative Genomics Viewer - Broad Institute). O
software fornecido pela OGT permite filtrar as variantes, segundo critérios
estabelecidos pelo usuério. Consideramos as variantes detectadas no cromossomo X e,
nos casos em que delimitamos um segmento candidato, as variantes em genes mapeados
nesses segmentos. Adotamos como critérios para a selecdo das variantes em genes
candidatos: (1) variantes novas: consequéncia grave/séria (essential splice site,
frameshifting coding, stop gained, stop lost, non-synonymous coding, complex INDEL)
e efeito patogénico provavelmente danoso predito por pelo menos um dos programas;
foi ainda verificado se as variantes estavam presentes no dbSNP 137 e, em caso
afirmativo, com frequéncia <0,01; (2) variantes conhecidas (presentes no doSNP 132):
frequéncia <0,01, consequéncia grave/séria (essential splice site, frameshifting coding,
stop gained, stop lost, non-synonymous coding, complex INDEL) e efeito patogénico
provavelmente danoso predito por pelo menos um dos programas. Os genes
considerados candidatos foram aqueles com expressdo no cérebro, tendo sido ou ndo

anteriormente associados a deficiéncia mental.

111.2.5. Analise do padréo de inativacdo do cromossomo X

A investigacdo do padréo de inativacdo do cromossomo X nas mées dos afetados
foi realizada pela analise do padrdo de metilacdo do gene AR (Xqll-12), conforme
Allen et al. (1992). O gene AR (Androgen Receptor) € membro de uma superfamilia de

receptores de esterdides e possui, em seu exon 1, um namero variavel de repeticdes
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CAG, traduzida em uma cadeia de poliglutaminas de comprimento variavel, no dominio
aminoterminal de transativacdo da proteina. Além de a repeticdo CAG ser altamente
polimdrfica (heterozigose de 0,9), existe, proximo a ela, um sitio de restricdo da enzima
Hpall, que se encontra metilado apenas no X inativo. Como a enzima Hpall é sensivel a
metilacdo, ela s é capaz de cortar os sitios que se encontram desmetilados, ou seja,
aqueles localizados no cromossomo X ativo. Dessa maneira, pode-se determinar o
padréo de inativacdo do cromossomo X. Os primers que amplificam a repeticdo CAG
do gene AR (Allen et al., 1992) flanqueiam o sitio de restricdo da enzima, o que impede
que os alelos digeridos pela Hpall sejam amplificados. 1sso permite a determinacéo do
padréo de inativacdo do cromossomo X, a partir da analise dos alelos amplificados antes
e apos a digestdo com a enzima Hpall.

Para cada amostra, 1.000 ng de DNA genémico foram digeridos com 10 U da
enzima Hpall (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), em volume final de 20 ul, overnight, a
37°C e 1.000 ng de DNA foram incubados apenas com o tamp&o. Cerca de 300 ng de
DNA gendmico digerido e ndo digerido foram amplificados por PCR, em volume final
de reacdo de 30 uL, contendo Tris 300 mM (pH 8,5), Hepes 100 mM, MgCI 25 mM,
(NH4)2SO4 100 mM dNTP 200 uM, 15 pmoles de primers foward e reverse e 1 U de
Taq polimerase (Invitrogen). Uma amostra de DNA de homem normal foi utilizada
como controle da atividade da enzima Hpall. O programa do termociclador consistiu
em uma primeira etapa em que o primeiro ciclo tinha temperatura de 94°C por 1 min, de
69°C por 30 s e 72°C para a extensdo, seguido de 13 ciclos em que a temperatura de
hibridacdo diminufa 0,5°C por ciclo, até atingir a temperatura de 62° C. A segunda etapa
consistiu de 16 ciclos com temperatura de desnaturacéo de 94°C, hibridacéo de 62°C e
extensdo de 72°C, seguidos de extensdo final a 72°C por 20 min. Apds a reacgdo de PCR,

as amostras foram diluidas 70 vezes em agua Milli-Q. A eletroforese foi realizada no
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analisador ABI 3700 (Applied Biosystems), utilizando 1 pL da amostra diluida, 0,1
pL de Liz 550 e 9 pL de formamida. Para analise foi utilizado o software GeneMapper.
O desvio de inativacdo foi quantificado de acordo com a relacdo entre a altura do pico
do menor alelo, pela soma dos picos dos dois alelos. Para correcdo da amplificagdo
preferencial dos alelos menores, valores para 0 DNA digerido foram normalizados com
os do DNA ndo digerido, de acordo com a formula: (phdl/phul) / (phdl/phul) +
(phd2/phu2), onde phdl é a altura do pico do menor alelo ap6s digestdo, phd2 é a altura
do pico do maior alelo ap6s digestdo, phul é a altura do pico do menor alelo ndo

digerido, e phu2 é a altura do pico do alelo maior ndo digerido (Bittel et al., 2008).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. Familias em que a deficiéncia mental tem padrao de heranca ligada ao X

IV.1.1. FAMILIA 1

O probando (I11-1 - Figura 1) nos foi encaminhado por apresentar deficiéncia
mental profunda associada a microcefalia, baixa estatura e facies peculiar, tendo
apresentado puberdade precoce, por volta dos nove anos de idade. Foi relatada a
ocorréncia de outros afetados do sexo masculino com quadro clinico semelhante, que se
distribuiam na familia de acordo com um padrdo de heranca recessiva ligada ao
cromossomo X. O probando nasceu de parto normal a termo, com peso de 2.450 g e
comprimento de 43 cm. Era hipotdnico. Sentou sem apoio com um ano de idade e
andou com dois anos e oito meses. Examinado aos 12 anos apresentava retardo mental
profundo, hipotonia, movimentos estereotipados e ndo falava. Tinha contato visual
pobre, aversdo ao contato fisico e crises de agressdo. Sua estatura era de 132 cm (<3°
percentil); tinha olhos profundos, filtro nasal curto, orelhas grandes em abano e rotadas
para tras, pés planos e testiculos aumentados. O exame fisico sempre foi prejudicado,
pois 0 paciente ndo cooperava. Aos 16 anos de idade, o perimetro cefalico era de 53 cm
(2° percentil). O tio materno do probando, igualmente afetado, ndo foi examinado pela
equipe médica do Servico de Aconselhamento Genético do LGH, que p6de apenas

avaliar suas fotografias.
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Figura 1. Familia 1: Genealogia com afetados por deficiéncia mental, que ocorrem num padrao
compativel com a heranga recessiva ligada ao X. O ndcleo da familia originalmente estudado
esta delimitado pelo retangulo. O padrdo de inativacdo do cromossomo X esta indicado ao lado
de cada mulher analisada.

O exame cromossdmico do propdsito, realizado em linfocitos de sangue
periférico ap6s bandamento G ndo revelou alteragdes. A investigacdo de
microdesequilibrios cromossémicos foi realizada por array-CGH, utilizando-se um
array contendo 3.500 segmentos do genoma clonados em BAC e distribuidos a uma
distancia de 1 Mb um do outro (Rosenberg et al., 2006). Foi detectada uma delecdo em
Xp1ll, de aproximadamente 2 Mb. Essa delecdo estava presente também no tio materno
do paciente (I1-1 - Figura 1), com quadro clinico semelhante, mas ndo em seu tio
clinicamente normal (I1-3 - Figura 1). Foi detectada também na mée e na avd do
propdsito. Portanto, a delecdo apareceu como candidata para o quadro clinico de DM
ligada ao X. Pouco depois, essa mesma delecdo foi detectada em individuos
clinicamente normais nao pertencentes a essa familia, 0 que nos levou a continuar o
estudo da familia, com o mapeamento da DM. A anélise conjunta dessa familia e de
outras com padrdo de heranca ligada ao X em que ocorria essa delecdo, provenientes de
varios laboratorios, em comparacdo com amostras controle, indicou que realmente essa

microdele¢do ndo é causa de DM (Lugtenberg et al., 2010).
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Recentemente, em novembro de 2012, compareceu a nosso Servico de
Aconselhamento Genético, uma familia, em que a deficiéncia mental tinha padréo
sugestivo de heranca ligada ao X. Foi realizado exame clinico dos afetados e colhido
material para exames laboratoriais deles e de suas mées. Posteriormente, 11-2 (Figura 1)
nos contatou, informando a relacdo de parentesco com essa familia (Figura 1: 11-8 e
I11-11, apresentando deficiéncia metal e 1-3 e 11-6, suas mées clinicamente normais). O
exame cromossdmico de ambos os afetados ndo revelou alteracdo e a sindrome do
cromossomo frégil foi afastada, por teste de Southern blotting em I11-11.

[11-11 nasceu ap0s cerca de oito meses de gestacdo, por amniorrexe prematura,
pesando 2.750 g. Era hipotonico. Aos seis meses de idade foi diagnosticado
hipotireoidismo e estabeleceu-se terapia com Puran. Apresentou atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor, tendo andado sem apoio com dois anos e meio de
idade. Mesmo ap0s fonoterapia, nunca conseguiu falar além de poucas palavras
isoladas. Aos oito anos, entrou em puberdade. Aos 12 anos e 8 meses de idade, quando
compareceu a nosso Servico de Aconselhamento Genético, ndo era capaz de comunicar-
se verbalmente nem de vestir-se ou tomar banho sem ajuda. Tinha olhos fundos. Sua
estatura (148 cm) e perimetro cefalico (51 cm) estavam abaixo do 3° percentil.
Apresentava braquidactilia e encurtamento da falange média dos quintos dedos. A
genitalia era normal para a idade.

I1-8 também nasceu prematuro, pesando 1.900 g. Era hipoténico e ndo conseguiu
mamar no seio. O desenvolvimento neuropsicomotor foi atrasado e s6 andou sem apoio
por volta dos quatro anos de idade. A fala ficou limitada a algumas palavras soltas.
Passou a apresentar “desmaios” a partir de Um ano e nove meses e que ocorreram até os
nove anos de idade. Aos 17 anos e meio, quando foi examinado em nosso Servico de

Aconselhamento Genético, era capaz de vestir-se e tomar banho sem auxilio; ndo se
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comunicava verbalmente; a estatura (142 cm) e o perimetro cefalico (51 cm) estavam
abaixo do 3° percentil. Tinha olhos fundos. Apresentava braquidactilia e encurtamento

da falange média dos quintos dedos. A genitalia era normal.

e Padréo de inativa¢do do cromossomo X

A investigacdo do padrdo de inativagdo do cromossomo X, realizada na mée do
proposito (11-2 - Figura 1), em sua avé (I-2), sua tia avd materna (1-3) e em uma tia
materna (11-6), portadoras obrigat6rias, mostrou desvio total de inativacdo (100:0) em
todas elas. A irmé 111-2 do proposito ndo apresentou desvio no padréo de inativagao do
X (Padréo de inativacdo: 48:52). A outra irma (I111-3) do proposito é homozigota quanto

a repeticdo CAG do AR, 0 que ndo permitiu a realizacdo do teste.

e Mapeamento da regido candidata

Utilizando marcadores moleculares do tipo microssatélites, mapeamos a DM,
por exclusdo, num segmento de aproximadamente 29 Mb, delimitado pelos
microssatélites DXS1068 (Xpll.4 - 38,908,227-38,908,332) e DXS1216 (Xql3.1 -
68,264,353-68,464,720) (Tabela 1). No momento do mapeamento, tinhamos DNA

apenas dos individuos I-1 e 2, I1-1,2e 3 e lll-1, 2 e 3.
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Tabela I: Marcadores moleculares do tipo microssatélite analisados na Familia 1: localizago
no cromossomo X - Mb (GRCh37, hg 19), banda cromossdmica e alelos.

Marcador Mb Banda  Het. I-1 12 H-1 1111 11-2 13 112 111-3
DXS1060 5,409,853-5,409,998 Xp22.33 084 2 15 5 2 25 1 45 35
DXS8051 9,499,372-9,499,530 Xp22.32 088 2 34 4 2 24 3 45 14
DXS987  14,709,303-14,709,562 Xp22.31 0.83 1 12 1 1 11 1 14 13
DXS1226  22,847,422-23,047,802 Xp22.11 0.84 4 25 2 2 24 2 23 12
DXS1214  31,260,993-31,261,085  Xp21.2 079 1 12 1 1 11 1 14 13
DXS8090  36,953,961-36,954,130  Xp21.1 0,77 3 23 3 3 33 2 13 33
DXS1068  38,908,227-38,908,332  Xpll4 079 1 34 4 4 41 3 24 2-4
DXS8015  39,784,176-39,784,361  Xpll4 077 1 % 1 1 m 2 11 11
DXS993  41,147,683-41,147,988  Xpll4 079 1 12 2 2 21 1 12 22
DXS8080  44,243,430-44,243620 Xpll3 069 2 12 2 2 22 1 22 22
DXS1055  46,426,374-46,426,460 Xp11l.23 068 2 1-2 2 2 22 1 22 22
DXS1039  49,458,560-49,458,698 Xp11l.23 056 1 1-1 1 1 111 1 11 141
DXS991  55,519,052-55,519,331 Xpl11.21 0.80 2 31 1 1 12 3 12 11
AR 66,943,551-66,944,252  Xqgl2 090 2 3-4™M 4 4 Mg 3 1.2 Mg4
DXS1216  68,264,353-68,464,720  Xql3.1 068 3 23 2 2 32 2 23 13
DXS986  79,381,030-79,381,190  Xq21.1 077 2 23 2 2 22 2 12 22
DXS990  93,000,646-93,000,819 Xq21.32 074 2 33 3 3 23 3 22 22
DXS1106  102,732,067-102,732,245 Xq22.2 067 2 11 1 1 =2 1 22 12
DXS1210  108,594,496-108,594,699 Xq22.3 080 2 22 2 2 22 2 12 12
DXS8055 114,654,942-114,655,104 Xg23 065 1 22 2 I A N [
DXS8053 115,564,742-115,565,016 Xg23 068 1 12 1 2 12 o D
DXS1001 119,836,668-119,836,873 Xq24 082 3 14 4 1 13 4 34 12
DXS1047 129,075,320-129,075,521 Xq26.1 081 1 11 1 I 5T 1
DXS1227 140,802,415-140,802,588 Xq27.2 073 1 34 3 4 14 3 14 2:4
DXS8043  144,028,522-144,028,706 Xq27.3 0.80 2 23 3 2T R TSR
DXS8091 147,602,856-147,602,958 Xg28 078 3 14 1 4 34 1 44 14
DXS1073  153,828,908-153,829,128 Xg28 0.80 2 12 2 2T R B ROt

Azul - Marcadores segregam com a doenca
Verde - Marcadores ndo segregam com a doenga
Amarelo - Marcadores ndo informativos

(M)

- Alelo metilado

A regido delimitada para 0 mapeamento da DM est4 realgada em negrito
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e Analise de genes candidatos

A regido candidata contém aproximadamente 180 genes conhecidos
(http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/). Consideramos como os primeiros candidatos
aqueles 26 ja associados a DM: OTC, ATP6AP2, DMD, SYN1, SHROOM4, PHFS8,
NDP, BCOR, MAOA, HUWE1, PORCN, HSD17B10, FTSJ1, KDM5C, IQSEC2, FGD1,
ZNF41, ZNF741, OPHN1, CASK, HDACG6, ZNF674, ZNF81, SMC1A, TSPAN7 e
PQBP1. Considerando que mutacfes diferentes em um mesmo gene podem levar a
quadros clinicos diversos, incluindo DM sindrémica e ndo sindrémica, todos esses
foram considerados candidatos.

No probando, sequenciamos 12 dos genes contidos na regido candidata, ZNF81
(zinc finger protein 81), PQBP1 (polyglutamine binding protein 1), ATP6AP2 (ATPase,
H+  transporting, lysosomal accessory protein 2), OTC (ornithine
carbamoyltransferase), MAOA (monoamine oxidase A), KDM5C (lysine (K)-specific
demethylase 5C), FGD1 (FYVE, RhoGEF and PH domain containing 1), HSD17B10
(hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10), SYN1 (synapsin 1), SHROOM4 (shroom
family member 4), TSPAN7 (tetraspanin 7) e OPHN1 (oligophrenin 1). Ndo foram
encontradas alterac@es potencialmente patogénicas.

Diante do nUmero de genes candidatos e de estar a nosso alcance o
sequenciamento do exoma, decidimos ndo continuar o sequenciamento individual dos

genes.
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e Sequenciamento do exoma

Uma amostra de DNA do propésito foi submetida ao sequenciamento do exoma
pela OGT. Utilizando os critérios para selecdo das variantes consideradas candidatas ao
quadro clinico, conforme descrito em Métodos (111.2.4) e levando em consideracdo que
j& haviamos delimitado uma regido candidata entre os marcadores DXS1068 (Xp11.4 -
38,908,227-38,908,332) e DXS1216 (Xql3.1 - 68,264,353-68,464,720), ficamos com
dois genes candidatos, TIMP1 (TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase 1) e HUWE1
(HECT, UBA and WWE domain containing 1, E3 ubiquitin protein ligase). As variantes
encontradas nesses genes (47444746C>T, em TIMP1 e ¢.12378C> G, em HUWE1)
foram confirmadas por sequenciamento Sanger. Estavam presentes nos afetados I1-1,
11-8, 111-1 e I11-11, em suas maes (11-1 e 11-6) e avos maternas (I-2 e 1-3). N&o estavam
presentes no tio clinicamente normal do proposito (11-3) nem em sua irméa (I111-2), cujo
padrdo de inativacdo ndo desviado indica que ndo é portadora da mutacdo relacionada
com a deficiéncia mental. Como esses genes estdo mapeados no segmento identificado
como candidato, era esperado que as variantes segregassem com a doenga; entretanto,
para 0 mapeamento do segmento candidato a conter a mutacdo causadora da doenca,
parte da familia ndo estava disponivel e, portanto, a presenca das variantes nos afetados
I1-8 e 111-11 valida sua segregacdo com a doenca.

TIMP1 pertence a familia génica TIMP, que codifica proteinas inibidoras de
metaloproteinases de matriz (MMP), um grupo de peptideos que participa da
degradacdo da matriz extracelular. Além de seu papel inibitorio da maioria das MMP, a
proteina promove a proliferacdo de uma grande variedade de tipos celulares e pode ter
funcdo antiapoptdtica. Varias condicdes patologicas foram relacionadas com o excesso

de MMP associado a decréscimo da proteina TIMPL1: artrite reumatoide, doenca de
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Crohn, ceratocone e metastases; ja niveis elevados de TIMP1 foram observados em
esclerose multipla, fibrose hepética e a danos nas vias aéreas associados a asma (revisao
em Anderson e Brown, 2002; Kenney et al., 2005). TIMP1 esta entre 0s genes que se
expressam no cromossomo X inativo; essa expressdo é, entretanto, variavel entre as
mulheres, podendo estar ou ndo sujeito a inativacdo; essa variabilidade foi demonstrada
tanto em hibridos celulares de fibroblastos humanos e roedores, contendo apenas o
cromossomo X humano inativo, como em fibroblastos de mulheres com desvio
completo da inativacdo do X (Anderson e Brown, 2002).

A variante (47444746C>T), detectada no gene TIMP1, que segrega com a
doenca na Familia 1, leva a substituicdo do amino&cido arginina por cisteina, em duas
das seis isoformas ja descritas da proteina e em outra isoforma ha a substituicdo de
prolina por leucina; nas outras trés isoformas, a mutacdo ndo leva a substituicdo de
aminodcido, sendo a alteracdo intronica.

Considerando as patologias ja associadas com niveis alterados de TIMP1, ¢
pouco provavel que essa mutacdo tenha associacdo causal com a deficiéncia mental na
Familia 1. O padrdo de inativacdo do gene TIMP1, com expressdao no X inativo em
algumas mulheres e em outras ndo, torna pouco provavel o desvio completo de
inativacdo observado em quatro mulheres da Familia 1 portadoras da mutacdo, pois
haveria aquelas em que a proteina mutante seria produzida, mesmo estando a mutacao
no cromossomo X inativo.

O gene HUWEL1 codifica um membro da familia de ligases de ubiquitina HECT
E3. O dominio HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus), dominio
catalitico da ligase, é altamente conservado entre espécies de vertebrados e
invertebrados e se localiza na porcdo C-terminal da proteina; é formado por 380

aminodacidos - aminoacidos 3994 - 4374, dos quais apenas seis sdo cisteinas, uma delas
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no sitio catalitico, que forma ligacdo tioéster com ubiquitina (Scheffner et al., 1993;
Huibregtse et al., 1995; Kim e Huibregtse, 2009). O gene HUWEL1 participa do processo
de ubiquitinacdo de proteinas, que consiste na adi¢cdo covalente de moléculas de
ubiquitina a proteinas especificas com a participacdo de trés enzimas principais: (1)
enzima ativadora de ubiquitina ou E1 (Ub-activating enzyme ), (2) enzima conjugadora
de ubiquitina ou E2 (Ub-conjugating enzyme) e (3) ligase de ubiquitina ou E3 (Ub-
protein ligase ). A ubiquitinacdo tem func@es pleiotrépicas: direcionamento de proteinas
para degradacdo via proteassoma 26S (revisdo em Bochtler et al., 1999), internalizagéo
de receptores (Weissman, 2001), ativacdo e inativacdo de fatores de transcricdo
(Conaway et al., 2002), e modificacOes epigenéticas (Dover et al., 2002).

Froyen et al. (2012), estudaram a expressdo do gene Huwel em camundongos
por PCR quantitativo (qPCR) e constataram sua expressdo em varios tecidos, incluindo
cortex, hipocampo, lingua, olhos, rins, figado, glandula adrenal e fibroblastos.

O gene HUWEL1 ja foi associado a deficiéncia mental (Froyen et al., 2008;
Froyen et al, 2012), como outros genes de ligases de ubiquitina [UBE3A (Ubiquitin
Protein Ligase E3A), sindrome de Angelman, MIM 105830; UBR1 (Ubiquitin Protein
Ligase E3 Component n-Recognin 1), sindrome de Johanson-Blizzard, MIM 243800;
MID1(Midline 1), sindrome de Optiz GBBB ligada ao X, MIM 300000]. Um gene
codificador de conjugase de ubiquitina também foi associado a deficiéncia mental -
UBE2A (Ubiquitin Protein Conjugase E2A) X-linked Mental Retardation Nascimento
Type, MIM 300860]; a primeira mutacdo do gene UBE2A causando deficiéncia mental
foi descrita em familia brasileira por Nascimento et al. (2006), que caracterizaram nova
sindrome de deficiéncia mental de heranca ligada ao X.

Num esforco colaborativo internacional liderado pelo Consorcio Europeu de

Deficiéncia Mental (EuroMRX), o Programa Internacional GOLD (IGOLD) e
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colaborag6es individuais, Froyen et al. (2008) investigaram 350 familias em que a
deficiéncia mental sindrdmica ou ndo sindrémica tinha padrdo de heranca ligada ao
cromossomo X, na busca de microdeleces ou microduplicagdes. Detectaram uma
microduplicagdo em Xpl11.22, ainda ndo descrita, como causa de deficiéncia mental
leve a moderada em seis familias, em cinco delas classificada como ndo sindromica. As
duplicacdes variavam de 0,4 a 0,8 Mb e 0 segmento comum a todas elas incluia dois
genes que foram considerados candidatos - HSD17B10 (hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 10) e HUWE1 (HECT, UBA and WWE domain containing 1, E3
ubiquitin protein ligase), tendo os autores demonstrado expressdao aumentada desses
genes e de outros de suas vias moleculares, em células dos pacientes. HSD17B10 ja
tinha sido associado a doenca neuroldgica progressiva e a deficiéncia mental. Froyen et
al. (2012) descreveram seis outras familias em que os afetados por deficiéncia mental
ndo sindrémica apresentavam duplicacdes em Xpll.2, variando de 0,4 a 1 Mb; o
mapeamento das doze duplica¢Oes detectadas mostrou que, no menor segmento comum
a todas elas, havia apenas um gene - HUWE1.

No trabalho de 2008, Froyen et al. também investigaram mutacdes de ponto em
HSD17B10 e em HUWE1 em 250 propositos de familias com deficiéncia mental ligada
ao X, encontrando trés mutacdes missense diferentes em HUWE1. Em uma familia
australiana (A323), previamente descrita por Turner et al. (1994), foi detectada uma
mutacdo missense, uma transicdo ¢.12037C>T no gene HUWEL, resultando na
substituicdo de uma arginina por um triptofano (R4013W), no dominio HECT. Vérias
mulheres portadoras tinham deficiéncia mental leve. Os homens afetados e as mulheres
heterozigoticas apresentavam macrocefalia. Em outra familia (UK444), em que 0s
afetados tinham deficiéncia mental moderada e atraso na aquisicdo da fala, Froyen et al.

(2008), identificaram uma transicdo ¢.12559C>T também no dominio HECT do gene
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HUWEZ1, resultando na substituicdo de uma arginina por uma cisteina (R4187C). Numa
terceira familia (UK106), foi detectada uma transicdo c¢.8942G>A no gene HUWEL,
resultando na substituicdo de uma arginina por uma histidina (R2981H); os trés afetados
apresentavam deficiéncia mental grave a profunda, ndo havendo desenvolvimento da
fala; um deles evitava completamente o contato visual, mesmo com seus familiares;
dois dos afetados apresentavam contraturas de joelhos. Para um dos pacientes é referido
déficit ponderoestatural (peso no percentil 0.4 e estatura no percentil 9) e perimetro
cefalico no percentil 50.

Na Familia 1 aqui estudada, os afetados, que apresentam deficiéncia mental
profunda associada a microcefalia, baixa estatura e outros sinais, possuem uma mutagédo
missense no exon 76 do gene HUWEL, uma transversdo ¢.12378C>G, resultando na
substituicdo do aminoacido cisteina por triptofano (C4126W) (Figura 2). A mutacédo
situa-se no dominio HECT. N&o s6 a cisteina substituida, mas a grande maioria dos

aminodacidos nesse dominio é extremamente conservada entre os mamiferos (Figura 3).
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Figura 2: Mutagdo ¢.12378C>G no exon 76 do gene HUWEL. (A) Heredograma da Familia 1.
As mulheres em quem detectamos a mutagdo apresentam desvio total de inativagdo do
cromossomo X. I11-2, que ndo apresenta esse desvio (padrdo de inativacdo 48:52) ndo é
portadora da mutacdo. (B) Cromatogramas das fitas senso de um individuo normal (11-3), uma
portadora da mutacéo (11-2) e um individuo afetado (11-11).




M. musculus 4088 SPGDRVTYTINPSSHCNPNHLSYFKFVGRIVAKAVYDNRLLECYFTRSFY 4137
B. taurus 4085 SPGDRVTYTINPSSHCNPNHLSYFKFVGRIVAKAVYDNRLLECYFTRSFY 4134
C. lupus 4085 SPGDRVTYTINPSSHCNPNHLSYFKFVGRIVAKAVYDNRLLECYFTRSFY 4134
P. troglodytes 3803 SPGDRVTYTINPSSHCNPNHLSYFKFVGRIVAKAVYDNRLLECYFTRSFY 3852
M. mulata 4084 SPGDRVTYTINPSSHCNPNHLSYFKFVGRIVAKAVYDNRLLECYFTRSFY 4133
H. sapiens 4084 SPGDRVTYTINPSSHCNPNHLSYFKFVGRIVAKAVYDNRLLECYFTRSFY 4133
Familia 1 4084 SPGDRVTYTINPSSHCNPNHLSYFKFVGRIVAKAVYDNRLLEWYFTRSFY 4133

Figura 3: Alinhamento de multiplas sequéncias de parte do dominio HECT da proteina HUWEL de mamiferos, mostrando 100% de identidade. Em
azul, a cisteina substituida por triptofano, em vermelho. A cisteina substituida encontra-se na posicdo 4.126 na sequéncia polipeptidica (C4126W). A
sequéncia de aminoacidos das proteinas HUWEL foi obtida do HomoloGene, NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/).
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A cisteina, aminoacido substituido pelo triptofano em nossos pacientes, é um
aminoécido polar neutro que tende a formar ligacGes tipo dissulfeto nas cadeias
polipeptidicas, desempenhando papel fundamental na conformacéao da estrutura terciaria
e consequentemente na funcdo das proteinas. O triptofano por sua vez, € um aminoacido
apolar que possui um anel aromético, apresentando composicdo quimica e estrutura
muito diferente da cisteina (Figura 4). O dominio HECT do gene HUWEL é composto
por 380 aminodacidos, contendo apenas seis cisteinas, uma delas fazendo parte do sitio
catalitico. Durante o processo de ubiquitinacdo, uma ubiquitina € transferida da cisteina
catalitica da enzima conjugadora de ubiquitina (E2) para a cisteina catalitica do dominio
HECT de uma ligase de ubiquitina (E3). Ao final do processo, uma molécula de
ubiquitina € transferida para a proteina alvo (Scheffner et al., 1993; Huibregtse et al.,

1995).

H
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HN
Cisteina Triptofano

Figura 4: Estrutura e composicdo quimica da cisteina e do triptofano. O aminoacido cisteina
possui grupamentos tiol (SH) em sua cadeia lateral. Duas moléculas de cisteina podem interagir
formando pontes dissulfeto (-S-S-). Nos afetados por deficiéncia mental da Familia 1,
detectamos uma mutagdo missense que substitui uma cisteina por um triptofano em um dominio
evolutivamente conservado.
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Considerando que o dominio HECT é conservado evolutivamente e que outros
genes que participam do processo de ubiquitinacdo, além de HUWE1L, ja foram
associados a deficiéncia mental, a mutagdo missense ¢.12378C>G, em HUWEL, levando
a substituicdo do aminodcido cisteina por triptofano, e que segrega com a deficiéncia
mental na Familia 1, muito provavelmente é responsavel pelo quadro clinico. E notéavel
a heterogeneidade fenotipica associada a mutacées e duplicacbes de HUWEZL. No caso
da Familia 1, ha uma delecdo em del(X)(p11.23), que inclui o gene ZNF630
(Rosenberg et al., 2006), segregando com a deficiéncia mental. Entretanto, essa delegédo
ndo pdde ser considerada como causa de deficiéncia mental, ocorrendo com frequéncias
que ndo diferiram estatisticamente entre individuos do sexo masculino, normais ou com
deficiéncia mental (Lugtenberg et al., 2010). O gene ZNF630 é um membro do grupo
primata-especifico de genes zinc-finger, que inclui seis genes, dos quais ZNF41, ZNF81
e ZNF674 ja tiveram mutacdes associadas a deficiéncia mental; é expresso em cérebro
adulto e durante o desenvolvimento fetal (revisdo em Lugtenberg, 2010). Existe, assim,
a possibilidade de que essa delecdo, que per se ndo parece causar deficiéncia mental,
possa estar contribuindo para o quadro clinico, em associacdo com a mutacdo de
HUWEL. O modelo “two-hit” para fenotipos de atraso grave do desenvolvimento
neuropsicomotor foi proposto por Girirajan et al. (2010), com base na analise de uma
delecdo recorrente em 16p12.1; essa dele¢do, como Unico evento, mostrou-se fator que
predispunha a fendtipos neuropsiquiatricos, mas exacerbava o quadro de doencas do
neurodesenvolvimento, quando associadas a outras mutacdes ja reconhecidas como

causa desses fenotipos clinicos.
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IV.1.2. FAMILIA 2

O probando (Ill1-1 - Figura 5) nasceu a termo, apOs gravidez sem
intercorréncias. Houve atraso no desenvolvimento neuromotor, tendo sentado sem apoio
com um ano e dois meses de idade e andado com um ano e meio. As primeiras palavras
foram pronunciadas também nessa idade, mas a fala continuou sempre comprometida.
Examinado aos nove anos e nove meses, apresentava deficiéncia mental aparentemente
moderada. N&o conseguiu aprender a ler nem escrever. A face era triangular, com
hipoplasia do macigo central. Tinha as orelhas em abano com hipoplasia moderada de
cartilagem; palato alto; hiperextensibilidade articular e pés planos valgos. Seu primo
materno em primeiro grau (111-5 - Figura 5) e um tio materno (11-5) apresentavam
quadro clinico semelhante, porém I1-5 apresentava maior comprometimento da fala e
das habilidades intelectuais. Um primo em primeiro grau do proposito (I1-3), filho de tio
materno (I1-2), foi relatado como tendo dificuldade de aprendizado. O exame
cromossdmico de 111-1 e de 111-5 ndo revelou alteracdes e a sindrome do cromossomo X

fragil foi afastada por exame de Southern blotting.
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Figura 5. Familia 2: Genealogia com afetados por deficiéncia mental, que ocorrem num padréo
compativel com a heranca recessiva ligada ao X. O padrdo de inativacdo do cromossomo X esta
indicado ao lado de cada mulher analisada.
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e Padréo de inativacdo do cromossomo X

A investigagdo do padrdo de inativagdo do cromossomo X foi realizada em
quatro mulheres da familia (Figura 5). A avé materna (I-2), a mée do propésito (I1-2), a
tia materna (11-4), todas portadoras obrigatdrias por serem maes de afetados, e a prima
materna (111-7) apresentaram desvio total de inativagdo do cromossomo X, o que reforca

a hipétese de se tratar de heranca ligada ao cromossomo X.

e Busca de microrrearranjos por array-CGH

Investigamos a presenca de desequilibrios gendmicos submicroscopicos no
cromossomo X pela técnica de array-CGH, utilizando a plataforma Cytosure™,
Chromosome X HD microarray 2x105K (Oxforg Gene Technology, OGT, UK),

dedicada ao cromossomo X e ndo encontramos alteragéo.

e Mapeamento da regido candidata no cromossomo X

Os marcadores DXS1216 (Xq13.1 - 68,264,353-68,464,720), DXS986 (Xqg21.1 -
79,381,030-79,381,190) e DXS1196 (Xqg21.31 - 86,688,618-86,688,830) foram os
anicos que segregaram com a deficiéncia mental na familia (Tabela I1). Muitos dos
marcadores mapeados entre as bandas Xpll.4 e Xg23 ndo foram informativos, o que
dificultou o mapeamento da regido candidata nessa familia. A regido candidata de
70 Mb ficou delimitada pelos marcadores DXS993 (41,147,683-41,147,988) e

DXS1059 (111,325,975-111,326,164).
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Tabela I1: Marcadores moleculares do tipo microssatélite analisados na Familia 2: localizacdo
no cromossomo X - Mb (GRCh37, hg 19), banda cromossdmica e alelos.

Marcador Mb Banda  Het. I-2 -2 14 105 -1 M5 16 -7
DXS1060 5,409,853-5,409,998 Xp22.32 0.84 1/3 13 11 1 1 1 1 1/2
DXS1223 8,493,939-8,494,096 Xp2231 077 13 23 2 ? 2 2 ? ?
DXS8051 9,499,372-9,499,530 Xp22.31 0.88 1/2 12 11 2 1 1 1 1/3
DXS7108  10,192,237-10,192,484  Xp22.2 0.74 2/3 23 33 2 3 3 3 1/3
DXS987  14,709,303-14,709,562  Xp22.2 0.83 1/3 12 217 2 2 2 ? ?
DXS1214  31,260,993-31,261,085  Xp21.2 079 1/2 13 3?7 2 1 3 ? ?
DXS1068  38,908,227-38,908,332  Xpll4 079 2/3 1/3 ? ? 3 1 ? ?
DXS993  41,147,683-41,147,988  Xpll4 0.79 1/3 1/2 ? ? 2 2 ? ?
DXS8080  44,243430-44,243,620  Xp11.3 0,69 1/1 /1 ? ? 1 1 ? ?
DXS1055  46,426,374-46,426,460  Xpl1.23 0,68 1/1 /1 ? ? 1 1 ? ?
DXS1039  49,458,560-49,458,698  Xpl11.23 0,56 1/1 1/1 ? ? 1 1 ? ?
DXS991  55,519,052-55,519,331  Xpll.21 0.80 1/2 22 22 2 2 2 2 212
AR 66,943,551-66,944,252 Xql2 090 ™M1/3 ™My3 13 1 1 1 3 M2
DXS1216  68,264,353-68,464,720  Xql13.1 068 2/3 331 13 3 3 3 1 1/3
DXS986  79,381,030-79,381,190  Xg21.1 0.77 3/4 14 14 4 4 4 1 2/4
DXS1196  86,688,618-86,688,830  Xg21.31 0,79  2/3 34 34 3 3 3 4 1/3
DXS1217  88,395,845-88,396,079  Xg21.31 0,60 1/1 ? 172 1 1 1 2 1/2
DXS990  93,000,646-93,000,819  Xg21.32 0.74 1/3 71 11 1 1 1 1 1/2
DXS8077  95,275,368-95,275,474  Xq21.33 0,72  2/2 12 12 2 2 2 1 2/3
DXS1106 102,732,067-102,732,245  Xg22.2 0.67 1/1 1/1 ? ? 1 1 ? ?
DXS1059 111,325,975-111,326,164  Xg23 0,71  2/3 204 24 3 2 2 4 1/2
DXS8055 114,654,942-114,655,104  Xg23  0.65 2/1 12 12 2 1 1 2 1/3
DXS8064 117,272,909-117,273,123  Xq24 0,60 2/3 1/2 ? ? 2 1 ? ?
DXS1001 119,836,668-119,836,873  Xq24  0.82 1/2 1/3 ? ? 1 3 ? ?
DXS1047 129,075,320-129,075,521  Xqg26.1 0.81  2/3 1/2 ? ? 2 1 ? ?
DXS1062  137,302,993-137,303,228  Xg26.3 0,75 1/2 1/1 ? ? 1 1 ? ?
DXS1227 140,802,415-140,802,588  Xq27.2 0.73  2/2 1/2 ? ? 2 1 ? ?
DXS8043  144,028,522-144,028,706  Xg27.3 0.80  1/2 212 ? ? 2 2 ? ?
DXS8045 145,512,050-145,512,268  Xq27.3 0,54 1/2 1/1 ? ? 1 1 ? ?
DXS998  146,607,898-146,608,097 Xq27.3 0,58 1/1 1/1 ? ? 1 1 ? ?
DXS8091 147,602,856-147,602,958  Xg28  0.78  2/3 1/3 ? ? 3 1 ? ?
DXS1073  153,828,908-153,829,128  Xg28  0.80 1/2 212 ? ? 2 2 ? ?

)- Alelo metilado

Azul - Marcadores segregam com a doenca

Verde - Marcadores ndo segregam com a doenca
Amarelo - Marcadores ndo informativos
? - Néo genotipado

A regido delimitada para 0 mapeamento da DM esta realcada em negrito
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e Analise de genes candidatos

A regido em que estdo localizados os marcadores que segregam com a doenca
inclui 11 genes ja associados a deficiéncia mental sindrémica.

A regido candidata, em que estdo mapeados os trés marcadores que segregaram
com a doenca, contém os seguintes genes ja associados a deficiéncia mental: OPHN1
(oligophrenin 1), DLG3 (discs, large homolog 3), MED12 (mediator complex subunit
12), NLGN3 (neuroligin 3), SLC16A2 (solute carrier Family 16/monocarboxylic acid
transporter, member 2), ZDHHC15 (zinc finger, DHHC-type containing 15), ATRX
(alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked), MAGT1 (magnesium
transporter 1), ATP7A (ATPase, Cu™" transporting, alpha polypeptide), PGK1
(phosphoglycerate kinase 1), BRWD3 (bromodomain and WD repeat domain
containing 3). Porém, uma grande regido nao foi informativa, como visto na Tabela Il
e, portanto, muitos genes além dos citados acima, podem ser considerados candidatos.

Sequenciamos o0s genes PQBP1, HSD17B10, KDM5C, SYN1 e OPHN1, e nédo
encontramos alteracdo. Havendo a oportunidade para sequenciar 0 exoma,

abandonamos a estratégia de analisar os genes candidatos individualmente.

e Sequenciamento do exoma

Uma amostra de DNA do proposito foi submetida ao sequenciamento do exoma
pela OGT. Utilizando os critérios para selecao das variantes consideradas candidatas ao
quadro clinico, conforme descrito em Métodos (I111.2.4) e levando em consideracdo que
ja haviamos delimitado uma regido candidata entre os marcadores DXS993
(41,147,683-41,147,988) e DXS1059 (111,325,975-111,326,164 foi), ficamos com dois
genes candidatos, TAF1 (TAF1 RNA polymerase I, tata box-binding protein-associated

factor) e SHROOM4 (shroom family member 4), descrito inicialmente como KIAA1202.
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As variantes encontradas nesses genes (c.4406A>T, em TAF1, substituindo uma
histidina por leucina (H1469L) e ¢.1413C>A em SHROOM4, substituindo uma prolina
por treonina (P463T)) foram confirmadas por sequenciamento direto. Estavam presentes
nos afetados (I1-5, H11-1 e 111-5), em suas maes (I1-2 e 11-4) e avO materna (I-2) e
também em 111-7, que € irmad de afetado (I11-5) e que apresenta desvio completo de
inativagdo do X (Figura 5). As variantes ndo estavam presentes em Il1-6, irmao
clinicamente normal de afetado. Como esses genes estdo mapeados no segmento
identificado como candidato, era esperado que as variantes segregassem com a doenca.

TAF1, ou TAFII250, é a subunidade maior do fator de transcricdo TFIID, um
complexo proteico de ligagdo com o DNA, necessario para a transcricdo, mediada pela
RNA polimerase 1l, de muitos genes codificadores de proteinas, na célula eucaridtica
(revisdo em Wassarman e Sauer, 2001).

A mutagdo missense, uma transversdo c.4406A>T detectada na Familia 2,
substitui o amino&cido histidina por leucina (H1469L). Analisando a sequéncia
polipeptidica, incluindo 100 aminoacidos em torno da histidina substituida, verificamos
que é extremamente conservada entre os mamiferos, apresentando 100% de identidade
entre Mus musculus, Rattus norvegicus, Macaca mulatta, Bos taurus, Canis lupus e
Homo sapiens (Figura 6). A unica doenca ja associada ao gene TAF1 foi a distonia de
torsao-parkinsonismo (MIM 314250), de manifestacdo tardia, com o aparecimento dos
primeiros sinais na terceira década de vida. Makino et al. (2007) relacionaram o gene
TAF1 com a doenca, em pacientes da ilha Panay, nas Filipinas, onde é particularmente
frequente (5:100,000), descrevendo uma insercdo de um retrotransposon no intron 32,
associada com decréscimo nos niveis de TAF na analise de cérebros post-mortem. Os
autores concluiram que a diminuicdo na expressao de uma ou mais isoformas de TAF1,

especificas de neurdnios, era responsavel pela doenca.
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M. musculus 1430 DLPNTYPFHTPVNAKVVKDYYKIITRPMDLQTLRENVRKRLYPSREEFRE 1479
R. norvegicus 1419 DLPNTYPFHTPVNAKVVKDYYKITRPMDLQTLRENVRKRLYPSREEFRE 1468
M. mulatta 1331 DLPNTYPFHTPVNAKVVKDYYKIITRPMDLQTLRENVRKRLYPSREEFRE 1380
B. taurus 1556 DLPNTYPFHTPVNAKVVKDYYKIITRPMDLQTLRENVRKRLYPSREEFRE 1605
C. lupus 1419 DLPNTYPFHTPVNAKVVKDYYKIITRPMDLQTLRENVRKRLYPSREEFRE 1468

H. sapiens 1419 DLPNTYPFHTPVNAKVVKDYYKIITRPMDLQTLRENVRKRLYPSREEFRE 1468

M. musculus 1480 HLELIVKNSATYNGPKHSLTQISQSMLDLCDEKLKEKEDKLARLEKAINP 1529
R. norvegicus 1469 HLELIVKNSATYNGPKHSLTQISQSMLDLCDEKLKEKEDKLARLEKAINP 1518
M. mulatta 1381 HLELIVKNSATYNGPKHSLTQISQSMLDLCDEKLKEKEDKLARLEKAINP 1430

B. taurus 1606 HLELIVKNSATYNGPKHSLTQISQSMLDLCDEKLKEKEDKLARLEKAINP 1655
C. lupus 1469 HLELIVKNSATYNGPKHSLTQISQSMLDLCDEKLKEKEDKLARLEKAINP 1518
H. sapiens 1469 HLELIVKNSATYNGPKHSLTQISQSMLDLCDEKLKEKEDKLARLEKAINP 1518
Familia 2 1469  LLELIVKNSATYNGPKHSLTQISQSMLDLCDEKLKEKEDKLARLEKAINP 1518

Figura 6: Alinhamento das sequéncias de 100 aminoacidos da proteina TAF1 de mamiferos ao redor da histidina substituida pela mutacdo, ¢.4406A>T,
mostrando 100% de identidade. Em azul, a histidina substituida por leucina (em vermelho). A histidina substituida encontra-se na posi¢do 1,469 na sequéncia
polipeptidica (H1469L). A sequéncia de aminoacidos das proteinas TAF1 foi obtida do HomoloGene, NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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O gene SHROOM4 codifica um membro da familia APX/SHROOM; em
humanos, a familia de proteinas SHROOM inclui trés membros, SHRM2, SHRM3 e
SHRM4, o mesmo ocorrendo em camundongos; ja Shrml foi encontrada apenas em
Xenopus; a proteina SHROOM4 contém um domimio PDZ N-terminal e um motivo
ASD2 (APX/SHRN Domain 2) C-terminal; os outros membros da familia possuem
também um dominio ASD1 central (revisdo em Yoder e Hildebrand, 2007). Estudo em
camundongos indica que shroom4 é uma proteina que se liga a actina, regulando a
arquitetura celular, provavelmente ao mediar a localizagdo da miosina Il; durante o
desenvolvimento é expressa em varios tecidos, incluindo o cérebro, e deve ter papel
importante no desenvolvimento dos vertebrados (Yoder e Hildebrand, 2007). A
expressdo da proteina humana fora antes observada em varios tecidos adultos e fetais,
incluindo o cérebro, e sua colocalizagdo com o citoesqueleto de F-actina fora
demonstrada (Hagens et al, 2006).

Na Familia 2 (Figura 5), a mutacdo missense ¢.1413C>A no exon 4 do gene
SHROOM4, resulta na substituicdo do aminoacido prolina por treonina (P463T). A
prolina substituida é altamente conservada entre os mamiferos (Figura 7). As trés
mulheres portadoras obrigatorias (I-2, 11-2 e 11-4) e a prima do propdsito (111-7), que
apresentam desvio total de inativacdo do cromossomo X sdo heterozigéticas quanto a
mutacdo ¢.1413C>A, que ndo esta presente em irmao clinicamente normal de afetado

(111-6 - Figura 7).
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Pro | Pro _

B Pro Tre
M. musculus 415 EQLLASHLQQVHLDSRGSKGMELPIGQDGHQWTVSPL—HNNPKGKKSPSLPTGGTQDQTRKERKTTPLDDKLMASVHQSQSDVLLGEVDGHP- - - - - - - 505
R. nOI’VBgiCUS 415 EQLLASHLQQMHLDSRGNKGMELPTGQDGHQWTMSPL--HNNPKGKKSPGLPTGGTQDQTSKERKIKPTDDKLMVSANQSQSDALLGEVDGHPSERTYLD 512
M. mulatta 446  EQLLASHLQHVHLDTRGSKGMELPPGQDGQQWTLSPL—HSSH KGKKSPCPPAGGTHDQSSKERKTRQMDDRSLVLGHQSQSSPPHGEADGHPSEKGLLD 543
B. taurus 415  EQLLVSHLQRVHLDTRDSRGTELQAGQDGQEWTVSPLHMHSSHTSKKSPCAPAGGTQDQPSKDRKTKPVDDRPLGSGHQSPSSSPHGEADGHHPEKGFQD 514
C. |UpUS 413 EQLLASHLQYGHLDTRGSKGTELPAGHDGHEWTLSPL—HSSHTG KKSPCPPTGGTQDQHSKERKARQVDDRPLCSGHQSPSSSPLGEADGHPPEKGFQD 510
P. troglodytes 500 EQLLVSHLQRVHLDTRDSRGTELQAGQDGQEWTVSPLHMHSSHTSKKSPCPPTGGTHDQSSKERKTRQVDDKSLVFGHQSQSSPPHGEADGHPSEKGFLD 597
H. sapiens 414  EQLLASHLQHVHLDTRGSKGMELPPVQDGHQWTLSPL—HSSHKGKK SPCPPTGGTHDQSSKERKTRQVDDRSLVLGHQSQSSPPHGEADGHPSEKGFLD 511
Familia 2 414  EQLLASHLQHVHLDTRGSKGMELPPVQDGHQWTLSPL—HSSHKGKK SPCPTTGGTHDQSSKERKTRQVDDRSLVLGHQSQSSPPHGEADGHPSEKGFLD 511
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A prolina € um aminodcido com cadeia lateral apolar enquanto que a treonina
faz parte de um grupo de amino&cidos com cadeia lateral polar eletricamente neutra, as
duas diferindo em sua composicdo quimica e estrutura (Figura 8). A diferenca na
estrutura e composicdo de aminoacidos pode alterar a estrutura tridimensional da

proteina, prejudicando sua funcéo.

,CH
HO CH,

Prolina Treonina

Figura 8: Estrutura e composicdo quimica da prolina e da treonina. Nos afetados por deficiéncia
mental da Familia 2, encontramos uma mutacdo missense que substitui uma prolina por
treonina, segregando com a doenca na familia.

O gene SHROOM4 ja foi associado a deficiéncia mental. Stocco dos Santos et
al. (1991) descreveram uma familia brasileira na qual quatro homens relacionados por
suas mées apresentavam deficiéncia mental grave, hiperatividade, atraso na aquisicao ou
auséncia de fala, convulsdes e infecgdes respiratdrias recorrentes; tinham baixa estatura,
hirsutismo, cifose, luxacdo congénita do quadril bilateral, epicanto e estrabismo. Stocco
dos Santos et al. (2003) delimitaram a regido candidata nessa familia entre Xp11.3 -
XQq21.3, incluindo os marcadores DXS1003 e DXS8077. Hagens et al. (2006)
encontraram, nessa familia, uma mutacdo missense ¢.3266C>T no gene SHROOM4,
resultando na substituicdo do aminoacido serina por leucina (S1089L). Como as maes
dos afetados, portadoras da mutacdo, apresentavam convulsdes e periodos de depresséo,
0s autores sugeriram que é provavel que alguma proteina mutante estivesse presente nas

células dessas portadoras, com efeito dominante negativo, sendo responsavel pelo
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fendtipo clinico moderado apresentado por essas mulheres. Os estudos de inativacao do
cromossomo X realizados em células de sangue periférico, em todas as portadoras
obrigatorias, mostrou desvios por volta de 90:10. As mulheres portadoras na Familia 2
aqui estudada s@o clinicamente normais e a inativacdo do X é completa em células do
sangue periférico.

Hagens et al. (2006) também investigaram pontos de quebra em duas
translocagdes  equilibradas  X;autossomo - 46,X,t(X;8)(p11.2;p22.3) e
46,X,t(X;19)(p11.2;p13.3), em duas mulheres ndo aparentadas, que apresentavam
deficiéncia mental. O ponto de quebra em Xp11.2 rompia 0 gene SHROOM4. Enquanto
a portadora da t(X;8) apresentava deficiéncia mental leve-moderada e dismorfismos
faciais discretos, a portadora da t(X;19) tinha maior comprometimento mental, contato
social pobre, fala altamente comprometida, com vocabulario limitado, tendo falecido
apos transplante cardiaco devido a displasia ventricular. Para explicar as diferencas
entre os quadros clinicos das portadoras dessas translocacdes, 0s autores consideraram a
possibilidade de efeito adicional dos genes nos pontos de quebra dos autossomos 8 e 19.
A inativacdo do cromossomo X mostrou desvios em ambas as mulheres, com padréo
95:5 na portadora da translocacdo t(X;8) e 89:11, na portadora da translocacao t(X;19);
a analise citolégica mostrou que o cromossomo X estruturalmente normal era o
predominantemente inativo, como ocorre em portadoras de translocacdes
cromossdmicas equilibradas entre X e autossomo. O fendtipo dessas mulheres deveria,
portanto, assemelhar-se aos dos homens afetados portadores de mutacdo missense na
familia descrita originalmente por Stocco-Santos et al. (1991); entretanto os fendtipos
diferem, como salientam Hagens et al. (2006). As diferencas de quadro clinico
poderiam ser decorrentes, da auséncia total da proteina, devido a ruptura do gene no

caso das translocacdes e a presenca de proteina alterada no caso dos homens afetados.
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Uma delecdo de SHROOM4 em um menino descrito como apresentando apenas
deficiéncia mental moderada foi descrita posteriormente por Honda et al. (2010). A
variabilidade das manifestaces clinicas associadas a mutacbes do gene SHROOM4
pode, portanto, ser explicada pelo tipo de mutacédo, tendo, entretanto, que ser levados
em conta outros fatores genéticos e também os ambientais. Para a deficiéncia mental de
heranca ligada ao X, é ilustrativa, por exemplo, a variabilidade clinica associada a uma
mesma mutacdo no gene PQBP1 (polyglutamine-binding protein 1) (Kalscheur et al.,
2003). Também observamos varia¢des fenotipicas entre os portadores da mutacdao que
descrevemos na Familia 2, o individuo 11-5 (Figura 7A) apresentando quadro clinico
mais grave que os outros afetados da familia.

Na Familia 2, a mutacdo missense que relatamos no gene SHROOM4 aparece
como a causa mais provavel da deficiéncia mental, em comparacdo com a mutacdo do
outro candidato posicional TAF1, particularmente considerando os fendtipos clinicos ja
associados a esses genes. As manifestacGes clinicas dos afetados ndo permitem,
entretanto, caracterizagdo clinica de uma sindrome, como acontece também com as

mutacOes de SHROOM4 anteriormente descritas.
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IV.1.3. FAMILIA 3

A familia inclui dois irmdos e um primo materno em primeiro grau com

deficiéncia mental (Figura 9).

o 30
L ﬁ%

Figura 9. Familia 3: Genealogia com afetados por deficiéncia mental, que ocorrem num padrao
compativel com a heranca recessiva ligada ao X. O padrdo de inativacdo do cromossomo X esta
indicado ao lado de cada mulher analisada.

O probando (I11-5 - Figura 9) nasceu de parto normal, apds 28 semanas de
gestacdo. A familia ndo soube informar peso, comprimento e perimetro cefalico ao
nascimento. Apresentou atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, tendo andado aos
dois anos e cinco meses de idade. Examinado no Servico de Aconselhamento Genético
do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, IB-USP aos cinco anos de idade,
sua estatura era de 109 cm (percentil 50) e o perimetro cefalico, de 53,5 cm (percentil
98). Apresentava dolicocefalia, face triangular, frontal abaulado, hipoplasia da porcao
média da face, hipertelorismo ocular (DIl 3,7 cm, >97° percentil; DIE 8,4 cm, entre 0s
percentis 75 e 97), epicanto, cilios longos, ponte nasal baixa, nariz bulboso, filtro longo,
labio superior em arco de cupido, palato alto, orelhas pequenas levemente hipoplasicas
com hélices superiores hiperenroladas; braquidactilia; criptorquidia bilateral. Ndo falava
e era hiperativo. O exame ecocardiografico, realizado aos 9 anos de idade, ndo revelou

alteracdo.
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O irmé&o do probando (111-6 - Figura 9) nasceu de parto normal apds 24 semanas
de gestagéo, pesando 960 g. Apresentou retardo do desenvolvimento neuropsicomotor,
tendo andado aos dois anos e meio de idade. Examinado em nosso Servico de
Aconselhamento Genético a idade de trés anos e nove meses, sua estatura era de 97 cm
(<3° percentil) e perimetro cefadlico de 55 cm (>98° percentil). Apresentava
dolicocefalia, face triangular, frontal abaulado, hipoplasia da porcdo média da face,
hipertelorismo ocular (DIl 3,3 cm, percentil 97; DIE 7,9 cm, percentil 75), epicanto,
ponte nasal baixa, nariz bulboso, filtro longo, labio superior em arco de cupido, orelhas
pequenas levemente hipoplasicas com hélices superiores hiperenroladas; braquidactilia;
criptorquidia bilateral. Nao falava e era hiperativo. O exame ecocardiogréafico realizado
aos dois meses de idade revelou foramen oval pérvio, sem repercussdo hemodinamica.
Aos oito meses e meio de idade, a ultrassonografia de abdémen total mostrou
hidronefrose acentuada e dilatacdo ureteral a esquerda. Aos trés anos e meio, no exame
de uretrocistografia miccional com contraste, foi detectado refluxo vésico-uretral grau
4/5 a direita. Submeteu-se a estudo renal com ou sem diuréticos (ESTRDD), apds
administracdo endovenosa de DTPA®™Tc, tendo sido verificado que a funcéo
glomerular estava conservada globalmente, porém foi observada estase funcional dos
rins, mais evidente a direita. O exame cromossdmico do propdsito e de seu irmdo nédo
revelou alteracdo e a sindrome do X fragil foi afastada por teste de Southern blotting.

A irmandade inclui ainda trés meninas clinicamente normais e um menino
falecido aos seis meses de idade (111-4 - Figura 9), que foi relatado como apresentando
tetralogia de Fallot.

O primo do propésito (111-11 - Figura 9) nasceu a termo, apds cesariana, a
familia ndo sabendo informar seu peso ou comprimento. No oitavo més de gestacdo, o

ultrassom morfoldgico revelara “defeito cardiaco” e a mae informou que houve
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necessidade de oxigenacdo do recém-nascido. Desenvolveu ictericia neonatal que
regrediu apés fototerapia. O defeito cardiaco foi diagnosticado como tetralogia de
Fallot, tendo a crianca se submetido a cirurgia aos seis meses de idade. A mée relata a
ocorréncia de “dois episddios de AVC”, secundarios ao problema cardiaco. Houve
atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, tendo andado aos quatro anos de idade.
Comecou a falar aos cinco anos. Fez correcdo de criptorquidia unilateral aos quatro anos
de idade. No exame fisico realizado aos 11 anos e meio, sua estatura foi de 156 cm
(percentil 90), o peso, de 38.700 g (percentil 50) e o perimetro cefélico, de 52,8 cm
(préximo do percentil 50). Apresentava face triangular com hipoplasia da por¢do media,
hipertelorismo ocular, ponte nasal baixa, nariz bulboso, filtro longo; médos com
encurtamento do 5° dedo bilateralmente e frouxiddo ligamentar interfalangica;

frouxidd@o ligamentar também de cotovelos. Apresentava sopro sistolico importante.

e Padrao de inativacdo do cromossomo X

A investigacdo do padréo de inativacdo do cromossomo X foi realizada na mée
do probando (11-2 - Figura 9), na tia materna (11-8), ambas portadoras obrigatorias por
serem maes de afetados e na prima materna (I11-12). Todas apresentaram desvio total de
inativacdo do cromossomo X, (padrdo 100:0), reforcando a hipdtese de heranca ligada

ao cromossomo X nessa familia.

e Busca de microrrearranjos no cromossomo X por array-CGH

No probando, investigamos a presenca de desequilibrios gendmicos

submicroscépicos no cromossomo X pela técnica de array-CGH, utilizando a
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plataforma Cytosure™, Chromosome X HD microarray 2x105K e n3o encontramos

alteragéo.

e Mapeamento da regido candidata

Os marcadores AR (Xqgl2 - 66,943,551-66,944,252), DXS1216 (Xql3.1 -
68,264,353-68,464,720) e DXS986 (Xg21.1 - 79,381,030-79,381,190) foram 0s Unicos
que segregaram com a deficiéncia mental na familia, estando o mesmo alelo presente
em todos os afetados e nas portadoras obrigatorias (Tabela I111). A regido candidata de
42 Mb (Xp1l.3 - Xg21.3) ficou delimitada pelos marcadores DXS8080 (44,243,430-

44,243,620) e DXS1196 (86,688,618-86,688,830).

e Analise de genes candidatos

A regido candidata delimitada nesta familia inclui 22 genes ja associados a
deficiéncia mental sindromica e 10 associados a deficiéncia mental ndo sindromica.

Dentre esses, sequenciamos o0s genes SYN1 (synapsin 1), PQBP1 (polyglutamine
binding protein 1), SHROOM4 (shroom family member 4), KDM5C (lysine (K)-specific
demethylase 5C), HSD17B10 (hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10), FGD1
(FYVE, RhoGEF and PH domain containing 1) e OPHN1 (oligophrenin 1) e ndo

encontramos nenhuma alteracdo considerada patogénica.
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Tabela 111: Marcadores moleculares do tipo microssatélite analisados na Familia 3:
localizagdo no cromossomo X - Mb (GRCh37, hg 19), banda cromossémica e alelos.

Marcador Mb Banda Het. 11-2  11-8

DXS993  41,147,683-41,147,988

DXS1055  46,426,374-46,426,460 Xpl11.23
DXS1039  49,458,560-49,458,698 Xpl11.23
DXS991  55,519,052-55,519,331 Xpll.21

DXS1217  88,395,845-88,396,079  Xg21.31

DXS8064 117,272,909-117,273,123  Xq24

Azul - Marcadores segregam com a doenca

Verde - Marcadores ndo segregam com a doenca

Amarelo - Marcadores ndo informativos

(™) Alelo metilado

A regido delimitada para 0 mapeamento da DM esté realgada em negrito

11-5

111-6

111-10

11-11

11-12




e Sequenciamento do exoma

Amostra de DNA do probando foi submetida ao sequenciamento do exoma pela
OGT e depois de utilizados os critérios para selecdo das variantes consideradas
candidatas ao quadro clinico, conforme descrito em Métodos (111.2.4), ficamos com um
Unico gene, KIAA2022:

Estudando uma familia com dois afetados por deficiéncia mental; um tio e um
sobrinho, cujas maes eram fenotipicamente normais, Cantagrel et al. (2004)
encontraram uma inversdo pericéntrica no cromossomo X; inv(X)(p22.3)(q13.2),
segregando com a deficiéncia mental na familia. A inversdo rompia dois genes:
KIAA2022 e P2RY8 (pyrimidinergic receptor P2Y, G protein-coupled, 8). Os autores
determinaram a estrutura e o padrdo de expressdo desses dois genes. P2RY8 esta
localizado no segmento pseudoautossémico do cromossomo X. Essa localizacéao, aliada
ao fendtipo normal das mulheres portadoras, indicou que a haploinsuficiéncia do gene
ndo deveria ser causa de doenca. Além disso, Cantagrel et al. (2004) verificaram que o
gene ndo se expressa em cérebro, ndo podendo assim estar relacionado com deficiéncia
mental. Os autores determinaram que o0 gene KIAA2022 contém quatro exons
estendendo-se por 192 kb; o intron 1 tem 180 kb e 0 exon 3 com mais de 4 kb, contém a
maior parte da regido codificadora. Os autores mostraram também que o gene
KIAA2022 ¢ altamente expresso em cérebro fetal e adulto, predominantemente no cértex
cerebral e no cerebelo, no adulto; em outros tecidos a expressdo tem menor intensidade.
Os homens portadores da inversdo nao expressavam KIAA2022. Concluiram, assim, que
a auséncia do produto do gene KIAA2022 era responsavel pelo quadro clinico de seus
pacientes. Os afetados apresentavam hipotonia neonatal, importante atraso do

desenvolvimento neuromotor, tendo andado ap6s os trés anos, auséncia de fala,
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quadriparesia progressiva e refluxo gastroesofagico; os movimentos estereotipados e o
contato visual pobre levaram ao diagnostico de autismo. Aos 13 meses de idade o
proposito apresentou um episoédio de convulsdo, havendo recorréncia, sob medicacéo,
no contexto de febre alta; o EEG indicou acentuada disritmia lenta bilateral. Apresentou
refluxo gastresofagico e, aos dois anos de idade, uma Ulcera géstrica foi diagnosticada.
Desenvolveu quadriparesia espéstica e com trés anos de idade passou por cirurgia para
correcdo de pés calcaneovalgos. Sentou-se sem apoio aos 15 meses de idade e andou
aos trés anos. Aos dois anos, passou a apresentar movimentos estereotipados das maos e
interacdo social pobre, sugestiva de autismo. Nao desenvolveu linguagem e, examinado
aos doze anos, apresentava deficiéncia mental profunda com movimentos estereotipados
permanentes. No exame clinico, foi notado dismorfismo facial discreto, apresentando
filtro curto, nariz curto com ponta grossa; tinha escroto em cachecol e quadriparesia
espastica, com perda de massa muscular das pernas. Imagens de ressonancia magnética
indicaram atrofia cerebral moderada.

Em estudo posterior, Cantagrel et al. (2009) mostraram que o gene Kiaa2022 de
camundongos € expresso no cérebro em desenvolvimento e que pode desempenhar
papel na maturacdo pds mitotica dos neurénios. Demonstraram que o gene Kiaa2022 ¢é
preferencialmente expresso no sistema nervoso central e que o seu transcrito é altamente
expresso em neurdnios pos-mitéticos.

Na Familia 3 aqui estudada, cujos pacientes apresentam deficiéncia mental
associada a outros sinais (Figura 9), detectamos uma mutacdo missense no exon 2 do
gene KIAA2022, ¢.262G>A, que resulta na substituicdo do acido glutamico por lisina
(E88K), segregando com a deficiéncia mental. A mée do probando e a tia materna, maes
de afetados (11-2 e 11-8, respectivamente) e a prima materna do probando (111-12), todas

com desvio total de inativacdo do cromossomo X (padrdo 100:0), sdo heterozigoéticas
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quanto & mutacdo ¢.262G>A. O irmdo clinicamente normal de afetado (I111-10) ndo é
portador da mutagéo (Figura 10).

A mutacdo substitui um acido glutdmico conservado entre Macaca mulatta, Bos
taurus, Canis lupus, Pan troglodytes e Homo sapiens. O amino&cido ndo é conservado
em M. musculus e R. norvegicus, porém essas espécies tém, na mesma posicao, o &cido
aspartico, que, como o acido glutamico, apresenta dois grupos carboxilicos e um grupo

amina, sendo também um aminoacido &cido (Figura 11).
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Figura 10: Mutacdo missense ¢.262G>A no exon 2 do gene KIAA2022. (A) Heredograma da
Familia 3, mostrando o desvio total da inativacdo do cromossomo X nas mulheres portadoras.
(B) Transigdo G>A no exon 2 do gene KIAA2022, resultando na substitui¢do de &cido glutdmico
por lisina (E88K): cromatogramas das fitas senso de um individuo normal (111-10), uma mulher
portadora da mutacéo (11-8) e um individuo afetado (111-5).
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M. musculus 59 MFPRGLLPPPSKKPCMQSPPSPLALIEAPDHSANSASVNAISLTSGVAKG 108

R. norvegicus 59 MFPRGLLPLPSKKPCMQSPPSPLGLIEAPDHSATGASVNAISLTSGVAKG 108

M. mulatta 59 MYPRGLLPLPSKKSCMQSPPSPLGLIEAPEHAANSASVNAISLTSGIAKG 108
B. taurus 59 MYPRGLLPLPSKKPCMQSPPSPLGLIEAPEHAANSASVNAISLTSGVAKG 108
C. lupus 59 MYPRGLLPLSSKKPCMQSPPSPLGLIEAPEHAANSASVNAISLTSGVAKS 108

P. troglodytes 101 MYPRGLLPLPSKKPCMQSPPSPLGLIEAPEHAANSASVNAISLTSGIAKG 150
H. sapiens 59 MYPRGLLPLPSKKPCMQSPPSPLGLIEAPEHAANSASVNAISLTSGIAKG 108
Familia 3 59 MYPRGLLPLPSKKPCMQSPPSPLGLIEAPKHAANSASVNAISLTSGIAKG 108

Figura 11: Alinhamento das sequéncias de 50 aminoacidos da proteina KIAA2022 de mamiferos ao redor do &cido glutdmico substituido - EB8K mostrando o
alto grau de similaridade entre as espécies. E interessante notar que, apesar das espécies Mus musculus e Rattus norvegicus ndo conservarem o &cido
glutdmico na posicao 88, substituiram por outro aminoacido que também é &cido e quimica e estruturalmente semelhante ao &cido glutdmico. Em azul, o &cido
glutdmico substituido por lisina, em vermelho. Em verde, o &cido aspartico na posi¢do 88 em M. musculus e R. norvegicus. A sequéncia de aminoacidos das
proteinas KIAA2022 foi obtida do HomoloGene, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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O é&cido glutdmico, substituido na familia aqui descrita € um aminoécido que
possui grupo carboxila em sua cadeia lateral, além daquele presente em todos o0s
aminodcidos, portanto é acido. A mutacéo substitui o acido glutdmico por lisina (E88K),
um amino&cido que possui dois grupos amina, sendo dessa forma basico. De acordo
com o HomoloGene (NCBI), verificamos que o &cido glutdmico na posicdo 88 é
mantido entre os mamiferos, com excecdo das espécies M. musculus e R. norvegicus,
que apesar de ndo conservarem o acido glutamico, apresentam nessa posi¢do o &cido
aspartico, um aminoacido quimicamente acido e semelhante ao acido glutdmico, dando
indicios de que um aminoacido com cargas negativas seja importante na posicao 88 da
proteina KIAA2022. A lisina difere bastante em sua composicdo quimica e estrutura
(Figura 12). A diferenca na estrutura e composi¢ao entre os aminoacidos pode alterar a
estrutura tridimensional da proteina, prejudicando sua funcao.

O conjunto de dados aqui apresentados indica que a mutacdo missense
€.262G>A, levando & substituicdo de acido glutamico por lisina na proteina KIAA2022,

seja responsavel pelo quadro clinico dos afetados por deficiéncia mental na Familia 3.
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Acido glutamico Acido aspartico Lisina

Figura 12: Estrutura e composi¢do quimica do &cido glutdmico, do &cido aspértico e da lisina.
Nos afetados por deficiéncia mental da Familia 3, encontramos uma mutacdo missense que leva
a substituicdo de acido glutdmico por lisina (E88K), segregando com a doenca na familia. O
amino4cido substituido € conservado entre os mamiferos, porém Mus musculus e Rattus
norvegicus apresentam um &cido aspartico na posicao 88 da cadeia polipeptidica.
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IV.1.4. FAMILIA 4

A Familia 4 (Figura 13) foi averiguada pela equipe do Dr. Charles Marques
Lourenco do Hospital das Clinicas - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.
Os pacientes se distribuem na familia de acordo com o padrdo de heranca recessiva
ligada ao X. O exame cromossdmico realizado no probando, apds bandamento G, ndo
revelou alteracdo. A sindrome do X fragil foi afastada por PCR (Haddad et al., 1996),
no probando (I11-1), em seu irméo (I11-2), em seus primos maternos em primeiro grau
(111-5, 111-6 e 111-8) e em seu primo materno em segundo grau (IV-1). Os afetados
apresentam deficiéncia mental e microcefalia. O probando e seu irmdo foram
submetidos a ressonancia magnética que revelou, em ambos, malformacdo de Dandy-

Walker e alteracéo de sinal da substancia branca periventricular.

Figura 13. Familia 4: Genealogia com afetados por deficiéncia mental, que ocorrem num
padrdo compativel com a herancga ligada ao X. O padréo de inativacdo do cromossomo X esta
indicado ao lado de cada mulher analisada.
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e Padréo de inativagdo do cromossomo X

A investigacdo do padréo de inativagdo do cromossomo X foi realizada em dez

mulheres da familia (Tabela 1V). As maes de afetados informativas no teste (I-1, I1-1,

I1-3, 11-6), todas apresentaram padrdes de inativagdo com desvios, presentes em 12%

(-1 e 1-6) ou 3,5%-4,0% (I-1 e I1-3) das mulheres da populacdo normal

(probabilidades calculadas com base no estudo de Amos-Landgraf et al., 2006). Dentre

as cinco irmds de afetados analisadas, sem filnos afetados, apenas Il1-3 foi

heterozigotica quanto a repeticdo CAG do gene AR, permitindo determinar o padrédo de

inativacdo (padrdo 59:41, dentro do esperado, considerando a inativagdo casual do

cromossomo X).

Tabela IV: Padréo de inativacdo do cromossomo X nas mulheres da Familia 4.

Mulheres examinadas Padréo de inativagao pP*
I-1 10:90 0,039
-1 20:80 0,12
-3 9:91 0,035
11-6 80:20 0,12
-3 Homozigota no locus AR -
-7 59:41 0,64
11-9 Homozigota no locus AR -
11-10 Homozigota no locus AR -
-11 Homozigota no locus AR -

*Probabilidades calculadas com base na distribui¢do dos padrées de inativagdo do cromossomo

X em mulheres adultas da populagéo geral analisadas por Amos-Landgraf et al. (2006); Paulo A.

Otto (comunicagao pessoal).
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e Mapeamento da regido candidata

Utilizando 36 marcadores moleculares do tipo microssatélites ao longo do
cromossomo X (Tabela V), verificamos que os marcadores DXS8045 (145,512,050-
145,512,268) e DXS1073 (153,828,908-153,829,128) segregam com a DM. A regido
candidata de 13,5 Mb (Xg27.3 - X(28) esta delimitada proximalmente pelo marcador
DXS1227 (140,802,415-140,802,588) e distalmente pelo ultimo gene mapeado no brago
longo do cromossomo X, MTCP1 (mature T-cell proliferation 1; 154,289,897-

154,376,212).
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Tabela V: Marcadores moleculares do tipo microssatélite analisados: localizagdo no cromossomo X - Mb (GRCh37, hg 19) e banda cromossdmica - e alelos
de cada individuo.

Marcador . 11-6 -1 m-2 -3 -4 -5 11-6 -7 1m-8 -9 11-10 1-11  Iv-1

Verde - Marcadores que ndo segregam com a DM Continua
? - N&o genotipado
# - Pais diferentes




Tabela V: Continuacdo.

Marcador Mb Banda Het. I-1 11-1 11-3 11-6 m-1 - m-2 -3 Mm-4 -5 -6 Hi-7 -8 -9 1-10 - 1i-11 V-1

DXS8043 144,028,522-144,028,706 . 14#  1/5# ? 1/3# 5/5# 1/5#
DXS998 146,607,898-146,608,097 Xq27.3 0,58 1/3 1/3 13 #2/3 3 3 1/1 1 3 3 171 3 1/3 1/2 1/3 3
DXS8091 147,602,856-147,602,958 X028 0.78 3/3 #1/3  3/3#  3/4# 3 3 1/5 3 3 3 213 3 2/3 2/4 2/3 3

Azul - Marcadores que segregam com a DM

Verde - Marcadores que ndo segregam com a DM

Amarelo - Marcadores ndo informativos

? - N&o genotipado

# - Pais diferentes

A regido delimitada para 0 mapeamento da DM esta real¢ada em negrito
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e Busca de microrrearranjos no cromossomo X por array-CGH e MLPA

Investigamos no probando a presenca de desequilibrios genémicos
submicroscépicos no cromossomo X pela técnica de array-CGH, utilizando a
plataforma Cytosure™, Chromosome X HD microarray 2x105K. Detectamos ganho de
copia de um segmento de aproximadamente 300 kb em Xqg28 (ChrX:153,578,110-
153,880,794; Hg19), na regido candidata que delimitamos na andlise de microssatélites
(Figura 14). Esse segmento contém 18 genes, dos quais dois ja foram associados a
deficiéncia mental: FLNA (filamin A, alpha) e GDI1 (GDP dissociation inhibitor 1);
além desses, o gene RPL10 (ribosomal protein L10) ja foi associado a autismo (Klauck
et al., 2006; Chiocchetti et al., 2011) e o gene ATP6AP1 (ATPase, H+ transporting,

lysosomal accessory protein 1) é altamente expresso no cerebro.
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Figura 14: Microduplicacdo de aproximadamente 300 Kb em Xg28. (A) Perfil do cromossomo
X (Cytosure™, Chromosome X HD microarray 2x105K), evidenciando a duplicacdo em Xg28.
(B) Ampliacdo da regido duplicada em Xg28. A barra azul na imagem B mostra a extensdo do
segmento duplicado, que contém 18 genes, dos quais dois ja foram associados a deficiéncia
mental.

Vandewalle et al. (2009) relataram um ganho complexo de nimero de copias
num segmento em Xq28, em individuos do sexo masculino com deficiéncia mental
familial e em um menino, caso isolado de deficiéncia mental. As mulheres portadoras
eram clinicamente normais. Os segmentos alterados iniciavam-se exatamente na mesma
posicdo, coincidindo com o inicio da LCR K1 (Low Copy Repeat K1) e terminavam
numa posicdo distal a LCR-L2. O tamanho do segmento alterado era de 317 Kb em

duas familias e no caso isolado, e de 324 Kb numa outra familia, mas em todos 0s casos
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incluia 18 genes, 0s mesmos contidos na alteracdo aqui descrita. Entretanto o nimero de
copias ndo estava igualmente aumentado na extensdo do segmento alterado, os genes
podendo estar duplicados, triplicados e até quintuplicados, como demonstrado pela
analise quantitativa por gPCR e pela analise dos niveis de expressdo de mRNA. O gene
GDI1 foi considerado por Vandewalle et al. (2009) como o principal responsavel pelo
quadro clinico dos pacientes, ja que a gravidade do fen6tipo mostrou correlagdo com o
namero de copias desse gene presentes nos afetados. O gene estava duplicado no caso
isolado, que apresentava deficiéncia mental moderada nédo sindrémica; estava triplicado
em duas familias, em que os homens, com deficiéncia mental leve-moderada e sinais
fisicos considerados inconsistentes, tinham alargamento ventricular; os irmaos afetados
de outra familia tinham uma pentaduplicacdo e apresentavam deficiéncia mental
moderada, microcefalia e malformacdo de Dandy-Walker, com hipoplasia de cerebelo e
agenesia de corpo caloso. Os autores, porém, ndo descartaram a possibilidade de outros
genes com numero alterado de coOpias estarem contribuindo para o quadro clinico,
especialmente aqueles com alta expressao no cérebro, como ATP6AP1 e RPL10. Fusco
et al. (2010) discordaram de Vandewalle et al. (2009), quando concluiram que o gene
GDI1 seria o maior responsavel pelo fendtipo manifestado pelos pacientes, e
consideraram que o gene IKBKG (inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells, kinase gamma), também com nimero de cépias alterado, poderia desempenhar
papel importante na deficiéncia mental. Froyen et al. (2010) rebateram as criticas,
ressaltando que em seu trabalho se referiram a homem normal portador de duplicacao
que incluia o gene IKBKG.

Para investigar se a alteracdo que detectamos no individuo V-1 (Figura 13)
segrega com a deficiéncia mental na familia, realizamos experimentos de MLPA

conforme descrito em Métodos (I11.2.1). Duas das sondas do kit utilizado hibridam no
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gene GDI1, que esta mapeado no segmento alterado, uma sonda no exon 1 e outra no
exon 7. Os resultados de MLPA (Figura 15) mostraram que o gene GDI1 esta presente
em pelo menos duas copias em todos os individuos afetados estudados (I11-1, 2,5, 6 e 8
e IV-1). As mulheres (I-1; 1lI-1, 3 e 6 e 111-9), que sdo maes de afetados, todas
clinicamente normais, também sdo portadoras da alteragdo. O menino I1ll1-4,
fenotipicamente normal, ndo apresenta a alteragdo, nem I1I-7, uma menina também
normal, com padrdo de inativacio do cromossomo X 59:41, portanto, dentro do
esperado considerando a inativagdo casual do cromossomo X (P = 0.64). A mulher
I11-11é portadora da alteracdo de nimero de copia de GDI1, mas ndo I11-3 e 111-10.
Essas mulheres, sendo homozigoticas quanto a repeticdo CAG do gene AR (Tabela 1V),
ndo permitiram que o padrdo de inativacdo do X fosse determinado. Mas, fica claro que,
na familia, as portadoras da alteracdo apresentam desvios no padrdo de inativagédo
(Tabela 1V) presentes em apenas cerca de 4% e 12% das mulheres adultas da
populacdo, de acordo com os dados de Amos-Landgraf et al. (2006). Esses resultados
concordam com aqueles observados por Vandewalle et al. (2009), que relataram desvios
de 70:30 a 100:0 nas portadoras da alteracdo de nimero de cdpia desse segmento em
X(q28; o tamanho dos desvios parecia correlacionar-se com o nimero de copias do gene

GDI1.
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GDP dissociation inhibitor 1 (GDI1) é um regulador central de membros da
familia Rab GTPase. Recicla proteinas Rab da membrana e sequestra as proteinas Rab
presentes no citosol na sua forma inativa ligada a GDP. O balango entre a forma da
proteina Rab ligada a membrana e a reserva citosolica do complexo Rab-GDI1 €
essencial para o transporte vesicular e liberagdo de neurotransmissores
(DerMardirossian e Bokoch, 2005).

D'Adamo et al. (1998) identificaram mutagdes no gene GDI1 em individuos
afetados da familia MRX41, previamente descrita por Hamel et al. (1996) e na familia
MRX48 descrita por des Portes et al. (1997). Bienvenu et al. (1998), fizeram um
screening de mutacdes na regido codificadora do gene GDI1 em 164 pacientes e
identificaram uma nova mutagdo missense no exon 11 em uma familia com deficiéncia
mental ndo sindromica. Todos os homens afetados apresentavam deficiéncia mental
moderada a grave.

Os pacientes da Familia 4 aqui descrita apresentam deficiéncia mental e
microcefalia associadas a malformacdo de Dandy-Walker e alteracdo da substancia
branca periventricular. No estudo de Vandewalle et al. (2009), apenas pacientes com
quatro copias extras do gene GDI1 apresentaram malformacgéo de Dandy-Walker. Nossa
andlise, utilizando a-CGH e MLPA, ndo permite quantificar precisamente o nimero de
cépias do segmento alterado. A analise do nimero de copias dos genes candidatos

necessita ser realizada nos afetados dessa familia, por PCR quantitativo (QPCR).
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IV.2. Irmandades com dois ou mais individuos do sexo masculino com deficiéncia
mental

e Pacientes

Os pacientes com deficiéncia mental incluidos no estudo pertenciam a
irmandades com pelo menos dois afetados do sexo masculino. Foram triadas 24
irmandades no Servico de Aconselhamento Genético do Departamento de Genética e
Biologia Evolutiva, do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, para
onde foram encaminhadas para diagnostico e aconselhamento genético para a familia.
Os afetados possuiam deficiéncia mental moderada a grave, avaliada com base em suas
limitagbes cognitivas e comportamentais. Para o estudo, foram selecionados 0s
pacientes cujos sinais clinicos ndo eram caracteristicos de sindrome conhecida e que
tiveram resultados normais em exame cromossdmico, realizado apds bandamento G, e

em teste molecular para a sindrome do cromossomo X fragil.

e Padrao de inativacdo do cromossomo X nas genitoras dos afetados

Foram analisadas, quanto ao padrdo de inativacdo do cromossomo X, 24
mulheres maes de pelo menos dois pacientes do sexo masculino afetados por deficiéncia
mental (Tabela VI). Utilizamos como critério de selecdo de candidatas a serem
portadoras de mutacdo no cromossomo X o desvio de inativagdo > 95% [P<0.05,
considerando a distribui¢do do padrdo de inativacdo do X obtida por Amos-Landgraf et
al. (2006), ao estudarem 415 mulheres adultas da populacdo geral]. Todas as mulheres

eram heterozigdticas quanto a repeticdo CAG do gene AR e, portanto, foram

informativas (Tabela VI). Trés dessas mulheres apresentaram desvio total de inativacao
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(padrdo 100:0) e uma, desvio praticamente completo (padrdo 3:97). A frequéncia de
mulheres com esses desvios extremos de inativa¢do na amostra (16,7%; IC 95% 0,0473
- 0,3741) é claramente maior (P = 0.0018; teste exato de Fisher) do que aquela
encontrada por Amos-Landgraf et al. (2006) (0,017; IC 95% = 0,007 - 0,035).
Considerando (a) a raridade dos desvios extremos da inativacdo do cromossomo
X na populacdo geral de mulheres e (b) que cerca de um tergco das mulheres portadoras
obrigatorias de mutacGes do cromossomo X que causam deficiéncia mental com
heranca ligada ao X mostram desvios de inativacdo extremos - >90:10 (Plenge et al.,
2002), as quatro mulheres maes de mais de um menino afetado por deficiéncia mental
podem ser consideradas como muito provavelmente portadoras de muta¢des que causam
a deficiéncia mental em seus filhos. Na verdade, com base nos dados de seu estudo da
inativacdo do cromossomo X em mulheres da populacdo geral, Amos-Landgraf et al.
(2006), estimam que para uma recém nascida numa familia em que segrega uma doenca
de heranca ligada ao X, sabidamente associada a desvios significativos da inativagcdo do
X, um desvio >90:10 Ihe confere uma chance de aproximadamente 100:1 de ser
portadora da mutacdo; no caso de uma mulher qualquer da populacdo com desvio de
inativagdo >90:10, suas chances sdo iguais de ser ou ndo portadora de mutacéo

patogénica no cromossomo X.
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Tabela VI: Padrdo de inativacdo do cromossomo X em 24 mulheres maes de dois ou mais
pacientes do sexo masculino com deficiéncia mental (DM).

Mulher  'dade ao exame Razdo de i_na'Fivagéo* No. de filhos
(anos) (alelos maior:menor) com DM
1 50,08 38:62 2
2 42 53:47 2
3 41 52:48 2
4 32,83 57:43 2
S 35,75 65:35 2
6 42,42 70:30 2
! 41 58:42 2
8 34,25 27:73 2
9 38 77:23 2
10 35,83 42:58 2
11 42,75 74:26 2
12 31,67 50:50 2
13 40,33 64:36 2
14 43,92 12:88 2
15 31,33 18:82 2
16 46,83 24:76 2
17 28,42 59:41 2
18 44,75 12:88 2
19 36 100:0 3
20 46,08 03:97 2
21 31,33 38:62 2
22 39,2 53:47 2
23 35,42 100:0 2
n o Slmpme

*(phd1/phul)/(phd1/phul)+(phd2/phu2), em que phdl = alelo menor do gene AR, apds digestdo com
Hpall, phul = alelo menor néo digerido, phd2 = alelo maior apés digestdo com Hpall e phu2 = maior

alelo ndo digerido.
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e Busca de microrrearranjos no cromossomo X

Investigamos duplicacfes e dele¢Bes submicroscopicas do cromossomo X, por
array CGH, utilizando a plataforma Cytosure™, Chromosome X HD microarray
2x105K, nos pacientes cujas maes apresentaram desvios extremos de inativacdo do
cromossomo X (19, 20, 23 e 24 - Tabela VI). N&o encontramos alteracéo patogénica.

Considerando que a frequéncia de microduplicacbes ou microdelegdes do
cromossomo X relacionadas a deficiéncia mental familial com heranca ligada ao X é de
cerca de 10% (Whibley et al., 2010), esse resultado nesse pequeno grupo de pacientes
estd dentro do esperado. Em um estudo do laboratério (dados ndo publicados), em que
133 mulheres maes de um menino com deficiéncia mental foram analisadas quanto ao
padrdo de inativacdo do cromossomo X, ndo foram detectadas microduplicacbes ou
microdelecdes patogénicas no cromossomo X, nos 15 meninos cujas méaes tinham
desvios completos da inativacdo (padrdo 100:0). Somando-se aos quatro casos de méaes
de afetados por deficiéncia mental, com desvio completo de inativacdo do cromossomo
X, aqui estudados, sdo 19 mulheres com desvios completos da inativacdo, em que a
deficiéncia mental de seus filhos ndo tem como causa microduplicacdes ou
microdelecdes do cromossomo X. Assim, a inativacdo do X completamente desviada
nas maes de afetados ndo parece aumentar a chance de que a deficiéncia mental seja
causada por variaces patogénicas do nimero de copias de segmentos do cromossomo
X.

Ganhos e perdas de segmentos do cromossomo X detectados ao exame
cromossdmico apds bandamento G estdo associados a desvios extremos do padrdo de
inativacdo do X nas portadoras, com o cromossomo alterado sempre inativo; admite-se

que esse padrdo de inativacdo seja resultado da selecdo contra as células que tém o
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cromossomo X alterado ativo. Entretanto, as microduplicaces e microdelecdes do
cromossomo X ndo parecem aumentar a probabilidade de a portadora apresentar desvios
extremos no padrdo de inativacdo do cromossomo X. Num estudo de 45 mulheres com
desvios >85%, e 45 controles sem esses desvios, Jobanputra et al. (2012) né&o
observaram diferencgas significativas quanto a presenca de variagdes no numero de
copias de segmentos do cromossomo X > 100 kb nem quanto a segmentos alterados

contendo genes.
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V. SUMARIO E CONCLUSOES

Este trabalho teve o objetivo de identificar genes candidatos a deficiéncia mental
de heranca ligada ao cromossomo X. Estudamos quatro familias, em que a deficiéncia
mental segregava num padrao tipico de heranga ligada ao X e 24 irmandades com pelo
menos dois individuos do sexo masculino apresentando deficiéncia mental. A sindrome
do cromossomo X fragil e alteracdes cromossOmicas detectaveis na analise apds
bandamento G foram afastadas como causa da deficiéncia mental. Iniciamos o estudo
determinando o padrdo de inativa¢do do cromossomo X nas maes dos afetados, uma vez
que padrdes de inativacdo do cromossomo X extremamente desviados sdo frequentes
em portadoras de mutagdes no cromossomo X, que causam deficiéncia mental em
homens. Em seguida, buscamos desequilibrios submicroscopicos do cromossomo X,
por meio de hibridacdo gendOmica comparativa baseada em array (a-CGH), nos
probandos dos casos familiais e das irmandades com dois ou mais afetados cujas maes
apresentaram desvios extremos de inativacdo do cromossomo X. Nos casos familiais,
delimitamos regido candidata a conter o gene alterado, genotipando marcadores
moleculares do tipo microssatélites e excluindo os segmentos que ndo segregavam com
a deficiéncia mental; alguns genes que ja haviam sido associados a deficiéncia mental e
que estavam localizados nos segmentos delimitados foram sequenciados; 0S exomas de
trés propdsitos foram sequenciados.

Na Familia 1 os afetados, em duas geragdes, apresentavam deficiéncia mental
grave-profunda associada a microcefalia, baixa estatura, ficies peculiar e puberdade
precoce. As portadoras obrigatorias apresentaram desvio total de inativacdo do
cromossomo X. Em estudo anterior, tinha sido detectada, nessa familia, uma

microdele¢do no cromossomo X que, inicialmente considerada como causal, pdde ser
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descartada pela sua ocorréncia populacional. Utilizando marcadores do tipo
microssatélites, delimitamos uma regido candidata de aproximadamente 29 Mb entre
DXS1068 (Xpll.4 - 38,908,227-38,908,332) e DXS1216 (Xql3.1 - 68,264,353-
68,464,720). Dentre os 26 genes ja relacionados a deficiéncia mental contidos nesse
segmento, sequenciamos 12 e ndo encontramos alteragdo: ZNF81 (zinc finger protein
81), PQBP1 (polyglutamine binding protein 1), ATP6AP2 (ATPase, H+ transporting,
lysosomal accessory protein 2), OTC (ornithine carbamoyltransferase), MAOA
(monoamine oxidase A), KDM5C (lysine (K)-specific demethylase 5C), FGD1 (FYVE,
RhoGEF and PH domain containing 1), HSD17B10 (hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 10), SYN1 (synapsin 1), SHROOM4 (shroom family member 4), TSPAN7
(tetraspanin 7) e OPHNL1 (oligophrenin 1). Posteriormente, o sequenciamento do exoma
do probando revelou duas mutagdes missense, com alta chance de serem patogénicas,
nos genes TIMP1 (TIMP metallopeptidase inhibitor 1) e HUWE1 (HECT, UBA and
WWE domain containing 1, E3 ubiquitin protein ligase), mapeados no segmento que
segregava com a doenca na familia. As patologias ja associadas com niveis alterados da
proteina TIMP1 tornaram pouco provavel que a mutacdo tivesse associacao causal com
a deficiéncia mental na familia. O gene HUWEL, por sua vez, codifica um membro da
familia de ligases de ubiquitina HECT E3 e ja foi associado a deficiéncia mental. A
mutacdo ¢.12378C>G resulta na substituicdo do aminodcido cisteina por triptofano
(C4126W), no dominio HECT, em posicdo evolutivamente conservada e segrega com a
deficiéncia mental na familia. Muito provavelmente essa mutacdo € a causa da
deficiéncia mental na Familia 1.

Os afetados da Familia 2, dois primos em primeiro grau e um tio materno,
apresentavam deficiéncia mental aparentemente moderada associada a dismorfismos.

Suas maes apresentaram desvio completo da inativacdo do cromossomo X. No
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proposito, ndo foram detectadas microdele¢des ou microduplicagcdes do cromossomo X.
A genotipagem de marcadores do tipo microssatélites permitiu delimitar uma regido de
aproximadamente 70 Mb entre os marcadores DXS993 (41,147,683-41,147,988) e
DXS1059 (111,325,975-111,326,164), como candidata a conter a mutacdo causadora da
deficiéncia mental. Nesse segmento estdo mapeados 44 genes ja associados a
deficiéncia mental. Sequenciamos inicialmente os genes PQBP1, HSD17B10, KDM5C,
SYN1 e OPHNL1 e ndo encontramos alteracdo. O sequenciamento do exoma do propdsito
revelou, no segmento candidato, mutagdes missense, com alta probabilidade de serem
patogénicas, nos genes TAF1 (TAF1 RNA polymerase Il, tata box-binding protein-
associated factor) e SHROOM4 (shroom family member 4). A mutacgéo c.4406A>T no
gene TAF1 leva a substituicdo do aminoacido histidina por leucina (H1469L), numa
sequéncia extremamente conservada entre os mamiferos. Entretanto, a Unica doenca ja
associada a mutacdo no gene TAF1l é a distonia de torsdo-parkinsonismo, de
manifestacdo tardia, com o aparecimento dos primeiros sinais na terceira década de
vida, 0 que torna pouco provavel que a mutacdo nesse gene seja responsavel pela
deficiéncia mental na familia. A mutacdo missense ¢.1413C>A no gene SHROOM4
resulta na substituicdo do aminoacido prolina por treonina (P463T). A prolina
substituida é altamente conservada entre os mamiferos. Alteragdes no gene SHROOM4
(mutacdo familial missense e quebra do gene em dois casos de translocacdo
X;autossomo) j& foram relacionadas anteriormente a deficiéncia mental. A mutacédo que
detectamos, que segrega com a deficiéncia mental, aparece, assim, como causa mais
provavel da deficiéncia mental na Familia 2.

Na Familia 3, dois irmdos e um primo materno em primeiro grau apresentavam
deficiéncia mental grave associada a dismorfismos; um dos meninos tinha tetralogia de

Fallot. As maes dos afetados apresentaram desvio total de inativagdo do cromossomo X.
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No proposito ndo foram detectadas microduplica¢cBes ou microdelecdes no cromossomo
X. Usando marcadores do tipo microssatélite, foi possivel delimitar uma regido
candidata para conter a mutacdo responsavel pela deficiéncia mental, de
aproximadamente 40 Mb, entre os marcadores DXS8080 (44,243,430-44,243,620) e
DXS1196 (86,688,618-86,688,830). Nesse segmento estdo mapeados 32 genes ja
associados a deficiéncia mental. Dentre esses, sequenciamos o0s genes SYN1, PQBP1,
SHROOM4, KDM5C, HSD17B10, FGD1 e OPHN1 e ndo encontramos alteracdo
patogénica. A anélise do exoma do propdsito revelou, no segmento candidato, uma
mutacdo missense com alta probabilidade de ser patogénica no gene KIAA2022. A
mutacdo - ¢.262G>A resulta na substituicdo do acido glutamico, altamente conservado
em mamiferos, por lisina (E88K) e segrega com a deficiéncia mental na familia. O gene
KIAA2022 ja foi relacionado a deficiéncia mental, tendo sido rompido por uma das
quebras de uma inversdo pericéntrica do cromossomo X em afetados de uma familia. E
provavel, assim, que a mutacdo que detectamos no gene KIAA2022 seja responsavel
pela deficiéncia mental na Familia 3.

Na Familia 4, o proposito, seu irmdo, trés primos em primeiro grau e um primo
em segundo grau apresentavam deficiéncia mental associada a microcefalia. No
propdsito e em seu irmdo foi documentada malformacdo de Dandy-Walker. As méaes
dos afetados apresentaram desvios significativos da inativacdo do cromossomo X
(80:20 e 90:10). Uma duplicacdo de segmento de aproximadamente 300 kb em Xq28
(ChrX:153,578,110-153,880,794 - Hg19) foi detectada nos afetados e em suas maes.
Esse segmento contém 18 genes, dos quais dois, FLNA (filamin A, alpha) e GDI1 (GDP
dissociation inhibitor 1) ja foram associados a deficiéncia mental, RPL10 (ribosomal
protein L10) foi associado a autismo e ATP6AP1 (ATPase, H+ transporting, lysosomal

accessory protein 1) é altamente expresso no cérebro. Ganhos de cépias de segmentos

84



semelhantes foram descritos anteriormente associados a deficiéncia mental em trés
familias e em um caso isolado, alguns afetados apresentando malformacdo de Dandy-
Walker, indicando ser esta a causa da deficiéncia mental na Familia 4.

No estudo das 24 irmandades com pelo menos dois individuos do sexo
masculino com deficiéncia mental, determinamos o padrdo de inativacdo do
cromossomo X nas mdes dos afetados. Quatro mulheres (16,7%) apresentaram desvios
extremos de inativacdo do cromossomo X (padrdo 100:0), frequéncia significativamente
maior do que aquela registrada na literatura para desvios de inativacdo >95% em
mulheres da populagéo geral (aproximadamente 2%). Considerando ainda que cerca de
30% das portadoras de mutac6es que causam deficiéncia mental de heranga ligada ao X
tém desvios significativos de inativacdo, admitimos que as mées de pelo menos dois
afetados, apresentando tais desvios eram provavelmente portadoras de mutacOes
responsaveis pela deficiéncia mental em seus filhos. Investigamos a presenca de
microduplicacdes e microdelecdes do cromossomo X nos probandos dessas quatro

irmandades e ndo encontramos alteracdes.
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ABSTRACT



VI. ABSTRACT

This study aimed at identifying candidate genes for X-linked intellectual
disability (ID). Four families in which ID of unknown cause segregated as an X-linked
trait, and 24 sibships with at least two affected males were investigated. The pattern of
X-inactivation was determined in the mothers of affected males, taking into account that
extremely skewing of X-inactivation is frequently found in women carrying mutations
causative of X-linked intellectual disability (XLID). In the XLID families, ID was
mapped by the genotyping of microsatellite markers localized throughout the X
chromosome. Cryptic X-chromosome imbalances were investigated by array-based
comparative genomic hybridization (a-CGH). Positional candidate genes that had been
associated with ID were directly sequenced in the search for causative mutations. In
three XLID families, the propositus had their exome sequenced.

In three XLID families missense mutations that led to substitutions of
conservative amino acid residues were found that segregated with ID, and were
probably causative of the clinical phenotypes: ¢.12378C>G in HUWE1 (HECT, UBA
and WWE domain containing 1, E3 ubiquitin protein ligase) gene; ¢.1413C>A in the
SHROOM4 (shroom family member 4) gene; c.262G>A in the KIAA2022 gene.
Heterozygotes for these mutations had completely skewed X-inactivation (100:0
inactivation ratio). Point mutations or disruption of these genes by rearrangement
breakpoints have been previously described in a few patients with ID.

In one family in which XLID was associated with microcephaly and Dandy-
Walker malformation, a duplication of approximately 300 kb at Xg28
(ChrX:153,578,110-153,880,794 - Hgl9) was found segregating with the disease.

Heterozygotes for this duplication had skewed X-inactivation (80:20 and 90:10
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inactivation ratios). Similar duplications have been described in three European families
and one sporadic case, Dandy-Walker malformation being documented in some
patients.

In the study of the 24 sibships with at least two males presenting with ID, the
maternal pattern of X-inactivation was determined. Four women (16.7%) showed
completely skewing of X-inactivation (100:0 inactivation ratio), a frequency
significantly higher than the reported frequency of skewing > 95% in women from the
general population (about 2%). Considering this finding and that extremely skewed X-
inactivation have been reported in about 30% of carriers of mutations causing XLID, it
was assumed that the four mothers of males presenting with ID were most probably
carriers of the mutations causative of ID in their sons. Chromosome X microimbalances

were not found in the propositus, in these four sibships.
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