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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.
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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
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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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RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de identificar genes candidatos para deficiéncia
mental de heranca ligada ao cromossomo X (DMLX). Foram investigadas quatro
familias, nas quais a deficiéncia mental de causa desconhecida segregava num padrao
tipico de heranca ligada ao X, e 24 irmandades que incluiam pelo menos dois afetados
do sexo masculino. O padréo de inativacdo do cromossomo X foi determinado nas maes
dos afetados, pois desvios extremos no padrdo de inativacdo sdo frequentes em
mulheres portadoras de muta¢des no cromossomo X que causam DMLX. Nas familias
com padrdo de heranca ligada ao X, a deficiéncia mental foi mapeada, usando
marcadores moleculares do tipo microssatélite, localizados ao longo do cromossomo X.
Desequilibrios cromossémicos submicroscopicos foram investigados por hibridagédo
gendmica comparativa baseada em <i>array (array</i>-CGH). Genes candidatos
posicionais que j& haviam sido associados a deficiéncia mental foram sequenciados pelo
método de Sanger, em busca de mutacdes patogénicas. Em trés familias com DMLX, o
probando teve seu exoma sequenciado. Nas trés familias com DMLX em que o
sequenciamento do exoma foi realizado, foram detectadas mutagdes <i>missense</i>,
levando a substituicdo de residuos de amino&cidos conservados, que segregavam com a
deficiéncia mental. Essas mutagfes foram consideradas como provaveis causas dos
fenotipos nessas familias: ¢.12378C>G no gene <i>HUWE1 (HECT, UBA</i> and
<i>WWE domain containing 1, E3 ubiquitin protein ligase</i>); c.1413C>A no gene
<i>SHROOM4 (shroom family member 4</i>) e ¢.262G>A no gene <i>KIAA2022</i>.
As mulheres heterozigoticas quanto a essas mutacdes apresentaram desvio completo de
inativacdo do cromossomo X (100:0). Muta¢fes de ponto ou interrup¢do desses genes
por rearranjos cromossomicos foram previamente descritas em alguns pacientes com
deficiéncia mental. Em uma familia, em que a DMLX estava associada a microcefalia e
malformacdo de Dandy-Walker, uma microduplicacdo de aproximadamente 300 kb em
Xq28 (ChrX :153,578,110-153,880,794;Hg19) foi detectada segregando com a doenca.
As mulheres heterozigéticas quanto a essa duplicacdo apresentaram desvios de
inativacdo do X (80:20 e 90:10). Duplicagcdes semelhantes foram anteriormente
descritas em trés familias europeias e em um caso esporadico; a malformacédo de
Dandy-Walker foi documentada em alguns desses pacientes. No estudo das 24
irmandades com pelo menos dois individuos do sexo masculino apresentando

deficiéncia mental, o padrdo de inativagdo do cromossomo X de suas mades foi



determinado. Quatro mulheres (16,7%) apresentaram desvio total de inativacdo do
cromossomo X (100:0), frequéncia significativamente maior do que a descrita para
populacdo geral de mulheres adultas (cerca de 2 %). Considerando que desvios
extremos de inativagdo do cromossomo X sdo observados em aproximadamente 30%
das portadoras de mutacGes que causam DMLX, concluiu-se que as quatro maes de
homens que apresentam deficiéncia mental eram provavelmente portadores de mutacdes
no cromossomo X, causadoras da deficiéncia mental em seus filhos. N&o foram
encontradas microdele¢fes ou microduplicagcbes no cromossomo X nos probandos das

quatro irmandades.
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