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RESUMO 

 

CARNEIRO, T. N. R. Identificação da etiologia da deficiência intelectual 

esporádica por sequenciamento de exomas de afetados e seus pais. 2016. 

Dissertação (Mestrado) – Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2016. 

Deficiência intelectual (DI), associada ou não a outras alterações congênitas, é 

a razão mais frequente de procura por aconselhamento genético pelas famílias. 

Até alguns anos atrás, a realização de cariótipo, triagem para doenças 

metabólicas e fra(x) elucidavam apenas ~40% dos casos de pacientes com DI 

idiopática. Com o surgimento de arrays genômicos, as causas moleculares por 

trás de outros ~20% dos quadros de DI foram elucidadas; porém, mesmo com 

esse avanço, muitos pacientes ainda permanecem sem causa molecular clara 

que justifique o fenótipo. O sequenciamento do exoma (WES) é hoje um dos 

recursos disponíveis para o diagnóstico e possível elucidação das causas 

genéticas por trás da deficiência intelectual idiopática, abrindo caminho também 

à identificação de novos genes. O presente trabalho realizou o sequenciamento 

de exoma de 8 probandos que tinham em comum a deficiência intelectual 

esporádica, acompanhada ou não de outros sinais clínicos, e de seus genitores 

não afetados (trios). Esses pacientes foram previamente triados para a síndrome 

do X frágil, e submetidos a exame de array CGH para investigação de perdas e 

ganhos de segmentos cromossômicos, ambos com resultados negativos. O 

objetivo desse estudo foi detectar alterações e possivelmente novos genes 

associados com a DI, usando pipelines de padrões de herança mendeliano. 

Treze alterações em 9 genes foram detectadas por sequenciamento de exoma 

e confirmadas por sequenciamento Sanger: 8 mutações bialélicas em genes 

recessivos (TBC1D24, ADAMTSL2, NALCN, VPS13B), uma ligada ao X (MID1), 

e 4 alterações de novo (RYR2, GABBR2, CDK13, DDX3X); 5 dessas alterações 

ainda não haviam sido descritas nos bancos de dados consultados, 

caracterizando mutações novas. Dos 8 trios, em 5 identificamos alterações 

moleculares provavelmente responsáveis pelos quadros apresentados; dois 

desses casos foram em genes recessivos (mutações homozigotas ou em 
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heterozigose composta) e potencialmente teriam sido detectados mesmo se 

apenas os probandos houvessem sido sequenciados. Para as alterações em 

heterozigose, porém, a avaliação dos genitores e constatação de status de novo 

da mutação foram importantes para avaliar o impacto da variante. Esse trabalho 

resultou em uma taxa de diagnóstico de 62,5%; mesmo considerando o pequeno 

tamanho da amostra, esse valor está bem acima dos 15-30% relatados na 

literatura quando essa metodologia é utilizada para o estudo de casos 

esporádicos de DI. Em dois casos, mutações foram identificadas em genes que 

só foram descritos como mutados recentemente e que ainda não são 

considerados genes de deficiência intelectual no OMIM: o gene CDK13 foi 

descrito como mutado em pacientes de uma única coorte com malformação 

cardíaca congênita (sindrômica ou não), porém sua contribuição para coortes de 

DI ainda não foi investigada. O gene GABBR2, identificado mutado em 

heterozigose em um dos nossos pacientes, já havia sido considerado um 

candidato potencial para DI, mas apenas 2 trabalhos detectaram mutações 

nesse gene entre pacientes com DI e epilepsia. Os resultados aqui apresentados 

substanciam o papel desses genes como implicados na DI sindrômica de 

herança autossômica dominante, e devem contribuir para serem considerados 

genes OMIM de deficiência intelectual.  

 

Palavras-chave: Deficiência Intelectual. Exoma. Sequenciamento de nova 

geração.  
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ABSTRACT 

 

CARNEIRO, T. N. R. Elucidation of sporadic Intellectual disability etiology 

by exome sequencing of affected individual and their parents. 2016. 

Dissertação (Mestrado) – Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2016. 

Intellectual disability (ID), associated or not with other congenital abnormalities, 

is the most frequent reason for families to seek genetic counseling. Until some 

years ago, karyotyping, metabolic disease and FRAXA screening elucidated only 

~40% of patients with idiopathic ID. Importantly, with the introduction of genomic 

arrays, the molecular cause behind a further ~ 20% of ID cases was determined; 

however, despite this improvement, many patients are still not provided with a 

clear molecular explanation and cause for their phenotype. Nowadays, whole 

exome sequencing (WES) is one of the methods available for diagnosis and a 

further means of possible elucidation of the genetic causes of idiopathic 

intellectual disability; in many cases this method also allows identification of 

genes that have not been previously related to ID. In the present project, we 

sequenced the exome (WES) of 8 sporadic patients that all had ID, with or without 

other clinical signs, and their unaffected parents (trios); these patients had been 

previously screened for fragile X syndrome and for losses and gains of 

chromosomal segments by array CGH, both with negative results. The objective 

of this study was to detect mutations and possibly new genes associated with ID, 

using pipelines for Mendelian inheritance patterns. Thirteen mutations in 

9candidate genes were detected by exome sequencing and confirmed by Sanger 

sequencing, among them 8 biallelic mutations in autossomal recessive genes 

(TBC1D24, ADAMTSL2, NALCN, VPS13B), one mutation in an X-linked gene 

(MID1), and 4 de novo alterations (RYR2, GABBR2, CDK13, DDX3X); 5 of these 

mutations had not been described in the databases consulted characterizing new 

variants. Of the 8 trios, we obtained a probable diagnosis of the molecular 

alteration responsible for the presented phenotypes in 5. Two of these cases 

were in recessive genes (homozygous mutations or compound heterozygous), 

and the mutations would probably have been detected even if only the probands 
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had been sequenced. However, for the heterozygous mutations, the assessment 

of the parents and the confirmation of the de novo status of the mutation was 

important to evaluate the impact of the variant. This work resulted in a diagnosis 

rate of 62.5%; even considering the small sample size, this value is well above 

the average of 15-30% reported in the literature when the methodology used for 

the study of ID sporadic cases is considered. In two cases, mutations were 

detected in genes only recently described as mutated and which are not 

considered yet as OMIM ID genes. The CDK13 gene had already been described 

as mutated in a single cohort of patients with syndromic congenital heart defects, 

but its contribution to ID cohorts has not been established. The GABBR2 gene, 

where a heterozygous mutation was identified in the patient, had already been 

considered a potential candidate for ID; there are only 2 studies that detected 

mutations in this gene among patients with ID and epilepsy. This contribution may 

pave the way to establishing GABBR2 and CDK13 as causations of ID and 

acceptance by OMIM.  

 

Keywords: Intellectual disability. Exome. Next generation sequencing. 
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EuroEPINOMIC - European Science Foundation 

ExAC - Exome Aggregation Consortium  

F - Feminino 

FAPESP - Fundação de Amparo à pesquisa do Estado de São Paulo 

FISH - Hibridização fluorescente in situ (Fluorescence in situ hybridization) 

Fra(X) - X Frágil 

G - Guanina 

GABA - Ácido gama-aminobutírico 

GABAB - Subtipo de receptor GABA  

Gb - Gigabase 

H+ - Íon de hidrogênio 

His - Histidina 

HIV - Vírus da imunodeficiência humana 

HS - Alta sensibilidade (High sensitivity)  

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

IB-USP - Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo 

IHPRF1 - Hypotonia, infantile, with psychomotor retardation and characteristic 

facies 1 

Ile - Isoleucina 

K+ - Potássio 
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Kb - Kilobase 

Kg - Kilograma 

Leu - Leucina 

LoF - Perda de função (Loss of Funcion) 

M - Masculino 

MAPP  - Multivariate Analysis of Protein Polymorphism 

Mb - Megabase 

µg - Micrograma 

MGI - Mouse Genome Informatics  

ml - Mililitro 

Na+ - Sódio 

NCBI - National Center for Biotechnology Information 

ng - Nanograma 

NGS - Sequenciamento de nova geração (Next Generation Sequencing) 

NHLBI - National Heart, Lung, and Blood Institute 

nM - Nanomolar 

NS-ARID - Deficiência Intelectual autossômica recessiva não sindrômica 

NS-XLID - Deficiência intelectual não sindrômica ligada ao X 

OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man 

OMS - Organização Mundial da Saúde 

Pb - pares de base 

PC - Perímetro cefálico 

PCR - Reação em cadeia da polimerase 

pH - Potencial hidrogeniônico  
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PhD-SNP - Predictor of human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms 

Phe - Fenilalanina 

PNS - Pesquisa Nacional de saúde 

PolyPhen - Polymorphism Phenotyping 

POP7 - Polímero de alta performance  

QI - Quociente de inteligência 

Ref - Referência 

RefSeq - The NCBI Reference Sequence 

RefSNP - SNP referência 

RNA - Ácido ribonucleico 

RNAm - RNA mensageiro 

RNM - Ressonância Magnética 

S-ARID - Deficiência intelectual autossômica recessiva sindrômica 

SAM - Sequence Alignment Map 

Ser - Serina 

SIFT - Sorting Intolerant From Tolerant 

SNP - Polimorfismo de base única 

SNV - Variação de base única 

SnRNA - Pequeno RNA nuclear 

S-XLID - Deficiência intelectual sindrômica ligada ao X  

T - Timina 

TBC - Tre2/Bub2/Cdc16 

Thr - Treonina 

TLC - TRAM/LAG1/CLN8 
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TMAP - Torrent Mapping Alignment Program 

Tyr - Tirosina 

UCSC - University of California, Santa Cruz 

UTR - Região não traduzida (untranslated region) 

USP - Universidade de São Paulo 

UV - Radiação ultravioleta 

Val - Valina 

VCF - Variant Call Format 

VEP - Variant Effect Predictor 

VT - Taquicardia ventricular 

WAIS - Wechsler Intelligence Scale for Adults 

WISC - Wechsler Intelligence Scale for Children 

WGS - Sequenciamento completo do genoma (whole genome sequencing) 

WES - Sequenciamento total do exoma (whole exome sequencing) 

XLID - Deficiência intelectual ligada ao X (X-linked intelectual disability) 
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I.1. Deficiência Intelectual 

 A deficiência intelectual (DI) é definida pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) como uma redução na capacidade de compreenção de informações 

novas ou complexas e no aprendizado e execução de novas habilidades. Essas 

características se manifestam antes da vida adulta com efeito duradouro durante 

o desenvolvimento e levam à redução da autonomia e da interação social.  

Segundo a American Association on Intellectual and Developmental Disabilities 

(AAIDD - https://aaidd.org/), a deficiência intelectual consiste em inaptidão 

caracterizada por limitações significativas tanto no funcionamento intelectual 

como no comportamento adaptativo, abrangendo várias habilidades sociais e 

práticas diárias. Essa deficiência se evidencia durante o período de 

desenvolvimento, antes dos 18 anos de idade. 

No Brasil, o decreto 5296/04 que regulamenta as leis federais 10.048 e 

10.098/2000 (http://www.oabsp.org.br/comissoes2010/defesa-direitos-pessoas-

especiais/cartilhas), define a deficiência intelectual como funcionamento 

intelectual significativamente inferior à média apresentada pela população, com 

manifestação antes dos 18 anos e limitações associadas a duas ou mais áreas 

de habilidades adaptativas, tais como: comunicação, cuidado pessoal, 

habilidades sociais, utilização de recursos da comunidade, saúde, segurança, 

habilidades acadêmicas, lazer e trabalho. A deficiência intelectual impacta não 

apenas o portador, mas tem reflexos também nos familiares e na comunidade. 

A DI é uma condição clínica complexa e heterogênea que pode resultar de 

causas genéticas, ambientais ou uma combinação, e pode ser classificada como 

sindrômica ou isolada. Na deficiência intelectual isolada, o paciente apresenta 

unicamente a DI, sem outros sinais clínicos associados (GUSTAVSON, 2005; 

HARBOUR; MAULIK, 2010), enquanto na DI sindrômica, o paciente possui 

outros sinais clínicos além da deficiência intelectual, constituindo um quadro 

clínico complexo; nos casos de DI sindrômica, os pacientes apresentam 

malformações ou dismorfias, adicionando outros fatores complicantes no 

cuidado para com o paciente.  

Para diagnosticar a deficiência intelectual e sua severidade, testes de QI como 

o Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC) e Wechsler Intelligence Scale 

http://www.oabsp.org.br/comissoes2010/defesa-direitos-pessoas-especiais/cartilhas
http://www.oabsp.org.br/comissoes2010/defesa-direitos-pessoas-especiais/cartilhas
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for Adults (WAIS) são aplicados para crianças e adultos, respectivamente. O 

desempenho verbal e motor são avaliados separadamente e posteriormente são 

combinados em uma pontuação total; a média de QI da população geral é 

definida como 100 e apresenta desvio padrão de 15; indivíduos com um QI de 

70 ou menor (2 desvios padrão abaixo da média) são classificados como 

deficientes intelectuais (LEONARD; WEN, 2002). 

Convencionalmente, a DI é classificada de acordo com o QI dos indivíduos em 

leve (entre 70 e 50), moderada (50 e 35), grave (entre 35 e 20) e profunda (menor 

que 20). A DI leve é muitas vezes diagnosticada tardiamente, ou nem sequer é 

diagnosticada, já que na maioria dos casos ela está presente na forma isolada 

ou associada a elementos dismórficos que podem passar despercebidos durante 

a avaliação clínica. Pacientes com esse grau de alteração apresentam 

dificuldades no processo de aprendizagem, embora muitos dos adultos 

consigam trabalhar e adquirir relativa independência pessoal e social. Na forma 

moderada de DI, o paciente tem dificuldades mais significativas no processo de 

aprendizagem, noções básicas de leitura e escrita não são frequentemente 

adquiridas, mesmo considerando que o paciente possa desenvolver certo grau 

de independência em atividades diárias. Pacientes com DI grave geralmente 

apresentam uma completa dependência para a realização de ações diárias; e a 

DI profunda possui como característica uma redução grave do potencial de 

comunicação e de mobilidade (SCHALOCK et al., 2010). A DI, distribuída em 

leve, moderada, grave e profunda, afeta 85%, 10%, 4%, e 2% respectivamente 

dos pacientes (LEONARD; WEN, 2002; DURKIN, 2002; GUSTAVSON, 2005; 

HARRIS, 2006; KING et al., 2009). 

A deficiência intelectual é mais prevalente nos países com menores índices 

socioeconômicos e sua incidência varia de um país para outro. Uma maior 

incidência de DI é encontrada em países com renda baixa ou moderada e essa 

maior prevalência pode ser explicada, em parte, por um menor grau de 

escolaridade, saúde pública precária e também, dependendo da cultura, um 

maior índice de consanguinidade parental. Estudos anteriores, baseados 

sobretudo em populações americanas e europeias, reportaram uma prevalência 

de deficiência intelectual de 1-3%. Critério de diagnóstico, severidade do quadro 

clínico, gênero e idade do paciente, e grupo de indivíduos estudados também 
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interferem na estimativa de DI. Vários estudos já demonstraram que a 

prevalência de DI é maior em homens, 1,4 vezes maior que em mulheres em 

casos de DI grave e 1,9 em quadros de DI moderada (LEONARD; WEN, 2002; 

DURKIN, 2002; GUSTAVSON, 2005; HARRIS, 2006; KING et al., 2009). 

A DI pode ser causada por diversos fatores, classificados em pré-natais, 

perinatais e pós-natais. Os fatores pré-natais são aqueles que ocorrem entre o 

momento da concepção até o parto, tais como: alterações genéticas; uso pela 

mãe de tabaco, álcool, drogas ilícitas e medicamentos teratogênicos; doenças 

maternas crônicas ou gestacionais (como diabetes mellitus); infecções maternas 

como rubéola, citomegalovírus, sífilis, toxoplasmose, HIV e Zica; e desnutrição 

materna. Os fatores perinatais são aqueles que incidem durante o parto até 

completar o primeiro mês de vida da criança, como: hipóxia ou anóxia durante o 

parto; prematuridade e baixo peso; icterícia grave do recém-nascido. Os fatores 

pós-natais são aqueles que ocorrem do trigésimo dia de vida da criança até o 

final da adolescência, como: desnutrição; desidratação grave; carência de 

estimulação global; infecções como meningite e sarampo; intoxicações 

exógenas; e acidentes (SILVERMAN, 2009). 

A inteligência é uma característica contínua e quantitativa e sua distribuição na 

população obedece a uma distribuição normal. Essa distribuição está de acordo 

com o modelo da inteligência ser o resultado da interação de múltiplos genes 

com o ambiente, caracterizando mecanismo multifatorial. A distribuição de QI na 

curva de Gauss nos mostra que aproximadamente 2,3% da população apresenta 

deficiência intelectual, ou seja, um QI inferior a 70. Nestes casos, a DI pode ser 

explicada pelo mecanismo multifatorial; entretanto na região de extrema 

esquerda da curva há um excesso de 0,5% de casos de DI que estão fora da 

distribuição normal e não são facilmente explicáveis pelo modelo de herança 

multifatorial; este excesso seria, na sua maioria, resultado de causas raras 

únicas e de efeitos drásticos, puramente genéticos ou puramente ambientais, 

que se sobrepõem à herança multifatorial. Os casos provavelmente associados 

a causas genéticas únicas, cromossômicas ou gênicas, são os de interesse para 

este projeto. 
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Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE - 

http://www.ibge.gov.br/) do ano de 2013 revelou que 6,2% da população 

brasileira possui algum tipo de deficiência. Avaliando-se as regiões 

separadamente, a região Sul apresenta 8,4%, o maior índice quando comparada 

às demais regiões. Nesse estudo a Pesquisa Nacional de Saúde (PNS) 

considerou 4 tipos de deficiências: auditiva, visual, física e intelectual. De acordo 

com esse levantamento, 0,8% da população brasileira têm algum tipo de 

deficiência intelectual, sendo o maior índice no Nordeste, chegando aos 0,9%. A 

maioria dos pacientes com deficiência intelectual (0,5%) já nasce com essa 

limitação. Do total de pessoas com DI investigadas, mais da metade (54,8%) tem 

um grau intenso de limitação, e cerca de 30% frequentam algum serviço de 

reabilitação específico. Esses dados brasileiros claramente indicam uma 

subestimativa da DI no país, posto que a taxa de DI estimada se encontra abaixo 

mesmo das mais baixas estimadas em países desenvolvidos. 

 

I.2. Da citogenética clássica aos arrays genômicos 

A citogenética tem como foco o estudo do número, estrutura e origem das 

alterações cromossômicas. Quando associada aos dados de fenótipo, 

alterações cromossômicas recorrentes podem ser correlacionadas com quadros 

clínicos. No final do século XIX ocorreram as primeiras incursões no campo da 

citogenética humana, onde estimativas imperfeitas do número de cromossomos 

foram realizadas, chegando-se ao número de 16-38 cromossomos (ARNOLD, 

1879; WALDEYER,1888; FLEMMING,1898);  em 1912, Winiwarter fez uma 

contagem muito mais próxima da realidade, onde ele reportou 47 cromossomos 

no testículo e 48 no ovário, com um cromossomo X nas células masculina e dois 

nas femininas (WINIWARTER, 1912); no ano de 1921, Painter visualizou o 

cromossomo Y, que até então não tinha sido identificado, e concluiu que homens 

e mulheres tinham o mesmo número de cromossomos: 48 (PAINTER, 1921). 

Nos 35 anos seguintes, dezenas de estudos confirmaram o número diploide de 

48 cromossomos nas células humanas (MAKINO, 1975). Finalmente, em 1956, 

Tjio e Levan contaram pela a primeira vez 46 cromossomos (TJIO; LEVAN, 

1956). Essa contagem correta foi alcançada graças à melhora das técnicas 
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citogenéticas, especificamente: uso de células em culturas em combinação com 

colchicina, levando ao acúmulo de metáfases; e uso de solução hipotônica para 

dispersar os cromossomos. Esses procedimentos haviam sido descritos de 

forma independente no ano de 1952 por Hsu, Makino e Hughes (HUS, 1952; 

MAKINO; NISHIMURA, 1952; HUGHES,1952). O número de 46 cromossomos 

foi confirmado por Ford e Hamerton (FORD; HAMERTON,1956).  

A primeira associação entre alteração de cariótipo e quadro clínico foi reportado 

em 1959, a trissomia do cromossomo 21, visualizada em cultura de fibroblastos 

de paciente com síndrome de Down (LEJEUNE et al,1959). Na Grã-Bretanha, 

foram encontradas aneuploidias nos cromossomos sexuais associadas às 

síndromes de Turner e Klinefelter (FORD et al, 1959 a e b; JACOBS et al.,1959). 

Após esses achados, houve a descoberta de outras síndromes associadas a 

aneuploidias, como a trissomia do 13 (PATAU et al,1960) e do 18 (EDWARDS 

et al,1960). Nesse mesmo período também foi descoberto um cromossomo 22 

aparentemente menor (cromossomo Filadélfia,) em células de pacientes com 

leucemia mielóide crônica (NOWELL; HUNGERFORD, 1960); várias décadas 

foram necessárias até a caracterização dessa alteração cromossômica somática 

em células com câncer. 

A análise e estudo dos cromossomos se tornou mais acessível no final do ano 

de 1960, quando as culturas de linfócitos de sangue periférico começaram a ser 

utilizadas em decorrência da adição de  fitohemaglutinina (MOORHEAD et al., 

1960), que estimula a divisão de linfócitos T, seguidas dos já conhecidos 

tratamentos com colchicina, que interrompia o funcionamento dos fusos 

mitóticos, e solução hipotônica, que permitia que os cromossomos fossem 

espalhados em lâminas e estudados, consolidando métodos necessários à 

citogenética humana (FERGUSON-SMITH, 1960, 1961).  

Em 1969-1970 foi introduzida a técnica de bandeamento, permitindo a 

identificação de cada um dos cromossomos humanos e de alterações estruturais 

que modificassem o padrão de bandas. O primeiro método descrito foi o 

bandeamento Q, que recebeu esse nome por usar a quinacrina, uma substância 

fluorescente, que se intercala com o DNA produzindo bandas escuras e claras 

visíveis à microscopia fluorescente com UV (CASPERSSON et al., 1970). Após 
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a descoberta do bandeamento Q, o bandeamento G foi descrito (SEABRIGHT, 

1971), e é até hoje o mais utilizado para diagnósticos clínicos, por não necessitar 

fluorescência para a sua visualização. Apesar da citogenética clássica ter 

permitido a identificação dos cromossomos e alterações estruturais, sua 

resolução é limitada a 5-10 Mb. A melhora da resolução, e consequentemente 

uma detecção de alterações cromossômicas menores ou não identificáveis por 

técnicas de bandeamento, ocorreu com o surgimento de técnicas de hibridação 

in situ, introduzindo a citogenética molecular. 

Pardue e Gall foram os primeiros a usarem hibridização in situ para mapear 

sequências de DNA nos cromossomos, marcando genes ribossomais com 

radioisótopos e mapeando-os em braços curtos de cromossomos acrocêntricos 

(PARDUE; GALL, 1970); essa técnica não foi eficiente para mapear genes de 

cópia única, o que só ocorreu com o desenvolvimento de técnicas de DNA 

recombinante, nas quais fragmentos de DNA eram clonados em vetores de fagos 

ou plasmídeos, permitindo a produção de uma quantidade grande de cópias dos 

genes e de sua detecção por autoradiografia (MALCOLM et al.,1981). No 

entanto, a hibridação in situ só passou a ser de fato utilizada quando a marcação 

radioativa foi substituída por não isotópica, em particular com detecção 

fluorescente, surgindo assim a técnica de Fluorescence in situ hybridization 

(FISH), que se tornou então o método padrão para o mapeamento genético em 

cromossomos (PINKEL et al., 1986; LICHTER, et al., 1990). 

A citogenética molecular possibilitou a visualização de alterações 

cromossômicas envolvendo pequenos segmentos de DNA, com resolução ao 

menos duas ordens de magnitude maior do que a citogenética clássica. Essa 

técnica de hibridização de sequências conhecidas de DNA a cromossomos 

metafásicos ou núcleos interfásicos seguida de análise microscópica, embora de 

alta resolução, é de difícil automação e de análise laboriosa; além disso FISH 

apresenta a limitação do número de sequências alvo que podem ser 

simultaneamente investigadas, na maioria dos laboratórios limitada a 3-4 cores. 

A técnica de Microarrays genômicos foi inicialmente desenvolvida baseada na 

técnica da hibridização comparativa de genomas (CGH) (KALLIONIEMI et al., 

1992), que utilizava o DNA teste como sonda fluorescente e cromossomos como 
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alvo da hibridização, possibilitando a visualização de ganhos e perdas de 

segmentos cromossômicos no genoma inteiro, comparando o DNA genômico de 

pacientes com o de um controle normal. Apesar dessa técnica de CGH aumentar 

o potencial de detectar anormalidades cromossômicas e ter a vantagem 

(sobretudo para o estudo de câncer) de não necessitar células em divisão do 

material testado, a resolução não foi melhorada significantemente quando 

comparada à citogenética clássica (> 3 Mb). O desenvolvimento do CGH 

baseado em arrays (array-CGH) substituiu o uso de cromossomos por 

sequências de DNA aderidas a lâminas, aumentando assim a resolução e 

possibilitando a detecção de variações em número de cópias (copy number 

variation - CNV) de segmentos cromossômicos submicroscópicos. Assim, 

informação de ganho e perda de segmentos menores de material genético podia 

ser obtida (SOLINAS-TOLDO et al., 1997; PINKEL et al., 1998). 

As primeiras sondas de DNA usadas em lâminas de microarray eram segmentos 

de DNA humano (>150 kb) inseridos em cromossomos artificiais bacterianos 

(BACs); posteriormente, o uso de sondas sintéticas e menores 

(oligonucleotídeos) permitiram melhorar a resolução da técnica para < 50kb. 

Com o surgimento dos SNP arrays, se tornou possível, além da estimativa do 

número de cópias de sequências de DNA, investigar simultaneamente os 

genótipos através dos polimorfismos de sequência única (SNPs); em especial, 

os arrays de SNP detectam segmentos cromossômicos em homozigose, que 

podem indicar consanguinidade ou dissomia uniparental (SNIJDERS et al., 2001; 

ROPERS et al., 2003; CHUNG et al., 2004; BRENNAN et al., 2004; CARVALHO 

et al., 2004; DE LEEUW et al., 2012). 

No diagnóstico clínico, tanto o array-CGH de oligonucleotídeos como a 

genotipagem de SNPs, são competentes em diagnosticar 

microdeleções/microduplicações cromossômicas associadas a deficiência 

intelectual idiopática (RIEGEL, 2014). 

Do ponto de vista diagnóstico da etiologia da DI, o cariótipo identifica alterações 

em apenas 4% dos pacientes (excluindo os casos de trissomia do 21), dos quais 

1% são anomalias numéricas e 3% anomalias estruturais. A técnica de FISH 

permitiu elucidar mais 2,5-5% dos casos que não apresentam alterações no 
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cariótipo. Os arrays comercializados atualmente ultrapassam 2 milhões de 

sondas, que corresponde a uma resolução de 10 a 100 kb e levou à detecção de 

alterações em 15-20% (adicionais) dos casos de DI. No entanto, mesmo com a 

aplicação dessas técnicas, muitos casos de DI idiopática permanecem sem 

elucidação de causas genéticas, necessitando de técnicas com melhor 

resolução (VISSERS et al., 2003; DE VRIES, 2005; VAN KARNEBEEK et al., 

2005; RAVNAN et al., 2006; MILLER et al., 2010). 

Uma revisão completa detalhada sobre a evolução das técnicas citogenéticas 

pode ser encontrada em Ferguson-Smith (2015). 

 

I.3. Sequenciamento: de Sanger a Next Generation Sequence 

A citogenética clássica e mesmo a molecular são limitadas à detecção de 

alterações de vários Kb e não permitem a descoberta de variantes de uma ou 

poucas bases do genoma, que necessitam sequenciamento do material genético 

para a sua identificação.  

Em 1975 Sanger publicou um método de sequenciamento que levou seu nome, 

e até no início dos anos 90 o sequenciamento de DNA era realizado 

exclusivamente pelo método desenvolvido por Sanger, com implementações 

semi-automáticas, onde o sequenciamento ocorria em capilares. Nesta 

metodologia, as sequências alvo são amplificadas por clonagens em plasmídeos 

ou PCR. O sequenciamento ocorre por ciclos, nos quais os fragmentos são 

terminados com a adição de didesoxinucleotídeos (ddNTPs). Os 

didesoxinucleotídeos não possuem o grupo hidroxila livre na extremidade 3’ e, 

por isso, interrompem a polimerização da cadeia, gerando diferentes fragmentos, 

com tamanhos distintos, que são separados por tamanho por eletroforese, 

inicialmente incorporando radioatividade para detecção e posteriormente por 

fluorescência associada aos ddNTPs. A informação da base na qual ocorreu 

interrupção da síntese é transformada em sequência de DNA. Depois de três 

décadas de aplicações e melhorias, a técnica de Sanger é geralmente usada 

para obter reads de aproximadamente 1000 pares de base (pb); a exatidão por 
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base é de 99,999%, e o custo por kilobase é de aproximadamente $0.50 

(SHENDURE; JI, 2008).  

O sequenciamento de Sanger foi utilizado para realizar o primeiro 

sequenciamento do genoma humano concluído em 2001, (LANDER et al., 2001; 

VENTER et al., 2001) e também em 2007 para o primeiro sequenciamento de 

um indivíduo diploide (J. Craig Venter) (LEVY et al., 2007). Apesar destes 

grandes feitos, e de algumas alterações em genes terem sido associadas à DI 

pela técnica de sequenciamento Sanger, essa técnica não é aplicável para a 

descoberta rotineira de alterações em todo o genoma. 

Durante as últimas décadas, vários estímulos levaram ao desenvolvimento e 

otimização de tecnologias de sequenciamento: um deles foi o Projeto Genoma 

Humano, que permitiu a otimização e redução de custo do sequenciamento;  o 

potencial das short reads também é outro fator que teve um papel nesse 

estímulo. O termo short reads era a princípo utilizado para descrever essas 

novas tecnologias que produziam reads de menor tamanho quando comparado 

às técnicas anteriores, permitindo um sequenciamento com boa cobertura. 

Assim como novas metodologias, que permitiram um maior acesso às variações 

genéticas,  e o desenvolvimento da bioinformática como uma importante aliada 

nesse novo campo, novas tecnologias se desenvolveram, permitindo a 

descoberta de novas variações e genes ligados a várias doenças, dentre elas a 

deficiência intelectual (SHENDURE, et al., 2004; ZANG et al., 2011).  

Pouco depois disso, para o segundo indivíduo que teve seu genoma 

sequenciado (James D. Watson), foi utilizado o sequenciamento de nova 

geração, NGS (Next Gerneration Sequencing), sendo o primeiro genoma 

humano sequenciado com essa nova tecnologia (WHEELER et al., 2008). 

 

Na última década, várias técnicas de sequenciamento de nova geração foram 

descritas.  Essas técnicas têm como base a construção de bibliotecas a partir da 

fragmentação randômica do DNA, seguida de ligação a sequências 

denominadas adaptadores, e a geração de amplicons em clusters por diversos 

métodos, como por exemplo PCR em emulsão ou PCR em ponte. Grande 

número desses fragmentos são então sequenciados em paralelo, gerando 
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grandes quantidades de dados de sequenciamento, e também alta cobertura de 

um número elevado de regiões genômicas de interesse. Os fragmentos ou reads 

geradas nesse tipo de sequenciamento são menores (5-500 pb) quando 

comparadas às geradas por Sanger (vários Kb), fazendo com que alta cobertura 

seja de suma importância em NGS. A enorme quantidade de dados gerados por 

esse método origina novos problemas, como o processamento, a análise e o 

armazenamento da imensa quantidade de informação obtida. Portanto, são 

necessárias ferramentas computacionais muito mais sofisticadas e grande poder 

de processamento (MARGULIES et al., 2005; BENTLEY et al., 2008; 

TRAPNELL; SALZBERG, 2009; APARICIO; HUNTSMAN, 2010; BOYD, 2013). 

 

I.3.1 Plataformas de NGS 

Existem diversas técnicas bioquímicas usadas para esse tipo de 

sequenciamento e, consequentemente, diversos sequenciadores. O 

pirosequenciamento do 454 da Roche, foi a primeira plataforma 

comercialmente disponível para o NGS; nesse aparelho, a biblioteca construída 

é ligada à primers que se encontram na superfície esférica de uma bead, onde 

ocorre uma PCR em emulsão gerando amplicons em clusters. Pequenas beads 

também são adicionadas com enzimas imobilizadas, as quais serão necessárias 

para o pirosequenciamento (ATP sulfurilase e a luciferase); os nucleotídeos são 

adicionados em ciclos juntamente com o substrato das enzimas (adenosina 5’-

fosfosulfato). A adição dos nucleotídeos de acordo com a complementariedade 

leva à liberação de um pirofosfato, o qual é convertido em ATP, para gerar 

oxyluciferina e luz, que é computada. A limitação dessa tecnologia está no 

sequenciamento de homopolímeros; a adição de nucleotídeos iguais seguidos 

pode levar a um erro no estabelecimento do tamanho do homopolímero devido 

à intensidade de luz que é gerada; devido a esse fator, a detecção de inserções 

e deleções é mais propensa a erros do que a substituição de bases. O tamanho 

das reads geradas por essa plataforma é um ponto positivo, que varia entre 200-

300 pb. O custo de sequenciamento nessa plataforma é de aproximadamente 

$60 por megabase (RONAGHI, 2001; SHENDURE; JI, 2008; ROCHE, 2008). 
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Posteriormente, muitas outras plataformas foram desenvolvidas visando 

melhorar a qualidade e o desempenho desse processo. Na plataforma 

Illumina/Solexa, a biblioteca construída a partir da fragmentação do DNA se liga 

a sequências complementares de oligonucleotídeos que se encontram fixos em 

uma lâmina; a extremidade livre também se liga a oligonucleotídeos 

complementares na mesma lâmina formando uma estrutura em ponte. Esses 

segmentos são amplificados pela polimerase formando clusters com 

aproximadamente 1000 amplicons (PCR de fase sólida), que em seguida são 

transformados em fita simples e se associam a primers de acordo com a 

complementariedade. Uma mistura de nucleotídeos terminadores marcados é 

fornecida e adicionada de acordo com a complementariedade; a fluorescência 

do nucleotídeo adicionado é capturada e gravada na imagem. Com a remoção 

do bloqueador, um novo ciclo de adição de nucleotídeo se inicia e continua até 

obtermos as sequências de todos os fragmentos. As reads geradas por essa 

plataforma são tipicamente de 36 pb e a obtenção de reads maiores resulta em 

taxa de erro mais elevada, sobretudo de substituições. O erro gerado no 

sequenciamento de homopolímeros é menor que com o pirosequenciamento 

454. O custo de sequenciamento nessa plataforma é de aproximadamente $2 

por megabase (FEDURCO et al., 2006; SHENDURE; JI, 2008). 

Na plataforma SOLiD as bibliotecas geradas são ligadas em beads, e passam 

por um processo de PCR em emulsão, no qual os amplicons gerados ficam na 

superfície das beads magnéticas, que por sua vez estão imobilizadas em uma 

superfície sólida gerando um denso e desordenado array. O sequenciamento é 

guiado preferencialmente por uma DNA ligase. No processo de sequenciamento 

um primer universal complementar aos adaptadores é associado a esses 

amplicons e em seguida octâmeros marcados com fluorescência são 

adicionados de acordo com a complementariedade. A fluorescência da 5ª base 

é identificável e registrada na imagem. O octâmero então é clivado e, em 

seguida, outros ciclos de adição de octâmeros ocorrem, levando à identificação 

a cada 5 bases (base 5, 10, 15, 20, 25 ...). Com o término do sequenciamento 

do fragmento, o sistema é reiniciado e pode ser direcionado para a identificação 

da base que esteja em outra posição, como por exemplo a 4ª, levando à 

descoberta daquelas que estão nas posições 4, 9, 14, 19, 24, e assim por diante. 
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As reads geradas nesse processo possuem um comprimento de 35 pb e o custo 

por megabase é $2. Os erros mais comuns são gerados no sequenciamento das 

substituições (MCKERNAN et al., 2006; SHENDURE; JI, 2008). 

O sequenciamento na plataforma Heliscope difere um pouco dos outros porque 

nenhuma amplificação clonal é necessária As bibliotecas preparadas passam 

por uma adição de calda poli A e esses fragmentos são capturados por 

hibridação a uma superfície contento oligômeros de poli T, formando um array 

desordenado. Primers são utilizados, e a cada ciclo nucleotídeos marcados com 

fluorescência são adicionados; depois da aquisição de imagens, a fluorescência 

é clivada permitindo a adição do próximo nucleotídeo, formando reads com 

comprimento de 30 pb. Nesse sequenciamento, os nucleotídeos não possuem 

terminadores no final do nucleotídeo, levando a uma taxa de erro semelhante à 

do pirosequenciamento durante a leitura de homopolímeros; o custo por 

megabase é $1 (SHENDURE; JI, 2008). 

Outra plataforma disponível para o NGS, é o Ion Torrent: nela o 

sequenciamento se baseia na liberação de prótons (H+) que ocorre quando um 

dNTP é normalmente incorporado na cadeia de DNA em crescimento; os mesmo 

nucleotídeos são adicionados a micro poços onde a molécula de DNA se 

encontra associada a beads; se há complementariedade eles são incorporados 

por uma DNA polimerase e os poços que liberaram H+ vão ter o pH da sua 

solução alterado; essa mudança será detectada por um aparelho sensível a íons 

e a informação é transmitida a um computador e transformada em sequência de 

DNA. No próximo ciclo os dNTPs que não se ligaram são lavados, e há uma 

nova adição de nucleotídeos de outro tipo. Este sequenciamento gera uma 

acurácia de 99,6%, suas reads possuem em torno de 100 pb, e apresenta 

limitação no sequenciamento de homopolímeros. O custo por corrida é de cerca 

de $1000 (RUSK, 2011; PERKEL, 2011). 

O PacBio é um sequenciamento em tempo real, onde a DNA polimerase se 

encontra em poços onde está um detector ótico denominado zero-mode 

waveguides (ZMW); à medida em que o DNA vai sendo amplificado com a adição 

de dNTPs fluorescentes, essa marcação é detectada pelo detector, e dessa 

forma o material pode ser sequenciado permitindo o acompanhamento em 
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tempo real. Não é necessário PCR antes desse sequenciamento, e as reads 

geradas possuem vários megabases; a acurácia é de 86% e o preço da corrida 

é de $400; a taxa de erro dessa plataforma é alta (~13%) se comparada com a 

da Illumina (~0,1%) (ENGLISH et al., 2012; WU et al., 2014), porém o grande 

tamanho dos reads é uma grande vantagem nos casos de sequenciamento de 

novo. 

Mais recentemente a Oxford nanopore Technologies™ lançou o MinION onde, 

como no caso do PacBio, o DNA não precisa ser amplificado. Após a sua 

fragmentação, o DNA passa através de nanoporos (fita simples), alterando a 

voltagem de modo específico para a sequência, permitindo assim a distinção dos 

nucleotídeos que passam através dele. Longas reads de 230-300 Kb são 

geradas, com acurácia entre 70-85%; o custo por kit de corrida é de $1000 

(ASHTON et al., 2015; LAVER et al., 2015). 

As reads obtidas durante esses sequenciamentos podem ser classificadas em 

dois tipos: paired-end ou mate-paired. As reads paired-end são formadas quando 

os fragmentos de DNA possuem suas extremidades reparadas, adeniladas e 

associadas a adaptadores; o produto é então amplificado e sequenciado a partir 

das duas extremidades. As reads mate-paired, surgem a partir de fragmentos 

maiores de DNA, onde ambas as pontas são reparadas com dNTPs associados 

com biotina; as pontas do fragmento se associam, tornando-o circular; ocorre 

uma nova fragmentação dessa molécula circular, gerando fragmentos de 400-

600 pb. Desse pool de fragmentos resultantes, aqueles que ficaram com a biotina 

são capturados usando estreptavidina, e passam por etapas de enriquecimento, 

reparo, e associação com adaptadores; posteriormente eles são sequenciados 

a partir das duas pontas (KORBEL et al., 2007). 

As técnicas de sequenciamento de nova geração (Next Generation Sequencing 

– NGS) permitem a averiguação de variantes em grande quantidade de 

sequências-alvo e apontam possíveis mutações somáticas de novo; 

potencialmente podem também ser usadas para estimar número de cópias de 

sequências de DNA (CNVs). Pode-se sequenciar o genoma completo ou 

capturar as regiões de interesse (por exemplo, sequenciamento de exomas) 

(KORBEL et al., 2007; VAN TASSELL et al., 2008; LI et al., 2009; QIN et al., 
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2010). A Tabela 1 compara algumas características das diferentes plataformas 

de NGS. 

Uma série de ferramentas estão disponíveis para a análise de dados gerados 

por sequenciamento, que consiste basicamente em: alinhamento das reads com 

um genoma de referência; detecção de variantes comparado ao genoma 

referência; anotação de variantes com informações de bancos de dados; 

visualização das variantes em genome browsing. 

Tabela 1: Comparação de alguns parâmetros das plataformas de NGS. 

Plataforma Tempo Metodologia Gb/corrida 
Tamanho 
das reads 

(pb) 
Acurária Preço 

454 Roche 28 horas Pirosequenciamento 0,7 200-300 99,50% 
$60 por 

megabase 

Hi-seq 
Illumina 

2 dias 
Terminadores 

reversíveis 
120 36 99,90% 

$2 por 
megabase 

SOLiD 8 dias Octâmeros e ligase 150 35 99,94% 
$2 por 

megabase 

Ion 
Torrent 

2 horas 
Detecção de 

prótons 
100 100-200 99,60% 

$1000 por 
corrida 

Heliscope 8 dias Polimerase 28 30 - 
$1 por 

megabase 

PacBio 20 minutos 
Sequenciamento 

em tempo real 
3 >109 86% 

$400 por 
corrida 

MINion 
15 - 60 
minutos 

Sequenciamento 
em tempo real 

- 
230.000-
300.000 

70-85% 
$1000 por 

corrida 

 

 

I.3.2 Estratégias para o uso do NGS 

As plataformas de NGS nos fornecem a possibilidade de usar vários métodos 

para responder muitas perguntas sobre diferentes organismos. As abordagens 

mais utilizadas são: sequenciamento do genoma total (de novo ou re-
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sequenciamento); sequenciamento de sequências-alvo (exoma ou painéis); 

transcriptoma (RNA total, RNAm, RNA alvo, SnRNAs); estudo epigenômico 

(identificação das bases metiladas); ChIP; perfil ribossômico.  

O sequenciamento de genoma total (whole genome sequencing - WGS) possui 

algumas vantagens em relação ao sequenciamento total dos exons (whole 

exome sequencing - WES): utilizando o WGS é possível a detecção de SNVs, 

indel e CNVs em regiões codificadoras e não codificadoras; a cobertura é mais 

confiável do que no caso de sequências-alvo, uma vez que a captura dos exons 

pode resultar em viés no tipo e quantidade de sequências. Porém, o custo para 

um sequenciamento total do genoma ainda é bastante elevado, cerca de $1.700 

por amostra com uma cobertura de 35X. (ZHANG et al., 2011a, 2011b; 

GENOHUB INC, 2012-2015); adicionalmente, a quantidade de dados para 

analisar e armazenar são muito maiores do que, por exemplo, de um exoma. 

Se regiões específicas do DNA forem o alvo, técnicas que sequenciam só essas 

regiões podem ser mais eficientes e possuir menor custo, como no caso do WES 

que sequencia apenas as regiões codificadoras do DNA, que correspondem a 

~1-3% do genoma. O custo neste caso é aproximadamente 5 vezes menor 

quando comparado com o WGS (KIEZUN et al., 2012). 

Atualmente existem vários kits comerciais disponíveis para o sequenciamento 

de exoma; em 2015 Shigemizu e colaboradores compararam o desempenho dos 

quatro principais kits utilizados para WES: NimbleGen’s SeqCap EZ Human 

Exome Library (Roche), Illumina Nextera Rapid Capture Exome (Illumina), 

Agilent SureSelect XT Human All Exon (Agilent Technologies), Agilent 

SureSelect QXT (Agilent Technologies). Embora todas essas plataformas usem 

DNA ou RNA biotinilados para capturar as regiões que contém exons, elas 

diferem na seleção da região alvo, no tamanho e densidade da molécula usada 

para captura, e na fragmentação do DNA. Esse estudo comparou a captura das 

regiões alvo, a cobertura das mesmas, a eficiência do enriquecimento do alvo, e 

a detecção de SNV; com relação à captura das regiões alvo, os quatro kits 

mostraram concordância em 35.9 Mb de bases, o kit NimbleGen mostrou uma 

maior especificidade na captura de regiões alvo quando comparado aos outros, 

com a captura de 14,7 Mb bases de forma específica, contra 6,2 dos kits da 
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Agilent e 1.5 da Ilumina. O número de reads de cada uma das quatro plataformas 

foi de ~ 75 milhões sendo que no mínimo 88% apresentou uma cobertura de ao 

menos 10X na região alvo. O kit da Illumina foi o que mostrou um enriquecimento 

da região alvo menos eficiente. Na Tabela 2 encontra-se uma comparação 

desses quatro kits com informações extraídas desse estudo e com informações 

coletadas nos protocolos de cada um (SHIGEMIZU et al., 2015). 

Tabela 2: Comparação entre quatro principais kits comerciais disponíveis para 

sequenciamento de exoma. 

X 

NimbleGen 
SeqCap EZ 

Human Exome 
Library (Roche) 

Illumina Nextera 
Rapid Capture 

Exome 

Agilent 
SureSelect XT 

Human All Exon 

Agilent 
SureSelect QXT 

Região alvo 63,6 Mb 45,1 Mb 50,4 Mb 50,4 Mb 

Tipo de sondas 
beads biotiniladas 

de DNA 
beads biotiniladas 

de DNA 
beads biotiniladas 

de RNA 
beads biotiniladas 

de RNA 

Quantidade de 
DNA 

necessária 
1 µg 50 ng 1 µg 1 µg 

Cobertura da 
região alvo 

(10X - 75 M*) 
88.4% 88.9% 91.5% 92.0% 

Eficiência do 
enriquecimento 

(região alvo - 
75M*) 

85.2% 58.9% 89.9% 83.7% 

Detecção de 
SNV 

93.413 69.372 78.492 76.183 

Preço por 
captura (dólar) 

$600 $1,500 $250 $250 

Genoma de 
referência  

GRCh37 (hg19) GRCh37 (hg19) GRCh37 (hg19) GRCh37 (hg19) 

*75 milhões de reads 
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I.3.3 Bioinformática e NGS 

Com o desenvolvimento do sequenciamento de nova geração, um grande 

desafio passou a ser a interpretação e armazenamento da quantidade de dados 

gerados. O primeiro passo para analisar esses dados é mapear as reads contra 

um genoma de referência e identificar as regiões no sequenciamento que 

diferem da referência (chamada de variantes); vários algoritmos são utilizados 

para eliminar as sequências repetitivas, distribuídas por todo o genoma; esse 

primeiro passo deve ser realizado com eficiência pois é crucial para análise dos 

dados (FLICEK; BIRNEY, 2009; LI; HOMER, 2010; ZHANG et al., 2011a, 2011b). 

O próximo passo é fazer a anotação baseada em bancos de dados para se 

avaliar a possível patogenicidade da variante. Esses bancos reúnem 

informações de frequências populacionais, variantes e genes associados a 

fenótipos, etc. Os bancos de dados mais frequentemente utilizados estão 

listados na Tabela 3.  

Adicionalmente, predição funcional das variantes é feita usando algoritmos que  

estimam o efeito da variante na estrutura e função das proteínas, tais como: SIFT 

(Sorting Intolerant From Tolerant), que se baseia na homologia e propriedades 

físicas dos aminoácidos(NG; HENIKOFF, 2001,2002); MAPP  (Multivariate 

Analysis of Protein Polymorphism) (STONE; SIDOW,2005); PhD-SNP (Predictor 

of human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms), que classifica se uma 

mutação na proteína pode ser associado a alguma doença ou a polimorfismo 

(CAPRIOTTI et al., 2006); PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) (LI et al., 

2009). 

Para a análise bioinformática alguns programas, comerciais ou não, podem ser 

utilizados. No nosso projeto, utilizamos o VarSeq, desenvolvido pela Golden 

Helix, que será discutido na metodologia. 

 

Tabela 3: Bancos de dados utilizados frequentemente para anotação e análise 

de variantes detectadas através do sequenciamento total ou parcial do genoma 

humano. 
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Banco de 
dados 

Informações Site 

1000 Genomes 
project 

Catálogo público com dados de 
genótipo e variações genéticas 

humanas; objetiva encontrar 
>95% das variações genéticas 
com frequência de pelo menos 
1% no genoma e de 0,1-0,5% 

nos genes. 

browser.1000genomes.org 

dbSNP 
Variações polimórficas ≤50 pb 

em 53 espécies. Documenta 154 
milhões de RefSNPs humanos 

ncbi.nlm.nih.gov/snp 

ClinVar 
Variantes no genoma humano e 

seu fenótipo 
ncbi.nlm.nih.gov/clinvar 

OMIM 
Genes e doenças genéticas 

mendelianos nos seres humanos 
omim.org 

Human 
Genome 
Variation 

society (HGVS) 

Lista e links para bancos de 
dados que documentam variação 

no genoma humano 
hgvs.org/dblist 

Exome 
agregation 
Consortium 

(ExAC) 

Variantes encontradas no 
sequenciamento de exoma de 

61,706 indivíduos não 
relacionados, coletadas de 

projetos populacionais ou de 
patologias específicas 

exac.broadinstitute.org 

Exome Variant 
Server 

Variantes encontradas no 
sequenciamento de exoma de 
indivíduos com ancestralidade 

europeia e afro americana 
visando identificar variantes 
associadas com doenças do 
coração, pulmão e sangue 

evs.gs.washington.edu/EVS 

RefSeqGene 
Define a sequência genômica a 
ser usada como referência para 

genes bem caracterizados 
ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg 

Ensembl 
Database genômico para 

vertebrados e outros eucariotos 
ensembl.org 
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NCBI Genome 
Informação sobre genomas, 
incluindo sequência, mapas, 
cromossomos e anotações 

ncbi.nlm.gov/genome 

CCDS Genes 

Identifica o conjunto de regiões 
que são consistentemente 

anotadas e com alta qualidade 
(consenso) nos genomas 

humano e de camundongos 

ncbi.nlm.nih.gov/CCDS 

 

I.4. A genética da deficiência Intelectual 

No ocidente, DI associada ou não a outras alterações congênitas é a razão mais 

comum que leva as famílias a procurarem um serviço de aconselhamento 

genético, mas até alguns anos atrás a realização de cariótipo e triagem para 

doenças metabólicas só elucidava 40% dos casos de pacientes com DI 

idiopática. Entre as causas genéticas associadas à deficiência intelectual, estão: 

alterações cromossômicas; doenças complexas, causadas por mutações em 

vários genes; e distúrbios monogênicos (MOESCHLER; SHEVELL, 2006; 

RAUCH et al., 2006; KRIEK et al., 2007).  

As formas leves de DI são mais frequentemente resultantes de uma interação de 

fatores ambientais e genéticos e, devido à sua complexidade, pouco se sabe 

sobre os fatores genéticos que estão atuando na sua predisposição. Outro fator 

que dificulta o estudo genético das formas menos graves da DI é a distinção nem 

sempre evidente do quadro clínico do afetado e de um indivíduo não afetado 

(ROPERS, 2010). Durante a década passada, progresso significativo foi 

alcançado na elucidação dos fatores genéticos responsáveis por DI, sobretudo 

das formas grave e moderada: além dos 15% dos pacientes que apresentavam 

aberrações cromossômicas visíveis por técnicas citogenéticas, deleções e 

duplicações submicroscópicas também foram identificadas como uma causa 

importante da DI (LEONARD; WEN, 2002).  

Nos anos 90 a busca por genes associados a DI foi focada no cromossomo X, 

uma vez que o número de homens afetados era superior ao número de mulheres 

em cerca de 1,5 (LEONARD; WEN, 2002). Também, a manifestação em 

hemizigose transmitida por portadoras normais facilitou a identificação de 
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famílias onde a DI de herança ligada ao X segregava. Esses estudos só 

encontraram genes que justificassem 10-12% da DI nos homens, muito menos 

do que o esperado se o excesso nos homens de 28,5% na DI grave e quase 

50% na moderada fosse exclusivamente ocasionado por genes ligados ao X 

(ROPERS; HAMEL, 2005). Após esses estudos, ficou evidente a importância da 

identificação de novas mutações e variantes em genes que justifiquem casos de 

DI e que mapeiam em autossomos, sejam elas dominantes ou recessivas. 

 

 I.4.1 Alterações cromossômicas associadas a DI 

A alteração cromossômica mais comumente associada com deficiência 

intelectual é a trissomia do cromossomo 21, que é também a causa genética 

mais frequente na DI; em várias coortes de pacientes com DI, a frequência da 

síndrome de Down chega a ser maior do que 12% (LEONARD; WEN, 2002). 

Outras alterações cromossômicas numéricas e estruturais detectadas por 

microscopia óptica são menos frequentes em pacientes com deficiência 

intelectual e, devido à resolução relativamente baixa de 5-10 megabases do 

cariótipo por bandeamento G, diagnóstico é obtido em apenas 4% dos casos, 

excluídos aqueles explicados pela trissomia do 21 (VAN KARNEBEEK et al., 

2005). Um estudo em larga escala feito por Hochstenbach e colaboradores em 

2009 comprovou essa porcentagem: em 36.325 pacientes com DI idiopática, a 

frequência de alterações estruturais era de apenas 4,6% e rearranjos 

aparentemente balanceados, como as translocações recíprocas e inversões, 

correspondiam a 1% desses achados (HOCHSTENBACH et al., 2009). 

FISH, inicialmente desenvolvido no final da década de 80, apresenta resolução 

> 20 kb porém, ao contrário do cariótipo por bandeamento que investiga o 

genoma inteiro, FISH investiga um número limitado de alvos. O desenvolvimento 

de sondas específicas para as extremidades cromossômicas combinadas com o 

uso de FISH (LEDBETTER; MARTIN, 2007) mostraram que alterações 

subteloméricas são responsáveis por 2,5% a 5% dos casos de DI idiopática e 

cariótipo normal (DE VRIES et al., 2003, 2005; RAVNAN et al., 2006). Estudos 

já detectaram uma frequência muito maior entre indivíduos com DI moderada a 
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grave (7,4%) e muito mais baixa na DI leve (0,5%) (KNIGHT et al., 1999, FLINT; 

KNIGHT, 2003). 

Com o desenvolvimento do array-CGH ficou evidente que não apenas alterações 

terminais, mas também intersticiais, eram causa importante de DI. Estudos de 

indivíduos com DI idiopática e cariótipo normal por array-CGH mostraram que 

alterações cromossômicas submicroscópicas patogênicas (duplicação e 

deleção) estavam presentes em 15-20% nesses pacientes (DE VRIES et al., 

2005; ROSENBERG et al., 2006; FRIEDMAN et al., 2006; JAILLARD et al., 2009, 

2010; KOOLEN et al., 2009; ROPERS, 2010). Com o tempo, novas CNVs foram 

associadas com fenótipos específicos em pacientes com DI, e novas síndromes 

de microdeleção e duplicação intersticiais foram identificadas (JAILLARD et al., 

2009, 2010; VISSERS et al., 2010). Vários estudos já demonstraram que 

alterações submicroscópicas representam causa de alguns quadros de DI, e que 

outras são fatores de predisposição para doenças neuropsiquiátricas, como a 

deficiência intelectual e autismo. 

O fato de array-CGH levar ao diagnóstico 15-20% dos casos de DI idiopática 

levou à recomendação que array-CGH fosse usado como primeira linha de 

investigação nesses casos, precedendo o cariótipo (MILLER et al., 2010). 

Tabela 4: Algumas alterações cromossômicas detectadas por array-CGH 

associadas a deficiência intelectual.  

Alterações 
cromossomicas 

Referência 

Microdeleção 1q21  
SHARP et al., 2006                       

BRUNETTI-PIERRI et al., 2008 

Microdeleção 3q.29 WILLATT et al., 2005 

Microdeleção 5q35 
TATTON-BROWN et al.,2005      

KUROTAKI et al., 2005 

Microdeleção 
7q11.23 

GRIMM; WESSELHOEFT, 1980 

Microduplicação 
15q13.1 

SHARP et al., 2006                      
VAN BON et al., 2009 
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Microdeleção 
16p11.2 

SHINAWI et al., 2010 

Microdeleção 17q12 
MULLER et al., 2006                   

MEFFORD et al., 2007 

Microduplicação 
17q21.31 

KIRCHHOFF et al., 2007                
GRISART et al., 2009 

Microdeleção 
22q11.21-q.11.23 

BEN-SHACHAR et al., 2008 

 

I.4.2 DI monogênica associada ao cromossomo X 

Como já mencionado anteriormente, alterações no cromossomo X são causas 

comuns de DI moderada e grave em homens; o interesse nesse cromossomo 

teve início quando diferentes grupos de pesquisa observaram que atrasos 

cognitivos eram mais comuns em homens do que em mulheres (LEHRKE, 1972, 

1974; PENROSE, 1938). Estudos iniciais nesse cromossomo levaram à 

descoberta de expansão do trinucleotídeo CGG (acima de 200 repetições) na 

região 5’ UTR do gene FMR1 em indivíduos afetados por DI de herança ligada 

ao X (Xq27.3). Essa alteração dominante ligada ao X foi relacionada à síndrome 

do X frágil e é a   forma mais frequentes de deficiência intelectual herdada 

(CRAWFORD et al., 2001; HAGERMAN R.; HAGERMAN P., 2002). 

Outras alterações no cromossomo X foram detectadas em famílias nas quais a 

DI segregava com padrão de herança ligado ao X (X-linked intellectual disability, 

XLID). Esse grupo é bastante heterogêneo e é subdividido em DI sindrômica (S-

XLID) e não sindrômica (NS-XLID), embora essa distinção não seja sempre 

evidente. Por exemplo, o primeiro gene associado a NS-XLID (OPHN1) foi 

posteriormente associado a um quadro sindrômico (BILLUART et al., 1998; 

BERGMANN et al., 2003; PORTES et al., 2004). 

Consórcios como o EURO-MRX (http://www.euromrx.com), com um banco de 

dados com mais de 600 famílias nas quais a DI segregava com padrão 

compatível com recessivo ligado ao X, aceleraram a descoberta de genes 

associados a XLID. Em 1996, eles identificaram o primeiro gene associado a 

http://www.euromrx.com/
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XLID, FMR2. Através de mapeamento de pontos de quebra e de array-CGH, 

esse consórcio já levou à identificação de 16 genes associados a NS-XLID e 66 

associados a quadros de S-XLID (EURO-MRX, 2016). De acordo com Ropers 

(2010), já em 2010, 91 genes haviam sido associados com XLID, sendo 41 deles 

associados a quadros não sindrômicos. Em 2013 (PITON et al., 2013), o número 

de genes associados a quadros de XLID já era 106. Genes associados a DI 

descritos com base no uso de técnicas de sequenciamento de nova geração 

(NGS) serão abordados separadamente em outro tópico. 

A busca por genes associados a DI foi se expandindo não apenas no estudo do 

cromossomo X mas também dos autossomos, uma vez que os achados no 

cromossomo X pareciam ser insuficientes para explicar o excesso de homens 

afetados com DI (ROPERS, 2010). 

I.4.3 DI monogênica associada a autossomos 

As formas graves autossômicas dominantes de DI são quase todas alterações 

de novo, devido ao fato do portador de tal mutação raramente se reproduzir; 

apesar de não serem raras, muito pouco ainda se sabe sobre essas mutações, 

mas elas geralmente afetam complexos proteicos que atuam na sinapse do 

sistema nervoso central, que são de extrema importância para a plasticidade 

neuronal e cognição (LAUMONNIER et al., 2007; HUMEAU et al., 2009). Vários 

exemplos podem ser citados de mutações de novo que foram identificadas em 

pacientes com DI: dentre eles, Hamdan e colaboradores em 2009 identificaram 

3 mutações de novo em heterozigose truncando o gene SYNGAP1, que é 

expresso na sinapse (HAMDAN et al., 2009a); outras alterações revelaram 

novos genes de DI autossômica dominante (Tabela 5), mostrando que, em 

populações ocidentais, mutações em genes autossômicos expressos no cérebro 

são causa comum de DI idiopática (ROPERS, 2010). 

O estudo sobre DI autossômica recessiva (ARID) demorou a se desenvolver, em 

parte porque na Europa e Estados Unidos, onde acontecem a maioria das 

pesquisas, as famílias são pequenas e a maioria dos pacientes com ARID são 

casos isolados. As formas não sindrômicas de ARID (NS-ARID) são de difícil 

distinção, dada a inespecificidade do quadro clínico. Outro fator que dificulta a 
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pesquisa de ARID é a baixa taxa de casamento consanguíneos nessas 

populações. Consequentemente, até 2006, poucos loci de NS-ARID eram 

conhecidos. Em 2007, Najmabadi e colaboradores mapearam regiões de 

homozigose em 78 famílias Iranianas consanguíneas, com duas ou mais 

crianças com DI em cada família; com esse estudo, eles verificaram que as 

alterações autossômicas recessivas em DI são extremamente heterogêneas, e 

identificaram 8 novos loci para DI autossômica recessiva não sindrômica, como 

o gene GRIK2. Em populações onde os casamentos consanguíneos são 

comuns, as alterações autossômicas recessivas são responsáveis pela maioria 

dos casos de DI e mesmo em populações sem casamento consanguíneo, 

herança recessiva está associada a 13-24% dos casos (NAJMABADI et al., 

2007). Atualmente cerca de 40 genes foram associados com formas não 

sindrômicas autossômicas recessivas de DI (MUSANTE; ROPERS, 2014; 

AHMED et al., 2015).  

As técnicas de citogenética e o sequenciamento Sanger ajudaram a elucidar 

muitas alterações em genes associadas a DI, porém muitos pacientes ainda 

permanecem sem diagnóstico. A evolução de técnicas citogenéticas e a 

implementação de novas técnicas, como o Next Generation Sequencing, que 

será discutido adiante, são hoje em dia recursos disponíveis para o diagnóstico 

e possível elucidação das causas genéticas por trás da deficiência intelectual 

idiopática, sendo também um recurso para a identificação de novos genes 

associados ao fenótipo de DI. Até o ano passado, cerca de 700 genes, ligados 

ao X e autossômicos, já haviam sido associados com deficiência intelectual, 

(VISSERS et al., 2015). 

 

Tabela 5: Alguns genes que foram associados a deficiência intelectual antes da 

era do NGS. 

Genes Tipo de Herança Referência 

BRWD3 XLID FIELD et al., 2007 

CASK  XLID TARPEY et al., 2009 
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CC2D1A ARID 
BASEL-VANAGAITE et al., 

2006 

CDH15  ADID BHALLA et al., 2008 

CRBN ARID HIGGINS et al., 2004 

DLG3 XLID TARPEY et al., 2004 

DOCK8  ADID GRIGGS et al., 2008 

FGD1 XLID LEBEL et al., 2002 

FMR2  XLID 
GECZ et al., 1996                   

CHAKRABARTI et al., 1996 

FOXG1 ADID SHOICHET et al., 2005 

GRIK2 ARID MOTAZACKER et al., 2007 

HUWE1  XLID FROYEN et al., 2008 

KIRREL3 ADID BHALLA et al., 2008 

MBD5  ADID 
WAGENSTALLER et al., 

2007 

MECP2 XLID 
AMIR et al., 1999                     

ORRICO et al., 2000 

MED23 ARID HASHIMOTO et al., 2011 

NLGN3  XLID JAMAIN et al., 2003 

OPHN1 XLID BILLUART et al., 1998 

PRSS12 ARID MOLINARI et al., 2002 

SHANK2 ADID BERKEL et al., 2010 

SHROOM4  XLID HAGENS et al., 2006 

STXBP1  ADID HAMDAN et al., 2009b 

SYNGAP1  ADID HAMDAN et al., 2009a 

SYP XLID TARPEY et al., 2009 
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TRAPPC9 ARID MIR et al., 2009 

TUSC3 ARID 
GARSHASBI et al., 2008              
MOLINARI et al., 2008 

UPF3B XLID TARPEY et al., 2007 

ZC3H14 ARID PAK et al., 2011 

ZNF41 XLID SHOICHET et al., 2003 

 

I.5. WES e deficiência Intelectual  

Como discutido anteriormente, alterações cromossômicas e mutações em mais 

de 700 genes já foram associados como causa da DI, porém grande parte dos 

pacientes ainda permanece sem causa molecular da deficiência intelectual 

elucidada. Nos casos esporádicos, a situação é complicada pela falta de 

informação sobre o tipo de herança associado ao fenótipo. O conhecimento da 

causa do fenótipo, além de trazer conforto para a família, permite detecção de 

portadores e estimativa de risco de recorrência para aconselhamento genético 

mais efetivo da família (UHER, 2009; MCCLELLAN; KING, 2010; COLLINS et 

al., 2011; VAN BOKHOVEN et al., 2011).  

O sequenciamento de exoma (metodologia utilizada nesse trabalho), consiste na 

análise do ~1-3% do genoma que contém informações para a codificação de 

proteínas e sua implementação na última década levou a um aumento na 

velocidade de identificação por pesquisadores no mundo todo de novas 

mutações e novos genes associados a diversas doenças. Em 2010, Lisenka 

Vissers e colaboradores demonstraram que o WES pode ser utilizado para 

detectar mutações de novo em casos esporádicos de DI não sindrômica, e 

também que as mutações de novo eram uma causa comum de DI. Outros 

estudos (NG et al., 2009; VISSERS et al., 2010) mostraram que existem mais 

mutações de novo em pacientes com deficiência intelectual do que em controles 

normais, reafirmando a importâncias dessas mutações. A partir dessas 

evidências, o sequenciamento de exoma passou a ser usado por pesquisadores 

no mundo todo, com o objetivo de elucidar a etiologia do fenótipo de pacientes 
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com DI idiopática (NG et al., 2009; VISSERS et al., 2010; HAMDAN et al, 2011; 

VELTMAN; BRUNNER, 2012). 

O processo de seleção de variantes potencialmente patogênicas em genes ainda 

não claramente associados a DI deixam uma lacuna entre a detecção de um 

candidato provável para o fenótipo e a segurança de que o gene é causador do 

fenótipo. Existem ao menos três estratégias para substanciar o papel de 

causadora da DI de variantes identificadas por sequenciamento: a primeira delas 

consiste em encontrar variantes que afetem o mesmo gene em pacientes não 

relacionados, mas que compartilham o fenótipo; no entanto, além de precisar de 

vários pacientes com quadro clínico similar, essa abordagem é problemática 

quando a base genética do fenótipo em questão é heterogênea. A segunda é 

utilizada em casos esporádicos e consiste em comparar o sequenciamento de 

exons do paciente com o dos seus pais (análise de trios); esse modelo permite 

a detecção de variantes de novo em genes dominantes, assim como variantes 

recessivas autossômicas e ligadas ao X; no entanto, se o gene não for conhecido 

ou a variante não for claramente patogênica, é difícil que o achado seja 

considerado inteiramente conclusivo. A terceira estratégia de análise consiste 

em comparar exomas dos afetados e não afetados em uma família com vários 

afetados em busca de variante(s) que segregue(m) como o fenótipo. A Figura 1 

ilustra as diferentes abordagens. Utilizando essas estratégias de análise do 

exoma, diversos pesquisadores chegaram ao diagnóstico e à descoberta de 

novos genes e mutações associados a DI (TOPPER et al., 2011).  
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Figura 1: Estratégias para análise de exoma, a) pacientes não relacionados com 

o mesmo quadro clínico, b) análise de trio, c) análise familiar. Fonte: figura 

adaptada de TOPPER et al., 2001. 

 



55 
 

O sequenciamento do exoma possibilitou um avanço na identificação de genes 

responsáveis por casos raros de DI (sindrômicos e não sindrômicos), que antes 

do desenvolvimento da NGS não podiam ser facilmente detectados, devido à 

impossibilidade de investigar mutações no genoma ou exoma total de pacientes 

em um único teste (BOYCOTT et al., 2013).  

 

I.5.1 Sequenciamento de exoma e mutações de novo 

A heterogeneidade genética nos casos de DI reduzem a possibilidade de 

priorizar genes associados a doença na procura de mutações que justifiquem o 

fenótipo nesses pacientes; como escrito anteriormente, Vissers e colaboradores 

(VISSERS et al., 2010), através de análise de trios de 10 pacientes, identificaram 

mutações de novo dominantes preditas danosas em dois genes já associados 

com DI (SYNGAP1 e RAB39B), e em quatro genes candidatos (YY1, DEAF1, 

CIC, DYNC1H1), entre os quais DYNC1H1 (WILLEMSEN et al., 2012) e DEAF1 

já foram confirmados como associados a DI através de estudos funcionais 

(SILFHOUT et al., 2014). 

Em 2012, dois estudos confirmaram a importância de mutações de novo em 

pacientes com DI: nestes estudos duas coortes de 51 (RAUCH et al., 2012) e 

100 (DE LIGT, et al., 2012) pacientes com DI grave idiopática (casos isolados) 

foram submetidos a WES juntamente com seus pais não afetados (análise de 

trios), revelando que mutações de novo preditas danosas em genes já 

associados a DI explicam de 13-35% dos casos da forma grave desse fenótipo. 

Outro estudo realizado com 41 pacientes com DI moderada e grave apresentou 

uma taxa diagnóstica de aproximadamente 29%, baseada em mutações de novo 

em genes previamente relacionados com DI (HAMDAN et al., 2014). Em um 

estudo mais recente, 1133 crianças com DI grave idiopática foram submetidas a 

análise de exoma juntamente com seus genitores, resultando em taxa de 

diagnóstico de 18% para mutações de novo em genes conhecidamente 

associados com DI. A variação nas taxas de detecção é provavelmente 

decorrente de diferenças em seleção dos pacientes dos diferentes estudos 

(DECIPHERING DEVELOPMENTAL DISORDERS STUDY, 2015). 
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I.5.2 Sequenciamento de exoma e alterações autossômicas 

recessivas 

Nos últimos anos o sequenciamento de exoma também se tornou um método 

padrão para identificar causas recessivas por trás da DI, resultando na 

identificação de vários genes. TERC foi o primeiro gene onde uma variante em 

homozigose relacionada com DI foi encontrada utilizando o sequenciamento de 

exoma, sendo também um dos primeiros genes associados a DI na era de NGS; 

esse estudo foi realizado em uma família consanguínea com DI não sindrômica 

(CALISKAN et al., 2011). Outro estudo, de 2012, realizou WES de 19 famílias e 

detectou alterações frameshift em heterozigose composta no gene DDHD2, já 

associado a DI (SCHUURS-HOEIJMAKERS et al., 2012). 

Em pequenas famílias no ocidente, onde casamento consanguíneo não é prática 

comum, a maioria dos pacientes com formas recessivas de DI são casos 

esporádicos e grande parte dos pacientes com ARID são portadores de 

mutações em heterozigose composta, ou seja, dois diferentes alelos causadores 

do fenótipo. Já em populações onde o casamento consanguíneo é comum, as 

alterações recessivas são a principal causa de DI; um estudo feito em 2015 por 

Jazayeri e colaboradores utilizando o sequenciamento de exoma para investigar 

5 famílias consanguíneas iranianas, com pelo menos dois indivíduos com DI e 

ataxia, identificaram quatro variantes em homozigose nos genes  RIPPLY1, 

SNX14, MRPL10, SURF1, que foram confirmadas e segregavam com os 

fenótipos em 4 das famílias (RAUCH et al., 2012; MUSANTE; ROPPERS, 2014; 

JAZAYERI et al., 2015). 

 

I.5.3 Sequenciamento de exoma e alterações no cromossomo X 

Durante muitos anos o estudo do cromossomo X foi privilegiado devido ao 

excesso de homens com DI em comparação ao número de mulheres, além da 

facilidade de identificar genes recessivos em hemizigose. Considerando que a 

prevalência da deficiência intelectual grave é próxima a 0,5%, e que a 

prevalência de XLDI moderada a severa varia entre 0,05% e 0,08%, é esperado 

que XLDI seja a causa de 10-16% dos casos de DI severa (ROPERS; HAMEL, 

2005); XLID possui uma grande heterogeneidade genética e o sequenciamento 
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de exons auxiliou na detecção de novos genes e variantes no cromossomo X 

(NG et al., 2009; BAMSHAD et al., 2011; PHILIPS et al., 2014).Tadmouri e 

colaboradores em 2013, fizeram o sequenciamento dos exons do cromossomo 

X de uma irmandade com quatro homens afetados (NS-XLID) e cinco mulheres 

não afetadas e detectaram uma nova mutação missense no gene ALG13, já 

associado a DI (BISSAR-TADMOURI et al., 2014). Philips e colaboradores em 

2014 identificaram em seis famílias, cinco mutações patogênicas em três genes 

já sabiamente associados com DI (SLC16A2, GRIA3, DLG3), e uma em um gene 

candidato (ZMYM3), ainda sem estudo funcional. (PHILIPS et al., 2014). 

 

I.5.4 Sumário dos achados de WES para elucidar a etiologia da DI 

Os benefícios do sequenciamento de exoma são claros, pois em um único 

experimento é possível obter informações de praticamente toda a região 

codificadora (região com maior probabilidade de conter mutações que causam 

doenças), sequenciando uma quantidade muito menor de material que o genoma 

completo e, consequentemente, com menor custo, menor complexidade de 

análise e menor necessidade de armazenamento de dados.  

A Tabela 6 apresenta os estudos que foram realizados nos últimos anos 

utilizando o sequenciamento de exoma para identificar a etiologia da DI em 

pacientes, as variantes encontradas em genes já sabiamente associados com o 

fenótipo e também em genes candidatos, incluindo genes autossômicos 

dominantes, autossômicos recessivos ou presentes no cromossomo X, incluindo 

casos consanguíneos. 

Tabela 6: Estudos com sequenciamento do exoma em pacientes com DI sem 

diagnóstico molecular. 

Referência 
Tipo de 
análise 

N° de 
amostras 

Genes conhecidos 
Genes 

novos/candidatos 

VISSERS et al., 
2010  

Trio 10 RAB39B, SYNGAP1 DEAF1, CIC, YY1 
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DE LIGT et al., 
2012 

Trio 100 

ARFGEF2, GRIN2A, 
GRIN2B, TCF4, 
TUSC3, SCN2A, 
LRP2, PDHA1, 

SLC6A8, TUBA1A, 
SYNGAP1 

DYNC1H1, KIF5C, 
ASH1L, 

GATAD2B, 
CTNNB1, MYT1L, 

MTF1, ZMYM6 

AGHA et al., 
2014 

Individual 3 - 
KMT2B, ZNF589, 

HHAT 

YANG et al., 
2014 

Individual 2000 
SLC2A, ALG12, 
TTC37, MYO5A, 

DEAF1 

ADCY5, 
ANKRD11, 

AP4M1, ASAH1, 
ATP2B3, CHD2, 

DYSF 

JAZAYERI et al., 
2015 

Individual 5 
RIPPLY1, SNX14, 
MRPL10, SURF1 

- 

HU et al., 2016 Família 405 

HCFC1, MAOA, 
CCDC22, USP9X, 

PIGA, WDR45, 
KDM6A, BCAP31, 
ZC4H2, KIAA2022, 

MID2 

CDK16, TAF1, 
MAGIX, COL4A6... 

 

Até o momento, os estudos que foram realizados usando o sequenciamento de 

exoma para a elucidação das causas de DI, levaram ao diagnóstico de 

aproximadamente 15-30% dos casos; essa taxa de sucesso pode ser ilustrada 

por muitos estudos, dentre eles, VolK e colaboradores em 2014 analisaram 6 

trios consecutivos e obtiveram o diagnóstico de 1, resultando numa taxa de 

16,6%; Monroe e colaboradores em 2016 fizeram a análise de 17 trios, 

resultando no diagnóstico de 5 deles (29,4%) (VOLK et al.,2015).  

As variantes que são encontradas nesse tipo de sequenciamento são validadas 

pelo sequenciamento Sanger, porém só uma parte delas são confirmadas; 

Vissers e colaboradores, por exemplo, só confirmaram 13 (25%) de 51 mutações 

candidatas (VISSERS et al., 2010). Robinson encontrou 7 variações candidatas 

a causar o fenótipo ao analisar um trio, 2 delas foram validadas (28%) 

(ROBINSON et al., 2010). Muitas das mutações não confirmadas representam 

resultados falso positivos e são decorrentes de artefatos de sequenciamento (DE 

LIGT et al., 2012; NEED et al., 2012; YANG et al., 2014; SHASHI et al., 2014), 
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contudo a grande maioria dos autores não detalha a razão de algumas variantes 

encontradas por eles usando NGS não serem confirmadas por Sanger, ficando 

ambíguo se a não validação significa que as variantes não eram verdadeiras, ou 

se apenas não foram testadas. 
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Capítulo II: Objetivos 
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II.1. Objetivos gerais 

Esse trabalho tem como objetivo identificar novas variantes em genes conhecidos de DI 

ou mutações em novos genes candidatos que possam explicar a DI idiopática em 

pacientes esporádicos, através do sequenciamento de exoma dos pacientes e de seus 

genitores. A síndrome do X frágil e alterações cromossômicas 

microscópicas/submicroscópicas serão previamente excluídas.  

 

II.2. Objetivos específicos 

1. Triar os pacientes com DI para a síndrome do X frágil. 

2. Nos que não apresentarem alterações no item 1, identificar através de 

arrays genômicos os pacientes portadores de ganhos e perdas de 

segmentos de DNA. 

3. Sequenciar os exomas dos pacientes que não apresentarem alterações 

nos itens 1 e 2, bem como os de seus genitores. 

4. Analisar os exomas dos pacientes em busca de variantes que expliquem 

o quadro clínico, testando as hipóteses de herança autossômica 

dominante (de novo), herança autossômica recessiva (em homozigose ou 

heterozigose composta) e ligada ao X recessiva (presente na mãe e no 

filho afetado).  

5. Realizar aconselhamento genético das famílias dos pacientes 

investigados 
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Capítulo III: Casuística 
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III.1. Pacientes 

Os pacientes foram encaminhados do Serviço de Aconselhamento Genético do 

IB-USP. Agradecemos à Drª Angela M. Vianna-Morgante, Drª. Ana Krepischi, Dr. 

Paulo Otto, Drª Débora Bertola, Dr. Fernando Kok, Dr. Eduardo Fusão, Drª Tânia 

Vertemati, Drª Liane Giuliani, Dr. Marcial Galera, Dr. Juan Llerena Jr., Drª Fabíola 

Monteiro, Dr. Eduardo Perrone; pela avaliação clínica e encaminhamento dos 

pacientes. 

Foram excluídos do estudo aqueles pacientes do sexo masculino que tiveram 

resultado positivo para a síndrome do X-frágil; também foram excluídos da 

casuística aqueles pacientes de ambos os sexos que revelaram desequilíbrios 

genômicos no teste de array-CGH realizado na plataforma 180K da Agilent 

Technologies (Santa Clara, Califórnia, EUA) ou no teste de SNP array na 

plataforma 850K da Illumina (San Diego, Califórnia, EUA). 

Todos os pacientes encaminhados para a pesquisa possuem em comum DI 

limitante (moderada-grave), embora a maioria não tenha sido avaliada por testes 

de QI. Alguns pacientes apresentavam sinais adicionais, tais como: ataxia, 

problemas cardiovasculares, catarata, entre outros (a Tabela 7 sumariza os 

achados clínicos nos pacientes incluidos na amostra). Os responsáveis pelos 

pacientes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (Anexo 1) 

concordando com a participação na pesquisa. Foram coletadas amostras de 

sangue periférico (5-10ml)  em tubos com EDTA como anticoagulante dos 

pacientes e de seus genitores. 

Tabela 7: Sinais clínicos presentes nos pacientes participantes da pesquisa  

Pacientes Sexo Idade Sinais clínicos* 
Ocorrências 

durante a 
gestação 

PCGH948  M 5 anos 
Atraso no desenvolvimento 

neuropsicomotor, cardiopatia 
congênita, dismorfias faciais. 

Restrição de 
crescimento 
intrauterino, 
nascimento 
prematuro. 

https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=2133&bih=1087&q=San+Diego&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDIvMUxPUeIAsc0Ny4q0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUANbq9m0QAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj2i67anuzNAhXIgpAKHc7gABYQmxMImgEoATAX
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PCGH856 F 11 anos 

Atraso no desenvolvimento 
neuropsicomotor, ausência de 

linguagem/fala, crises convulsivas, 
catarata congênita bilateral, hipotonia 
de membros superiores e inferiores 

- 

PCGH319 F 6 anos 

Atraso no desenvolvimento 
neuropsicomotor, hipotonia, palato em 
ogiva, dismorfias faciais, malformação 

renal e cardíaca. 

- 

PCGH584 M 11 anos 

Atraso no desenvolvimento 
neuropsicomotor, ausência de 

linguagem/fala, não anda, 
encefalopatia crônica não evolutiva, 

ressonância magnética de crânio 
normal. 

- 

PCGH1031 F 5 anos 

Atraso no desenvolvimento 
neuropsicomotor, microcefalia, ptose 

palpebral, sinofris, prega única de 
flexão em mão esquerda e parcial em 

mão direita. 

Mecônio na 
cavidade 
amniótica 

PCGH1005 F 23 anos 

Atraso no desenvolvimento 
neuropsicomotor, ausência de 

linguagem/fala, dismorfias faciais, 
deficiência auditiva bilateral, 

apêndices pré-auriculares bilaterais, 
doença renal multicística, cisto 

aracnoide. 

- 

PCGH289 M 17 anos 
Malformações múltiplas, encurtamento 

proximal dos membros 
- 

PCGH1454 F 6 anos 

Atraso no desenvolvimento 
neuropsicomotor, dismorfias faciais 
(hipertelorismo, telecanto, epicanto 

inverso, ponte nasal alargada), atraso 
no desenvolvimento motor, fala pouco 

desenvolvida. 

- 
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Capítulo IV: Metodologia 
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IV.1. Construção de bibliotecas e sequenciamento dos exomas 

As bibliotecas foram construídas usando o kit SureSelect XT ou SureSelect QXT 

da Agilent Technologies® e o procedimento usado é o descrito pelos fabricantes, 

como relatado a seguir. Para a construção da biblioteca de exons usamos 

amostras de DNA extraídas com protocolo fenol:clorofórmio, diluídas na 

concentração de 200ng de DNA em um volume de 50μl; as concentrações das 

amostras são mensuradas usando o Qubit (Qubit® 2.0 Fluorometer), e os kits 

Qubit® dsDNA BR Assay Kit, 100 assays e Qubit® dsDNA HS Assay Kit, 

100 assays da Invitrogen® (Thermo Fisher Scientific™). As amostras 

construídas com o uso do kit SureSelect XT Target Enrichment System for 

Illumina Paired-End foram submetidas a uma fragmentação mecânica (6 ciclos 

de 60 segundos) no equipamento Covaris® S2 (Thermo Fisher Scientific).  

Nesse projeto, utilizamos o equipamento Covaris disponível no CEFAP (Centro 

de Facilidades para a Pesquisa), centro multiusuário, localizado no prédio do 

Instituto de Ciências Biomédicas II da Universidade de São Paulo (USP), campus 

São Paulo. As amostras que tiveram a biblioteca construída usando o kit QXT 

passaram por uma fragmentação enzimática, ao invés de mecânica, de acordo 

com o protocolo. 

Para verificar se a fragmentação resultou nos tamanhos de DNA esperados 

(entre 150 pb a 200 pb) foi usado o equipamento Bioanalyzer 2100 com o kit 

High Sensitivity DNA assay, também comercializados pela Agilent 

technologies®. Deve-se obter um gráfico de distribuição dos tamanhos dos 

fragmentos semelhante ao das figuras abaixo. A Figura 2 foi retirada do 

protocolo e a Figura 3, de padrão semelhante, foi obtida no procedimento 

realizado em nosso laboratório:  
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Figura 2: Análise do DNA fragmentado usando o Bioanalyzer. O 

eletroferograma mostra a distribuição almejada com um pico entre 120 e 150 

pb.  

 

 

Figura 3: Primeira avaliação da amostra pelo Bioanalyzer realizada em DNA de 

um paciente da coorte, mostrando o pico entre 120 e 150 pb, como exigido pelo 

protocolo. 

 

Os fragmentos foram então reparados por exonuclease, seguida de fosforilação 

das extremidades 5’ e adenilação da 3’, para facilitar a ligação dos adaptadores, 

que permitirão a ligação aos primers durante reação de PCR. Após 

a amplificação da biblioteca por PCR, é feita uma segunda verificação de 

qualidade usando o 2100 Bioanalyzer, dessa vez com o kit DNA 1000 assay; 

com a adição dos adaptadores, espera-se encontrar fragmentos maiores, da 

ordem de 225 pb a 275 pb, como nos gráficos abaixo. A Figura 4 foi retirada do 
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protocolo e a Figura 5, de padrão semelhante, foi obtida no procedimento 

realizado em nosso laboratório:  

: 

 

Figura 4: Análise do DNA fragmentado usando o Bioanalyzer. O 

eletroferograma mostra a distribuição esperada, com pico entre 225 e 275 pb. 

 

 

Figura 5: Segunda avaliação de amostra pelo Bioanalyzer, realizada em DNA 

de um paciente da coorte.  

 

A partir desse eletroferograma, pode-se ajustar a concentração de 750ng de 

DNA em um volume máximo de 3,4 μl. A amostra é então hibridada à biblioteca 

de captura que consiste em RNAs biotinilados complementares à região de 

interesse, nesse caso os exons. O DNA capturado por sondas biotiniladas é 

recuperado por beads magnéticas com estreptavidina. A estes fragmentos alvo 
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recuperados para sequenciamento, são adicionados indexes que permitirão 

identificar a amostra após o sequenciamento. 

Outra verificação de qualidade é feita usando o 2100 Bioanalyzer e o kit High 

Sensitivity DNA assay. Nessa etapa é esperado que os fragmentos estejam 

entre 250 pb a 350 pb, como nas figuras abaixo. A Figura 6 foi retirada do 

protocolo e a Figura 7, de padrão semelhante, foi obtida no procedimento 

realizado em nosso laboratório:  

 

 

Figura 6: Análise do DNA fragmentado usando o Bioanalyzer. O 

eletroferograma mostra uma distribuição com pico entre 250 e 350 pb. 

 

 

 

Figura 7: terceira avaliação de amostra pelo Bioanalyzer realizada em DNA de 

um paciente da coorte.  
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Além da avaliação das amostras pelo Bioanalyzer, também é utilizada uma PCR 

quantitativa usando o sistema MX3005P e o SYBR Green para determinar a 

concentração de cada biblioteca já com os indexes e ajustar a concentração para 

produzir um pool de ~10nM de cada biblioteca. O sequenciamento é realizado 

usando o sequenciador Hiseq 2500 da Illumina pelo Centro de Estudos do 

Genoma Humano (CEPID/FAPESP), do qual a orientadora faz parte. No 

sequenciamento da Illumina, os fragmentos com adaptadores se ligam através 

de uma das extremidades a pequenos oligonucleotídeos que estão fixos em uma 

lâmina. No primeiro ciclo de amplificação da PCR em fase sólida, o adaptador 

da extremidade livre da molécula aderida encontra seu oligonucleotídeo 

complementar no suporte, formando uma estrutura em ponte. Após 35 ciclos de 

PCR, são adicionados nucleotídeos diferencialmente marcados com 

terminadores (impedem a associação de outros nucleotídeos) aos clusters. 

Quando pareado com sequência complementar, a luz do laser excita o 

fluorocromo e a imagem é gravada; em seguida o terminador e a fluorescência 

são retirados para permitir que outro nucleotídeo marcado seja adicionado, e 

assim por diante até obtermos as sequências de todos os fragmentos. O 

sequenciador Hiseq 2500 da Illumina possui um maior output quando comparado 

com o Miseq da mesma empresa, chegando a ser 100 vezes maior (1500 Gb); 

o Hiseq pode gerar até 5 bilhões de reads por corrida, o Miseq 25 milhões; o 

tempo de corrida varia de 7 horas até 6 dias. 

Uma revisão do processo de sequenciamento pode ser encontrada em Shendure 

e Ji (2008) 
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Figura 8: Fluxograma da metodologia utilizada nesse projeto 

 

 

IV.2. Análise do sequenciamento de exomas 

Após o sequenciamento, com o uso do software SureCall (Agillent Technologies) 

os dados dos arquivos Fastq foram alinhados com o genoma de referência 

(hg19) para identificar possíveis variantes. Segmentos que mapeavam em várias 

posições no genoma e duplicatas foram filtrados e eliminados (LI et al., 2009). O 

software gera os arquivos SAM (formato de texto que representa o resultado do 

alinhamento das reads contra a referência), BAM (versão binária de SAM que 

permite a visualização das reads mapeadas) e VCF. Os algorítimos utilizados 

pelo software foram BWA-MEM, BWA, TMAP, SamTools. 

A qualidade do sequenciamento foi verificada através do programa FastQC, 

desenvolvido pelo Brabaham Institute. Esse programa permite a visualização da 

qualidade do sequenciamento de bases, conteúdo GC, proporção dos diferentes 

tipos de nucleotídeos na corrida, tamanho das reads geradas, duplicação, e a 

presença de sequências que se repetem em grande quantidade. Para avaliar a 

qualidade das amostras através do FastQC, o arquivo BAM foi utilizado. 

Os arquivos BAMs foram gerados pelo programa SureCall, e posteriormente eles 

foram utilizados para gerar o arquivo VCF (texto contendo as variações 

detectadas em relação ao genoma de referência) para isso foram utilizados 
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pipelines do SamTools e BCFTools disponíveis no site 

samtools.sourceforge.net/mpileup.shtml. O genoma de referência utilizado para 

alinhamento (Hg19), foi obtido no UCSC genome browser (genome.ucsc.edu). 

Os arquivos VCF e BAM foram analisados usando o software VarSeq® (Golden 

Helix), que permite a anotação com vários bancos de dados, os quais compilam 

informação de frequências populacionais de alelos, patogenicidade de variantes, 

etc; os bancos utilizados para anotar as variantes foram:  RefSeq genes 105, 

NCBI; NHLBI ESP6500SI-V2 exomes variant frequencies, ClinVar, dbSNP 

Functional Prediction; OMIM Genes; Ensembl Genes 75,1000 Genome Project; 

CCDS genes 15; AceviewGenes; ExAC. A Tabela 8, lista quais bancos de dados 

foram utilizados para fazer filtragem de variantes comuns, anotações de 

variantes raras, e aqueles que foram consultados para obter informações sobre 

as variantes. 

Além dos bancos de dados, duas ferramentas foram utilizadas para fazer 

predição do potencial patogênicos das variantes detectadas no sequenciamento: 

O primeiro deles, o SIFT Prediction (http://sift.jcvi.org/), verifica se a 

substituição/perda/inserção de nucleotídeo(s) da variante não sinônima 

detectada afeta a função da proteína; essa ferramenta se baseia na homologia 

da sequência, propriedades físicas e conservação do(s) aminoácido(s) afetados 

pela alteração; o PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2 - 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) prediz o impacto de 

substituição/perda/inserção de nucleotídeo(s) da variante em questão na 

estrutura e função da proteína, considerando para isso propriedades físicas. 

Com base na anotação, as variantes foram filtradas. Como o software VarSeq 

permite a anotação e filtragem de múltiplas amostras simultaneamente, são 

analisadas juntamente com as amostras de interesse (trio, pacientes+genitores), 

outras amostras da mesma corrida de sequenciamento, para filtrar variantes que 

resultem de artefatos técnicos (presentes em vários indivíduos). Esse programa 

também provê interface entre as variantes detectadas e sua visualização em 

genome browser.  

Através da frequência dessas variantes documentadas em três bancos de dados 

(1000 genomes, ExAC, NHLBI ESP6500SI-V2), as variantes comuns são 

http://samtools.sourceforge.net/mpileup.shtml
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eliminadas, permanecendo aquelas com baixa frequência ou ainda não 

descritas, ou seja, as variantes raras. As variantes restantes são filtradas com 

base em região mapeada (exon, região 5’, introns, etc), selecionando-se apenas 

as não sinônimas mapeadas em exons. As variantes também são selecionadas 

com base em qualidade e cobertura, porém apenas no probando. Na filtragem 

de qualidade, alguns algoritmos são usados, como o Phred quality score e o 

genotype quality, ambos em escala logarítmica e que estimam, respectivamente, 

as probabilidades do sequenciamento da base e do genótipo estarem corretos. 

Parâmetros usados para filtragem: 

- Frequência do alelo na população ≤ 0,01 (ExAC, 1000 genomes e o NHLBI 

ESP6500SI-V2) 

- Phred quality score ≥20, o que corresponde à probabilidade de 1 base errada 

a cada 1000 sequenciadas ou uma acurácia de 99.9%. 

- Genotype Quality ≥20, que corresponde a uma probabilidade de 99,9% do 

genótipo estar correto. 

- Cobertura ≥5, que indica pelo menos 5 reads mapeando aquela região onde a 

variação foi detectada. 

Cada trio foi analisado várias vezes, de acordo com diferentes modelos de 

herança: autossômica recessiva (afetado homozigoto ou heterozigoto 

composto), autossômica dominante (de novo no paciente), ligada ao X recessiva 

(paciente do sexo masculino, variante herdada da mãe). 

As variantes selecionadas foram então avaliadas visualmente nos arquivos BAM 

do paciente e das outras amostras, de maneira a acessar a qualidade e ruído de 

sequenciamento da região.  

 Após essa filtragem, foi feita uma curagem manual com base nas anotações dos 

genes e consultas adicionais a bibliografia visando relacionar o quadro clínico do 

paciente com casos anteriormente descritos, estudos funcionais, padrão de 

expressão do gene e patogenicidade da variante.  
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Tabela 8: Bancos de dados utilizados para auxiliar na filtragem de variantes 

 

 

O fluxograma a seguir retrata o esquema utilizado para filtra e analisar as 

variantes presentes nos arquivos VCF (Figura 9): 
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Figura 9: Fluxograma dos passos realizados para filtrar e analisar as variantes 

detectadas através do sequenciamento de exoma. 

As variantes de cada tipo de herança também foram analisada pela ferramenta 

VarElect (varelect.genecards.org/), que prioriza os genes de acordo com dados 

fenotípicos usando informações do GeneCards (genecards.org/), PathCards 

(pathcards.genecards.org/) e MalaCards (malacards.org/), bancos de dados que 
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contêm informações sobre os genes, sobre as vias em que eles atuam e sobre 

doenças relacionadas respectivamente; a ferramenta faz uma correlação das 

informações dos genes indicados com o fenótipo do paciente fornecida pelo 

usuário, gerando um score de acordo com a probabilidade dos genes estarem 

associados ao fenótipo inserido. Os genes são separados em duas listas, a 

primeira daqueles que estão diretamente relacionados com o quadro clínico e a 

segunda daqueles que são indiretamente relacionados. Os genes que apareciam 

na lista relacionados ao fenótipo foram então comparados com os que foram 

selecionados na curagem manual. A partir dessa comparação foram escolhidos 

os genes para serem confirmados por meio do sequenciamento Sanger. 

 

IV.3. Sequenciamento Sanger 

Os primers específicos para as variações foram desenhados com o auxílio do 

programa NCBI primer BLAST que utiliza o programa primer3 

(bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) versão 4.0 e o BLAST desenvolvido pelo próprio 

NCBI.  As sequências de DNA foram obtidas no UCSC (genome.ucsc.edu). 

 Após desenhados, os primers foram encomendados à Invitrogen™ da Thermo 

Fisher Scientific©. Esse sequenciamento também conhecido como método de 

terminação de cadeia ou sequenciamento didesoxi, se baseia na incorporação 

de desoxinucleotídeos (dNTPs) e didesoxinucleotídeos (ddNTPs) a uma cadeia 

de DNA em crescimento, a qual tem como molde a fita 3’-5’ do DNA de interesse. 

Como já discutido na introdução, a adição dos ddNTPs resultando na parada do 

crescimento da cadeia de DNA, e a detecção das sequências dos fragmentos 

gerados é possível devido à marcação desses ddNTPs com fluorescência. 

O sequenciamento Sanger ocorre em 3 etapas básicas: primeiramente o 

segmento de DNA no qual a variante mapeia é amplificado por PCR no 

termociclador (Applied Biosystems).  

Na segunda etapa os produtos são purificados para eliminar os reagentes e 

nucleotídeos não incorporados, Finalmente, os fragmentos amplificados e 

purificados vão para o sequenciador automático (ABI 3730 DNA Analyser), um 

sistema de análise de DNA de 48 capilares com a tecnologia Life 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600533
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Technologies – Applied Biosystems; as corridas são feitas em capilares de 

36cm utilizando o polímero POP7. A fluorescência dos ddNTPs incorporados 

são excitadas por um laser e captadas por um detector à medida que os 

fragmentos passam pelos capilares e a informação transmitida para um 

computador onde é processada.  

O sequenciamento resultante do Sanger é analisado usando o programa BioEdit 

disponível em mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html, que permite o alinhamento e 

manipulação da sequência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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Capítulo V: Resultados 
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Foram sequenciados os exomas de oito trios (pacientes com DI e genitores não 

afetados), cujos resultados serão apresentados a seguir. 

 

V.1.Avaliação da qualidade dos resultados obtidos no sequenciamento de 

nova geração dos exomas 

Antes de serem feitas as análises das variantes, os arquivos BAM de todos os 

trios tiveram sua qualidade de sequenciamento analisada pelo programa FastQC 

(bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/); exemplos dos resultados 

obtidos para uma amostra fragmentada mecanicamente e outra por digestão 

enzimática estão apresentados nas Figuras 10 e 11, respectivamente. De 

acordo com os gráficos obtidos (Figuras 10A e 11A), a qualidade das bases 

sequenciadas em todas as amostras foi classificada como muito boa, uma vez 

que a média do gráfico (linha azul) se encontra na região verde, que compreende 

os valores de 28 a > 40 na escala Phred Score (phrap.com/phred); esses valores 

indicam uma acurácia mínima de 99% na identificação das bases. A cor do 

background desse primeiro gráfico divide o eixo y em regiões de boa qualidade 

(verde), qualidade média (laranja) e baixa qualidade (vermelho); normalmente, a 

qualidade das bases tente a decair no final da corrida.  

Nas Figuras 10B e 11B está ilustrado o baixo nível de duplicação detectado nas 

amostras, o que reflete uma alta cobertura na região alvo; a linha azul mostra o 

nível de duplicação em toda sequência; a linha vermelha mostra as sequências 

após processo computacional de compressão, que leva à eliminação das 

duplicações. Em bibliotecas com boa qualidade espera-se que variações como 

pequenos picos, presentes na linha azul, sejam eliminadas na linha vermelha; 

os gráficos obtidos para nossas amostras obedecem a esse padrão, porém, dada 

a pequena quantidade de duplicação em nossas amostras, a diferença entre as 

duas linhas é sutil. A proporção das quatro bases (A, T, G e C) se mostrou 

adequada, no entanto, as amostras que foram fragmentadas mecanicamente 

(ex, Figura 10C) (kit XT) possuem um menor ruído no início das reads quando 

comparadas com amostras que foram fragmentadas por digestão enzimática (ex, 

Figura 11C) (kit QXT). O programa também detectou o tamanho médio das 

reads, que se encontra entre 100-125 pb, de acordo com o esperado. 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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Figura 10: Qualidade do arquivo BAM de uma amostra (PCGH856) submetido a 

fragmentação mecânica. A) qualidade das bases, B) nível de duplicação, C) 

Proporção de bases. 

A) 

 

B) 



81 
 

 

C) 
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Figura 11: Qualidade do arquivo BAM de uma amostra (PCGH319) submetido a 

fragmentação enzimática. A) qualidade das bases, B) nível de duplicação, C) 

Proporção de bases. 

A) 

 

B) 
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C) 

 

Os arquivos BAM e VCF de todos os trios foram analisados com o uso do 

programa VarSeq (Golden Helix), conforme descrito na metodologia. As 

variantes anotadas foram filtradas como já descrito, e analisadas de acordo com 
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os diferentes modelos de herança. Após a filtragem, todos os genes com 

variantes de novo, em hemizigose, homozigose ou heterozigose composta foram 

priorizadas de acordo com o fenótipo do paciente através da ferramenta VarElect 

(varelect.genecards.org/). Com esses dados em mãos e dados clínicos dos 

pacientes, as variantes foram manualmente curadas com o uso de bancos de 

dados como OMIM (omim.org/) e GeneCards (genecards.org/) e avaliadas como 

possíveis candidatas a causar os fenótipos. As reads do BAM foram visualmente 

avaliadas quanto à qualidade e ao ruído do sequenciamento na região, tanto no 

paciente em questão quanto nas outras amostras sequenciadas 

simultaneamente. As variantes que restaram como candidatas para o fenótipo 

de cada paciente, após confirmação por sequenciamento Sanger, estão 

apresentadas na Tabela 9; nela encontram-se informações sobre o tipo de 

mutação, seu efeito, predição das consequências e suas frequências nos bancos 

de dados ExAC (exac.broadinstitute.org/) e 1000 Genomes 

(1000genomes.org/index.html).
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Tabela 9: variantes potencialmente causativas dos fenótipos dos pacientes analisados. 

 

LoF= Loss of Function 
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V.2. Resultados obtidos para cada paciente 

Durante a análise das variantes dos pacientes, foram detectadas alterações em 

alguns genes que seriam consideradas candidatas a causar os fenótipos, mas a 

presença delas em vários trios, incluindo genitores normais, levaram à exclusão 

dessas variantes, presentes especificamente nos genes: NBPF8, NBPF20, 

PCDHGA1, PCDHA1; alterações nesses genes já haviam sido anteriormente 

associadas com quadros de atraso no desenvolvimento e deficiência intelectual.  

Todas as variantes em genes candidatos que estão incluídas nesse capítulo foram 

confirmadas por sequenciamento Sanger, assim como sua presença ou ausência 

determinada nos genitores. Nos próximos itens, serão mostrados os resultados 

encontrados e confirmados por sequenciamento Sanger em cada paciente e a 

presença ou ausência das variantes em seus genitores; no capítulo seguinte será 

realizada a discussão sobre a associação das variantes detectadas com os fenótipos 

dos pacientes. 

 

V.2.1 PCGH856 

O trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect XT da Agilent Technologies® 

(fragmentação mecânica).  

Paciente do sexo feminino, 11 anos, apresenta atraso no desenvolvimento 

neuropsicomotor, ausência de linguagem/fala, hipotonia de membros superiores e 

inferiores; andou aos 4 anos, apresentou crises convulsivas até os 3 anos de idade e 

foi medicada com oxcarbazepina até os 5 anos; apresentava catarata congênita 

bilateral, corrigida através de procedimento cirúrgico. Filha de pais não 

consanguíneos, mãe não relata anormalidades durante a gestação; avô e bisavô 

paterno possuem catarata; avó paterna apresenta convulsão, e avô paterno e um 

primo de quinto grau materno apresentam um quadro de atraso de desenvolvimento. 

Ao analisar as variantes de novo nessa paciente foi detectada uma alteração 

missense em FOXD4; genes dessa família já foram associados a alterações de 

movimento e postura, dificuldade de fala, convulsões e DI; porém a variante só estava 

presente em duas das 9 reads mapeadas na região e as remanescentes continham o 

nucleotídeo de referência G. Ao ser realizado o sequenciamento Sanger, foi 
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constatado que essa variante não estava de fato presente na paciente. Também foi 

detectada uma outra variante candidata a causar o quadro clínico nessa paciente, em 

homozigose, no gene TBC1D24; mutações recessivas nesse gene já foram 

associadas com DI e quadros convulsivos (BALESTRINI et al., 2016). O arquivo BAM 

da paciente mostra uma cobertura de 16 reads, todos contendo o nucleotídeo T. Os 

pais são portadores heterozigotos da mutação: na mãe encontra-se 5 dos 7 reads com 

a variante e o pai apresenta 2 dos 10 reads com a mutação. A variante foi confirmada 

por sequenciamento Sanger em homozigose na paciente e em heterozigose em seus 

pais (Figura 12). 

A mutação em TBC1D24 (16:2551147), que está presente na região 3’ UTR, não foi 

classificada pelos algoritmos de predição consultados nesse trabalho; no dbSNP a 

troca de nucleotídeo C/T foi registrada (rs62040717) com uma frequência de 0,02 e 

sem descrição de homozigotos; no ExAC não há registro de variações nessa região. 

Utilizamos o programa Variant Effect Predictor (VEP) desenvolvido pelo Ensembl, o 

qual verifica ao fornecermos a posição e a variante, as predições de algoritmos (SIFT 

e PolyPhen), como também o impacto da alteração, consequente alterações de 

códons e mudanças de aminoácidos, dentre outros (ensembl.org/info/docs/tools/vep); 

o VEP classificou o impacto dessa alteração como modificador (Tabela 9). 

Figura 12: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo 16 contendo a variante 

do gene TBC1D24 (16:2551147) detectada em homozigose na paciente PCGH 856 e 

em heterozigose em seus pais; a) paciente, b) mãe, c) pai. 

a) 

 

 

b) 
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c) 

 

Foi realizado o sequenciamento Sanger da região da alteração nos pais e na 

probanda, que confirmou a presença da variante, como mostra a Figura 13. 

Figura 13: Confirmação da variante do gene TBC1D24 por sequenciamento Sanger 

no trio PCGH856.a) paciente, b) mãe, c) pai. O sequenciamento mostra ambos os 

nucleotídeos nos pais (C e T), e a paciente portando apenas o nucleotídeo alterado T 

em ambos os homólogos, caracterizando homozigose. 

a) b)    c)   
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V.2.2 PCGH948 

O trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect XT da Agilent Technologies® 

(fragmentação mecânica).  

Paciente do sexo masculino, 5 anos, apresenta atraso de desenvolvimento 

neuropsicomotor, cardiopatia congênita (hipertrofia ventricular, comunicação 

interatrial), dismorfias faciais, baixo peso ao nascimento (1,300 Kg); começou a andar 

com 2 anos, não se alimenta sozinho, e apresenta fala pouco desenvolvida. Na 

trigésima semana de gestação foi detectada restrição de crescimento intrauterino e o 

feto apresentava tamanho e peso compatível com 27 semanas; o paciente nasceu 

com 32 semanas de gestação. Ecocardiograma realizado ao nascimento detectou 

estenose pulmonar valvar moderada, hipertrofia ventricular discreta, disfunção 

diastólica incipiente, comunicação interatrial do tipo ostium secundum (CIA OS), que 

afeta a parte medial do septo interatrial. Filho único de pais não consanguíneos, na 

família do pai há indivíduos com bloqueios cognitivos e ecolalia (afasia); o avô materno 

é esquizofrênico; aos 5 1/2 anos, o pai informa que o paciente foi diagnosticado com 

autismo; além desses sinais já relatados a mãe nos informou que o paciente 

apresentou refluxo; possui criptoquidia esquerda e fimose, ambas corrigidas por 

cirurgias; é hiper-reativo a estímulos luminosos e sonoros, não apresenta quadros 

convulsivos. 

Três mutações candidatas foram identificadas nesse paciente. Uma variante de novo 

no gene RYR2, cujas alterações já foram associadas ao quadro clínico de 

cardiomiopatia com herança autossômica dominante; uma outra variante ligada ao X, 

herdada da mãe, no gene MID1, já associado quando mutado à síndrome Opitz, tipo 

1, que apresenta quadro clínico com alterações faciais, cardíacas e atraso do 

desenvolvimento. Dentre as variantes em homozigose, uma única era compatível com 

o quadro clínico do paciente, no gene ADAMTSL2 (com pais portadores); alterações 

nesse gene foram associadas com atraso no desenvolvimento, alterações faciais e 

cardiovasculares com padrão de herança recessivo. Todas as três alterações 

encontravam-se com boa cobertura, e foram confirmadas no sequenciamento Sanger. 

A alteração encontrada no gene RYR2, missense, predita como provavelmente 

danosa, é uma troca G/A (1:237957254) que não está presente nos pais nem em 

DNAs de outros indivíduos sequenciados simultaneamente; não há registros no 
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dbSNP ou ExAC sobre essa alteração; o VEP classificou o impacto dessa troca como 

moderado (Tabela 9). A criança afetada apresenta 114 reads no arquivo BAM 

contendo a troca para adenina e 124 com nucleotídeo de referência (guanina); a mãe 

e o pai apenas apresentam reads contendo guanina (alelo referência), com 226 e 292 

reads respectivamente (Figura 14). 

Figura 14: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo 1 contendo a variante 

do gene RYR2 (1:237957254) detectada de novo no paciente PCGH 948; a) paciente, 

b) mãe, c) pai. 

a) 

 

 

b) 

 

c) 

 

A alteração de novo no gene RYR2 foi validada por sequenciamento Sanger, como 

mostra a figura abaixo (Figura 15). 
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Figura 15: Confirmação da variante do gene RYR2 por sequenciamento Sanger no 

trio PCGH948.a) paciente, b) mãe, c) pai. O sequenciamento mostra a presença da 

guanina nos pais, e o paciente portando os nucleotídeos A e G, caracterizando 

heterozigose, de novo. 

a) b)  c)  

 

Na alteração presente no gene MID1, ligada ao X, onde o paciente é hemizigoto e sua 

mãe é portadora, há uma troca C/T (X:10535359), missense, que foi predita como 

tolerada e provavelmente danosa pelo SIFT e PolyPhen, respectivamente; o VEP 

classificou o impacto dessa variante como moderado (Tabela 9); essa variante está 

presente tanto no ExAC como no dbSNP com frequência entre 1 e 3 para 10.000 

indivíduos (Tabela 9). O arquivo BAM, mostra o paciente com 201 reads mapeando o 

T, e 6 reads com o nucleotídeo referência (C); a mãe apresenta 134 reads contendo 

a variante e 143 reads contendo referência; o pai apresenta apenas o nucleotídeo 

referência. 

Figura 16: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo X contendo a variante 

do gene MID1 (X:10535359) detectada em hemizigose no paciente PCGH 948 e em 

heterozigose em sua mãe; a) paciente, b) mãe, c) pai. 

a) 
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b) 

 

c) 

 

A presença da variante em hemizigose no paciente e em heterozigose na mãe 

portadora, assim como sua ausência no pai, foram confirmadas pelo sequenciamento 

Sanger, como mostra a figura a abaixo. 

Figura 17: Confirmação da variante do gene MID1 por sequenciamento Sanger no trio 

PCGH948; a) paciente, b) mãe, c) pai. Mostrando ambos os nucleotídeos na mãe (C 

e T), e apenas o nucleotídeo alterado T no paciente.  

a)   b)    c)  



93 
 

 

Outra alteração que foi encontrada no paciente e considerada candidata a justificar 

seu fenótipo foi detectada em homozigose no gene ADAMTSL2, que está presente no 

cromossomo 9 (9:136419629), onde ocorre uma troca G/A, missense, com predições 

de benigna e tolerada; o impacto dessa troca foi classificado como moderado (VEP) 

(Tabela 9). O arquivo BAM do sequenciamento do exoma do paciente possui 55 reads 

que superpõem a variante (adenina); no caso de seus pais, heterozigotos, há uma 

cobertura de 15 e 27 reads mapeando a adenina, e 11 e 28 reads contendo guanina 

(Figura 18). 

Figura 18: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo 9 contendo a variante 

do gene ADAMTSL2 (9:136419629) detectada em homozigose no paciente PCGH 

948 e em heterozigose em seus pais; a) paciente; b) mãe; c) pai. 

a) 

 

 

b) 

 

c) 
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Essa variante foi confirmada por sequenciamento Sanger, como mostra a figura 

abaixo. 

Figura 19: Confirmação da variante do gene ADAMTSL2 por sequenciamento Sanger 

no trio PCGH948; a) paciente, b) mãe, c) pai. Mostrando ambos os nucleotídeos nos 

pais (G e A), e o paciente portando apenas o nucleotídeo alterado (A), caracterizando 

homozigose.  

a) b)  c)  

Nesse caso, o Paciente possui três variantes detectadas pelo exoma e confirmadas 

por sequenciamento Sanger, que são candidatas a justificarem o seu fenótipo.  

 

V.2.3 PCGH319 

O trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect QXT da Agilent Technologies® 

(fragmentação enzimática). 

Paciente do sexo feminino, 6 anos, apresenta atraso no desenvolvimento 

neuropsicomotor, malformação renal e cardíaca, dismorfias faciais, palato em ogiva e 

hipotonia; a mãe relata a ocorrência de duas infecções urinárias durante a gestação. 

A paciente é filha de pais não consanguíneos, sem casos semelhantes na família, 

possui um irmão normal.  

As variantes de novo associadas com o fenótipo foram encontradas nos genes: 

GNAQ, no qual alterações em mosaico já foram associadas ao quadro clínico da 

síndrome de Sturge-Weber, que possui DI como o principal sintoma; e em ROCK2, 
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que regula divisão celular, contração muscular, formação de fibras de actina e adesão; 

este gene está relacionado com sinalizações mediadas pelo AMPc e ao 

desenvolvimento de axônios. Mutação no gene ROCK2 foi sugerida como provável 

causa molecular do fenótipo da paciente pela ferramenta VarElect, que o colocou no 

topo da lista de genes que indiretamente estão relacionados com o quadro clínico, 

devido à sua interação com os genes CTNNB1, ACTB e RAF1. A troca T/C 

(9:80537090) encontrada no gene GNAQ, misssense, sem predição, está presente no 

BAM com baixa cobertura na paciente (2 reads), e os pais não apresentavam a 

alteração, como mostra a figura abaixo. 

Figura 20: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo 9 contendo a variante 

de novo do gene GNAQ (9:80537090), detectada de novo na paciente PCGH 319; a) 

paciente; b) mãe; c) pai. 

a) 

 

 

b) 

 

c) 

 



96 
 

A alteração de novo detectada no gene ROCK2 é uma troca C/A (2:11351924); no 

arquivo BAM, a variante se encontrava em 2 reads na paciente, enquanto os 8 reads 

remanescentes eram referência. O pai e a mãe só apresentam o nucleotídeo 

referência (C), com cobertura de 19 e 17 reads respectivamente, como mostrado na 

Figura 21. 

Figura 21: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo 9 contendo a variante 

de novo do gene ROCK2 (2:11351924), detectada de novo na paciente PCGH 319; a) 

paciente; b) mãe; c) pai. 

a) 

 

 

b) 

 

c) 

 

 

Ambas as variações nos genes foram observadas em apenas duas reads cada, e não 

foram confirmadas quando realizado o sequenciamento Sanger. Portanto, não foi 

detectada nenhuma variação em heterozigose, homozigose ou heterozigose 

composta potencialmente responsável por características clínicas desta paciente, 
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mesmo após incluir na análise variantes em região 3’ e 5’ UTR. Portanto, o fenótipo 

da paciente segue inexplicado. 

 

V.2.4 PCGH584 

Este trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect QXT da Agilent Technologies® 

(fragmentação enzimática). 

Paciente do sexo masculino, 11 anos, apresenta atraso no desenvolvimento 

neuropsicomotor, sem desenvolvimento da fala; não anda, possui encefalopatia 

crônica não evolutiva, hipotonia, problemas de sociabilidade, não sabe mastigar, e 

não apresenta crises convulsivas; foram realizados exames de ressonância magnética 

(RNM) do crânio, triagem metabólica e erros inatos do metabolismo, todos com 

resultados normais; a mãe relata infecção urinária, anemia e corrimento durante a 

gestação. O paciente é filho único de pais não consanguíneos, sem casos 

semelhantes na família. 

Foi confirmada por sequenciamento Sanger uma única variante (de novo) associada 

com o fenótipo, presente no gene GABBR2, que codifica um receptor da família GABA 

e atua inibindo atividades neuronais. Outras variantes foram detectadas em outros 

genes, porém elas não foram consideradas candidatas plausíveis para o fenótipo 

apresentado pelo paciente. 

A troca C/T (missense) que ocorre nesse gene (9:101133817) foi classificada como 

danosa/provavelmente danosa pelos algoritmos de predição, e não há registros dessa 

ou de outra variação nessa posição nos dados do ExAC e dbSNP; o impacto dessa 

troca foi considerado moderado pelo VEP (Tabela 9). O arquivo BAM mostra o 

paciente com uma cobertura de 34 reads contendo a alteração (T) e 40 com o 

nucleotídeo de referência (C); a mãe e o pai só possuem o nucleotídeo referência com 

cobertura de 125 e 102 reads respectivamente, como pode ser visto na Figura 22. 

Figura 22: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo 9 contendo a variante 

de novo do gene GABBR2 (9:101133817) detectada de novo no paciente PCGH 584; 

a) paciente; b) mãe; c) pai. 
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a) 

 

 

b) 

 

c) 

 

Essa alteração de novo visualizada no BAM foi confirmada por sequenciamento 

Sanger, como mostra a figura abaixo, onde o paciente possui ambos os nucleotídeos 

C e T, e seus país apresentam apenas a citosina na posição. 

Figura 23: Confirmação da variante do gene GABBR2 por sequenciamento Sanger 

no trio PCGH584; a) paciente, b) mãe, c) pai. O sequenciamento mostra a presença 

da citosina nos pais, e o paciente portando os nucleotídeos C e T, caracterizando 

heterozigose, de novo. 
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a) b)  c)  

 

 V.2.5 PCGH1454 

Este trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect QXT da Agilent Technologies® 

(fragmentação enzimática).  

Paciente do sexo feminino, 6 anos, portadora de atraso no desenvolvimento, 

dismorfias faciais (olhos com hipertelorismo ocular, telecanto, epicanto inverso, ponte 

nasal alargada), andou e falou com 2 anos, apresenta fala pouco desenvolvida, 

perímetro cefálico medindo 50 cm aos 6 anos. Filha de pais não consanguíneos, a 

gestação ocorreu sem intercorrências, nasceu na 39ª semana pesando 2,780 Kg e 

com 48 cm de comprimento, apresentou dificuldade de sucção; a mãe da paciente 

afirma consumo de bebidas alcóolicas no início da gestação. Foram realizados 

exames de erro inato do metabolismo, ressonância magnética de crânio, 

ecocardiograma e ultrassonografia de abdômen, todos com resultados normais; foi 

diagnosticada com comunicação interatrial (CIA) ao nascimento. O pai possui duas 

irmãs com quadro de esquizofrenia; a paciente possui um irmão mais novo normal. 

Foram encontradas duas variações de novo nos genes: CDK13, que atua na divisão 

celular; e uma deleção no ADRA1D, que gera receptores adrenérgicos. Não foi 

detectada nenhuma variante em homozigose associada com o quadro clínico da 

paciente, e as variações em heterozigose que foram detectadas não foram 

consideradas como provável causa molecular do fenótipo. Apenas a variante de novo 

do gene CDK13 foi confirmada por sequenciamento Sanger; a alteração do ADRA1D 
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estava com baixa cobertura (3 reads), justificando sua não confirmação por essa 

mesma metodologia. 

A alteração no CDK13 foi priorizada pelo programa VarElect como uma provável 

causa do fenótipo da paciente em questão; a atuação desse gene no alongamento 

axonal já foi relatada (CHEN et al., 2016). 

A troca de bases G/C (missense), de novo, detectada nessa paciente (7:40087439), 

foi predita danosa/provavelmente danosa pelos algoritmos de predição usados nesse 

trabalho; a troca de nucleotídeos teve seu impacto classificado como moderado pelo 

VEP, e não há dados dessa variante no ExAC ou dbSNP (Tabela 9). A paciente 

apresentou uma cobertura de 11 reads contendo a alteração e 3 reads contendo 

guanina; o pai e a mãe apresentaram apenas reads contendo o nucleotídeo G, com 

29 e 22 reads respectivamente (Figura 24). 

Figura 24: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo 7 contendo a variante 

do gene CDK13 (7:40087439) detectada de novo no paciente PCGH 1454; a) 

paciente; b) mãe; c) pai. 

a) 

 

 

b) 

 

c) 
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Essa variante em heterozigose de novo foi validada por sequenciamento Sanger, 

como mostra a figura abaixo: a paciente apresenta ambos os nucleotídeos C e G, e 

seus pais apenas guanina. 

Figura 25: Confirmação da variante do gene CDK13 por sequenciamento Sanger no 

paciente PCGH1454 e ausência em seus pais; a) paciente, b) mãe, c) pai. O 

sequenciamento mostra o nucleotídeo C como referência, nos pais, e o paciente com 

ambos os nucleotídeos C e G, caracterizando heterozigose, de novo. A figura mostra 

a fita reverse.  

a)  b)  c)  

 

V.2.6 PCGH1005 

O trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect QXT da Agilent Technologies® 

(fragmentação enzimática).  

Paciente do sexo feminino, 23 anos, portadora de atraso no desenvolvimento, 

deficiência intelectual, dismorfias faciais, apêndices pré-auriculares bilaterais, 

deficiência auditiva bilateral, hipoplasia renal esquerda secundária a doença renal 
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multicística; ressonância magnética de cérebro mostrou cisto aracnoide, 

ecocardiograma normal e triagem de erros inato do metabolismo negativa; mãe 

relatou icterícia na paciente ao nascimento; filha de pais não consanguíneos e sem 

casos semelhantes na família. 

Foi confirmada uma alteração de novo no gene DDX3X, o qual já foi associado a DI 

ligada ao X, com quadro clínico variável (SNIJDERS BLOK et al., 2015). Não foram 

detectadas alterações em homozigose em genes com provável correlação com o 

quadro clínico da paciente; e as alterações em heterozigose composta com provável 

associação com o fenótipo não foram consideradas causativas. 

A troca missense T/C (X:41206163), de novo, em heterozigose, foi predita danosa; o 

impacto da alteração foi considerado moderado pelo VEP; não há registros dessa 

variação no ExAC ou dbSNP (Tabela 9). No BAM da paciente, há uma cobertura de 

53 reads mapeando a alteração (C) e 40 reads mostrando a presença do nucleotídeo 

referência (T); a mãe e o pai apresentam somente a base referência (T), com 

cobertura de 41 e 30 reads respectivamente (Figura 26).  

Figura 26: Imagem (arquivo BAM) da região do cromossomo X contendo a variante 

do gene DDX3X (X:41206163) detectada de novo na paciente PCGH 1005; a) 

paciente; b) mãe; c) pai. 

a) 

 

 

b) 
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c) 

 

Essa variante foi validada por sequenciamento Sanger, que confirmou a presença do 

nucleotídeo C em heterozigose apenas na paciente; os pais apresentaram apenas o 

nucleotídeo referência T, confirmando o status de novo dessa alteração (Figura 27). 

Figura 27: Confirmação da variante do gene DDX3X por sequenciamento Sanger na 

paciente do trio PCGH1005, a) paciente, b) mãe, c) pai. O sequenciamento mostra a 

presença de ambos os nucleotídeos (Te C) na paciente, e seus pais apresentam 

apenas a timina. 

a) b)  c)  

 

V.2.7 PCGH1031 

O trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect QXT da Agilent Technologies® 

(fragmentação enzimática).  

Paciente do sexo feminino, 5 anos, portadora de atraso no desenvolvimento 

neuropsicomotor (sentou sem apoio com 2 anos, andou com 3 anos, não fala), ptose 

palpebral, epicanto interno bilateral, sinófre, orelhas grandes de implantação baixa, 

microcefalia (PC 47 cm, <3%), miopia, pouco contato visual, hipotônica na primeira 
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infância, hipertelorismo mamilar, prega única de flexão em mão esquerda e parcial em 

mão direita, não possui controle esfincteriano. Filha de pais não consanguíneos; 

nasceu de parto cesáreo indicado por sinais de sofrimento fetal (eliminação de 

mecônio na cavidade amniótica); não há casos semelhantes na família. Não foram 

detectadas variantes de novo ou em homozigose potencialmente associadas com 

esse fenótipo; duas alterações recessivas, em heterozigose composta, foram 

consideradas potencialmente causativas do quadro clínico e confirmadas por 

sequenciamento Sanger, nos genes: NALCN, que forma canais catiônicos e atua na 

condução do sódio no sistema nervoso; e VPS13B, que exerce um papel no transporte 

de vesículas e atua no desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso; 

alterações em ambos os genes já foram associadas a quadros clínicos envolvendo 

DI. 

As duas variantes missense que compõem a heterozigose composta no gene NALCN 

foram preditas como danosas/provavelmente danosas; o impacto das duas variantes 

foi considerado moderado, de acordo com o VEP, e apresentam frequência menor 

que 0,01 nos bancos de dados consultados (Tabela 9).  Na primeira há uma troca de 

C/T (13:101717778), presente no arquivo BAM da paciente com cobertura de 11 reads 

da base alterada, timina, e 18 reads contendo a citosina, que é o nucleotídeo 

referência; a mãe não apresenta a alteração, e o pai possui 26 reads mapeando a 

variante, e 35 contendo referência (Figura 28A).  A segunda variação que compõe 

essa heterozigose composta é uma troca C/A (13:101721179); a paciente possui 

cobertura de 29 reads contendo o nucleotídeo alterado e 24 contendo o nucleotídeo 

referência; a mãe possui 35 reads com adenina e 58 reads com citosina, a base 

referência; o pai não apresenta a variante (Figura 28B). 

Figura 28: Imagens (arquivos BAM) das regiões do cromossomo 13 que contêm as 

variantes no gene NALCN detectadas em heterozigose composta na paciente 

PCGH1031: a) paciente; b) mãe; c) pai.  

A. Variante C/T (13:101717778), herdada do pai. 

a) 
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b) 

 

c) 

 

 

B. Variante C/A (13:101721179), herdada da mãe. 

a)  

 

 

b) 
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c) 

 

O sequenciamento Sanger mostrou ambas as alterações na paciente, a primeira 

herdada do pai e a segunda herdada da mãe, confirmando a presença de heterozigose 

composta do gene NALCN (Figuras 29A e B). 

Figura 29: Confirmação por sequenciamento Sanger das variantes no gene NALCN 

presentes em heterozigose composta na paciente PCGH1031; a) paciente, b) mãe, 

c) pai.  

A. Variante C/T (13:101717778), herdada do pai:  

 

a)    b)   c)  
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      B. Variante C/A (13:101721179), herdada da mãe: 

  

a)  b)  c)  

 

A segunda heterozigose composta detectada na paciente, presente no gene VPS13B, 

também foi considerada causa plausível do quadro clínico. A primeira variante, uma 

troca C/T (8:100654570), classificada como Loss of function (LoF), foi predita danosa 

com impacto considerado alto (VEP), já descrita no dbSNP e também no ClinVar, onde 

foi considerada provavelmente patogênica (Tabela 9). Está presente no BAM da 

paciente com uma cobertura de 35 reads contendo a timina, e 30 contendo a citosina 

(base referência); a mãe não possui a alteração e o pai apresenta 46 reads contendo 

timina e 48 com citosina (Figura 30A). A segunda variação é uma troca C/G 

(8:100865871), também classificada como LoF, predita danosa; a troca, sem registro 

nos bancos de dados consultados, foi considerada de alto impacto pelo VEP (Tabela 

9); o arquivo BAM mostra uma cobertura de 46 reads contendo o nucleotídeo G e 44 

mapeando a citosina; a mãe apresenta 60 reads contendo guanina e 48 com citosina; 

o pai não apresenta essa segunda variação (Figura 30B). 

Figura 30: Imagem (arquivo BAM) das regiões do cromossomo 8 que contêm as 

variantes no gene VPS13B detectadas em heterozigose composta na paciente PCGH 

1031; a) paciente; b) mãe; c) pai. 
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    A. Variante C/T (8:100654570), herdada do pai:  

a) 

 

 

b) 

 

c) 

 

 

     B.  Variante C/G (8:100865871), herdada da mãe: 

a) 

 

 

b) 
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c) 

 

O sequenciamento Sanger confirmou a heterozigose composta do gene VPS13B 

detectada por sequenciamento de exoma da paciente PCGH1031, a primeira variante 

herdada do pai (Figura 31A) e a segunda da mãe (Figura 31B). 

Figura 31: Confirmação por sequenciamento Sanger de presença de heterozigose 

composta do gene VPS13B na paciente PCGH1031; a) paciente, b) mãe, c) pai. 

A. Variante C/T (8:100654570), herdada do pai:  

 

a)  b)  c)  
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B.  Variante C/G missense (8:100865871) herdada da mãe. 

 

a)  b)  c)  

 

Portanto, essa paciente apresenta dois genes com alterações em heterozigose 

composta, candidatos a explicar seus sinais clínicos. 

 

V.2.8 PCGH289 

O trio foi sequenciado usando o Kit SureSelect QXT da Agilent Technologies® 

(fragmentação enzimática).  

Paciente do sexo masculino, 17 anos, apresenta atraso do desenvolvimento, 

malformações múltiplas mínimas, e encurtamento proximal dos membros, de acordo 

com o relato médico presente em sua ficha; mãe não relata anormalidades durante a 

gravidez. Filho de pais não consanguíneos e sem casos semelhantes na família. 

Na análise dos exomas do paciente e de seus pais, não foi detectada nenhuma 

alteração de novo, em homozigose, ou ligada ao X que justificasse o fenótipo em 

questão; em heterozigose composta, foi identificada uma alteração no gene HSPG2, 

já associado quando mutado com a síndrome de Schwartz-Jampel de herança 

recessiva, cujos portadores apresentam baixa estatura, catarata,  cifose, lordose,  

epífises femorais com fissura, luxação congênita do quadril, metáfises alargadas, 

arqueamento anterior dos ossos longos, contraturas nos pulsos e dedos, hirsutismo 

generalizado,  miotomia, hipertrofia muscular, miopatia miotônicas e, em 25% dos 
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casos, deficiência intelectual. Essa síndrome está associada com alta mortalidade 

(SPRANGER et al., 2000). 

As alterações nesse gene foram preditas como tolerada e benigna, pelos algoritmos 

de predição utilizados nesse projeto. Adicionalmente, a descrição clínica do paciente 

não é compatível com as características dessa síndrome descritas na literatura em 

geral e, em particular, no OMIM. Concluímos que as variantes em heterozigose 

composta do gene HSPG2 não são explicação provável para o quadro clínico desse 

paciente. Também não detectamos alterações potencialmente causativas em nenhum 

gene candidato quando incluímos regiões 3’ e 5’ UTR. Portanto, não temos variantes 

em genes candidatos a explicar o quadro clínico desse paciente. 
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Capítulo VI: Discussão 
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A deficiência intelectual é a razão mais frequente de procura de aconselhamento 

genético pelas famílias. Até ~15 anos atrás, eram realizados exames de cariótipo, 

triagem metabólica e fra(X), que elucidavam a causa da DI em no máximo 40% dos 

casos; com o surgimento de arrays genômicos, a causa molecular por trás de outros 

~20% dos quadros de DI foram elucidados, descobrindo nesse processo novas 

mutações e genes associados com o fenótipo. Porém, mesmo com esse avanço, 

muitos pacientes ainda permanecem sem causa molecular clara que justifique o 

fenótipo. O uso de Next Generation Sequencing, que foi discutido e utilizado nesse 

trabalho, é hoje um dos recursos disponíveis para o diagnóstico e possível elucidação 

de causas genéticas por trás da deficiência intelectual idiopática, sendo também um 

recurso para a identificação de novos genes associados ao fenótipo de DI 

(MOESCHLER; SHEVELL, 2006; RAUCH et al., 2006; KRIEK et al., 2007). 

Usando o sequenciamento de exoma (WES), é possível, em um único experimento, 

obter informações de praticamente toda a região codificadora (região com maior 

probabilidade de conter mutações que causam doenças), sequenciando uma 

quantidade muito menor de material que o genoma completo e, consequentemente, 

com menor custo, menor complexidade de análise e menor necessidade de 

armazenamento de dados (KIEZUN et al., 2012). Por apresentar estas vantagens, 

essa técnica de NGS foi escolhida por nós para tentar elucidar as causas de DI em 

casos encaminhados para fazer array CGH no nosso laboratório e que não tiveram 

alterações em número de cópias de segmentos de DNA detectadas. 

Até o momento, os estudos que foram realizados usando WES para a elucidação das 

causas de DI, levaram ao diagnóstico de 15-30% dos casos; essa taxa foi ilustrada 

através de vários estudos mencionados na introdução dessa dissertação.  

Foram analisados, nesse projeto, um total de 8 trios, compostos por pacientes que 

tinham em comum deficiência intelectual, acompanhada ou não de outros sinais 

clínicos, e seus respectivos genitores; esses pacientes foram previamente triados para 

a síndrome do X frágil e submetidos ao exame citogenético de array CGH, ambos com 

resultados negativos. A realização do sequenciamento de exoma levou à detecção 

em 7 pacientes de 15 alterações candidatas em 13 genes, a grande maioria deles já 

previamente associados com DI; algumas alterações foram detectadas em genes que 

até hoje não têm sua associação com DI esclarecida, mas que foram considerados 
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candidatos durante nossa análise. Como esse trabalho é pioneiro em WES em nosso 

laboratório, não estava inicialmente claro que parâmetros deveriam ser usados para 

que uma variante fosse considerada provavelmente verdadeira, por isso decidimos a 

princípio utilizar um filtro que eliminava apenas as regiões que possuíam uma 

cobertura total menor que 5 reads, como já explanado na metodologia. Das 15 

alterações selecionadas que foram detectadas durante a análise de exomas, 4 não 

foram confirmadas pelo sequenciamento Sanger. Avaliando retrospectivamente, fica 

claro que as variantes com baixa cobertura, no caso abaixo de 10 reads na região ou 

menos que 5 reads cobrindo a variante no paciente, não foram validadas por esse 

sequenciamento. As variantes que foram confirmadas por sequenciamento Sanger 

apresentavam uma cobertura do nucleotídeo alterado que variava de 11 a 201 reads. 

Ao final desse projeto, podemos observar que quando o sequenciamento de nova 

geração nos fornece alterações com uma boa qualidade de mapeamento, acima de 

10 reads na variante, a alteração está realmente presente nos portadores. Se a 

experiência no futuro próximo confirmar esses achados, será possível dispensar 

confirmação de variantes detectadas em WES por sequenciamento Sanger; não está 

claro se aquelas com cobertura baixa (<10 reads) precisam ser confirmadas por outra 

metodologia ou deverão apenas ser descartadas. Outra adaptação que pode ser feita 

em estudos futuros, é aumentar o filtro de reads cobrindo a região para ≥10, filtro 

mínimo adotado por vários trabalhos que usam WGS e WES, priorizando a detecção 

de variantes verdadeiras. 

Dentre os 8 trios encaminhados para esse sequenciamento, em dois não foi possível 

a identificação de nenhuma causa molecular candidata a explicar o fenótipo. No 

paciente PCGH319, foram detectadas por WES duas alterações de novo com possível 

relação com o quadro clínico exposto, porém elas não foram confirmadas quando 

realizado o sequenciamento Sanger. O segundo paciente no qual não foi detectada 

alteração que justificasse o fenótipo foi PCGH289; o paciente em questão, além da 

DI, apresentava malformação e encurtamento de membros; foi detectada uma 

heterozigose composta no gene HSPG2, associado com a síndrome de Schwartz-

Jampel porém, além das alterações terem sido preditas como benignas/toleradas, os 

sintomas dos portadores não eram compatíveis com os de nosso paciente e, portanto, 

as mutações não foram consideradas causa provável do seu fenótipo. Apesar de a 

princípio excluirmos as variantes nas regiões 3’ e 5’ UTR, elas foram analisadas 



115 
 

quando não encontrávamos nada compatível com o quadro clínico do paciente, porém 

nesses dois pacientes essa análise tampouco revelou alterações que justificassem os 

fenótipos. 

É possível que alterações em introns ou outras regiões não codificantes sejam 

responsáveis por esses fenótipos. Tais variantes seriam detectáveis em um 

sequenciamento de genoma completo (WGS), que possui uma maior taxa de 

diagnóstico de DI quando comparado ao sequenciamento de exoma (GILISSEN et al., 

2014). Há trabalhos que indicam que os uso de WGS é mais eficiente que WES 

mesmo para detecção de regiões exônicas, por prover cobertura mais uniforme. Um 

estudo realizado por Yuen e colaboradores utilizou o WGS para detectar alterações 

em 200 pacientes com autismo idiopático e em seus pais normais (análise de trio); 

eles detectaram 244 variantes de novo consideradas danosas, 38% delas estavam 

localizadas em regiões não codificantes, especialmente em sítios de splicing, e região 

5’ e 3’ UTR; eles estimaram que essas variantes danosas detectadas em regiões 

codificantes e não codificantes levavam à justificativa do fenótipo de 

aproximadamente 45% dos casos. Além do WGS, eles realizaram a avaliação do perfil 

de metilação em 185 probandos, em busca de alterações epigenética que 

justificassem o fenótipo de autismo nesses indivíduos; foram identificadas duas 

alterações epigenéticas com provável correlação com os quadros (YUEN et al., 2016). 

Ferreira e colaboradores mostraram que a junção do sequenciamento do genoma com 

o sequenciamento do RNAm pode levar à elucidação de variantes causativas de 

fenótipo; a utilização de ambas as técnicas permite a identificação de alterações em 

elementos funcionais associados ao RNAm e em sítios de splicing; o banco de dados 

de RNA Geuvadis (geuvadis.org), utilizado nesse trabalho, informa que 22% dos sítios 

de splicing com variantes genéticas possuem seu potencial de atividade alterado 

(FERREIRA ET AL., 2016). 

Além da pequena cobertura que o WES possui em regiões não codificantes, a grande 

maioria de todos os estudos que usam WES e WGS para elucidar causas moleculares 

de DI, usam pipelines que priorizam a detecção de variantes que obedecem a padrão 

de herança mendeliano, assim como foi feito no nosso projeto (DE LIGT et al., 2012; 

RAUCH et al., 2012; YANG et al., 2014; WRIGHT et al., 2015); raros estudos 

consideram mutações em genes imprintados como possíveis causas do quadro de DI, 
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por serem mais raros em comparação com as variantes mendelianas. Um dos únicos 

estudos que desenvolveu uma pipeline para considerar variantes imprintadas foi 

realizado por Bodian e colaboradores, que fizeram O WGS de paciente com DI e seus 

pais normais (análise de trio) e desenvolveram uma nova abordagem bioinformática 

para detectar variantes em genes imprintados. O probando já tinha passado por vários 

exames para diagnóstico molecular, sem resultado; nesse estudo foi detectada uma 

variante em um gene conhecidamente sujeito a imprinting, o CDKN1C, considerada 

causativa do quadro clínico (BODIAN et al., 2014). Mais recentemente, Aten e 

colaboradores detectaram uma variante causativa através do WES no gene 

imprintado MAGEL2, em pacientes com DI pertencentes a uma mesma família; eles 

relatam que a descoberta de tal alteração só foi possível devido à extensa genealogia 

dessa família (ATEN et al., 2016). 

Portanto, nos dois probandos que não tiveram a causa molecular do fenótipo 

elucidada, a realização de sequenciamento de genoma, isolado ou associado ao 

sequenciamento de RNAm, pode resultar na detecção de variantes causativas com 

potencial patogênico, que estejam localizadas em regiões reguladoras, intrônicas ou 

em sítios de splicing. A realização do perfil de metilação também pode levar à 

elucidação desses casos. Outro fator a ser considerado para esses pacientes que não 

obtiveram diagnóstico, é o uso de novas pipelines que considerem variantes em genes 

imprintados durante a análise. 

Dos 8 probandos, em 5 (PCGH948, PCGH1005, PCGH1031, PCGH584, PCGH1454) 

obtivemos alterações de sequência que representam causa provável dos quadros 

apresentados, todas em genes com associação demonstrada, ou ao menos sugerida, 

com deficiência intelectual. No próximo tópico encontra-se a discussão dos pacientes 

nos quais foram detectadas por WES e confirmadas por sequenciamento Sanger 

alterações que potencialmente justificam os fenótipos dos pacientes. 
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VI.1. Pacientes nos quais foram detectadas mutações potencialmente 

causativas. 

 

V.1.1 PCGH856 

Na paciente desse trio, 11 anos, foi detectada uma única variante potencialmente 

causativa do fenótipo, em homozigose, no gene TBC1D24, com pais portadores, 

compatível com herança recessiva; alterações nesse gene já foram consideradas 

causa molecular de sinais clínicos como atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, 

atraso do desenvolvimento da linguagem, hipotonia de membros superiores e 

inferiores, crises convulsivas, e catarata, sinais que estão presentes na paciente. 

O gene TBC1D24, codifica uma proteína que contém o domínio proteico TBC 

(Tre2/Bub2/Cdc16), o qual é reconhecidamente conservado e contém 

aproximadamente 200 aminoácidos. Existem 42 tipos de TBC, e eles possuem 

atividade GTPase, que modula a atividade de proteínas Rab. As proteínas Rab atuam 

associadas com outras moléculas proteicas no transporte de vesículas, e circulam 

entre o citosol e membrana. A Rab na sua forma inativa (Rab/GDP) permanece no 

citosol; na sua forma ativa (Rab/GTP) sofre uma mudança de conformação e se liga 

à membrana de uma vesícula de transporte, promovendo a fusão dessa com a 

membrana da célula. O TBC codificado pelo gene TBC1D24, é uma das proteínas que 

atuam regulando esse processo; sua proteína ainda contém um domínio TLC que atua 

no estresse oxidativo. A maior expressão desse gene é no cérebro, onde ele atua 

regulando o tráfego de vesículas sinápticas (CORBETT et al., 2010a, 2010b; 

CAMPEAU et al., 2014; BALESTRINI et al., 2016). 

Mutações recessivas em TBC1D24 são reconhecidamente a causa de parte dos 

casos da síndrome de DOOR, também conhecida como síndrome das portas abertas, 

caracterizada por 5 sinais clínicos clássicos: deficiência intelectual, surdez, alterações 

ósseas, convulsões e atraso no desenvolvimento; além dessas características, os 

indivíduos portadores da síndrome podem apresentar microcefalia, catarata, 

alterações faciais, dentre outras. Vários estudos já tiveram como alvo pacientes com 

síndrome de DOOR; Felix e colaboradores detectaram 3 casos dessa síndrome em 

crianças brasileiras que, exceto pelas alterações ósseas, apresentavam os sinais 
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clássicos da patologia; um dos pacientes apresentava alterações cardíacas (FELIX et 

al., 2002). Mihci e colaboradores detectaram alterações nesse gene em pacientes com 

os 5 sinais clássicos da síndrome de DOOR e que também apresentavam atraso no 

desenvolvimento da linguagem (MIHCI et al., 2008). Campeau e colaboradores 

reportaram mutações missense e frameshift em homozigose e heterozigose composta 

em TBC1D24, em pacientes com os 5 sinais clássicos de DOOR (CAMPEAU et al., 

2014). 

Alterações em homozigose e heterozigose composta no TBC1D24, também já foram 

associadas com outros quadros clínicos, como: epilepsia mioclônica infantil familiar, 

onde os portadores apresentam convulsões mioclônicas acompanhadas de atraso 

motor, atraso no desenvolvimento da fala e DI (OMIM*605021); e encefalopatia 

epiléptica infantil (OMIM*615338). Vários trabalhos também já relacionaram mutações 

em homozigose ou heterozigose composta no TBC1D24 como causa molecular de 

quadros clínicos de pacientes que apresentam apenas DI e convulsão (CORBETT et 

al., 2010a, 2010b; AFAWI et al., 2013). Em trabalho mais recente, pesquisadores 

reafirmaram a associação de mutações nesse gene com quadros de DI e crises 

convulsivas variáveis; esse trabalho, desenvolvido por Balestrini e colaboradores 

estudou mutações nesse gene em 48 pacientes (28 homens e 20 mulheres), que 

possuíam fenótipos variáveis de convulsão; desses 48 pacientes, 39 apresentaram DI 

e atraso no desenvolvimento, variando de moderado a profundo. Além desses 

sintomas, alguns pacientes desse estudo ainda apresentavam hipotonia muscular, 

alterações cerebrais como atrofia cerebelar, e alterações físicas, onde a mais comum 

era a ponte nasal alargada; os fenótipos mais severos detectados entre os pacientes 

estavam associados a mutações nonsense, frameshift ou em sítios de splicing 

(BALESTRINI et al., 2016). 

A troca de nucleotídeos C/T, detectada em TBC1D24, não está presente no banco de 

dados ExAC, mas encontra-se registrada no dbSNP com frequência de 

aproximadamente 0,02 (rs62040717) (Tabela 9), embora indivíduos homozigotos não 

tenham sido referidos; apesar da frequência dessa troca ser considerada alta para 

uma alteração rara, a ausência em outros bancos de dados nos fez considerá-la uma 

variante potencialmente causativa; seu impacto foi classificado como modificador pelo 

VEP, mesmo na ausência de predições pelo SIFT e PolyPhen. 
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Essa variante em homozigose encontra-se em uma região 3’ UTR, não traduzida, e 

havia sido inicialmente excluída da nossa lista de possíveis variantes causativas; 

porém, após a exclusão da única outra variante candidata devido à não confirmação 

por sequenciamento Sanger, a variante em homozigose no gene TBC1D24 foi incluída 

na lista de possíveis causas. Para incluí-la, foi levado em consideração principalmente 

a semelhança do quadro clínico da paciente e dos indivíduos que possuem alterações 

nesse gene, incluindo hipotonia de membros superiores e inferiores, crises 

convulsivas, deficiência intelectual, atraso no desenvolvimento da fala e catarata 

congênita; porém, foi também considerado o fato de mutações em região 3’ não 

traduzidas já terem sido consideradas hotspot para doenças associadas a outros 

genes, uma vez que essas regiões podem conter elementos regulatórios para a 

expressão apropriada do gene. Por exemplo, Reamon-Buettner e colaboradores, 

descobriram que a região 3’ UTR não traduzida do gene GATA4 era um hotspot para 

mutações causativas de doenças cardíacas congênitas; nesse estudo foi verificado 

que as alterações nessa região afetavam o dobramento do RNA (REAMON-

BUETTNER et al., 2007). Além disso, Balestrini e colaboradores já tinha detectado 

mutações em sítios de splicing no gene TBC1D24, que foram consideradas 

responsáveis por quadros de convulsão e DI (BALESTRINI et al., 2016). Por esses 

motivos, a variante detectada em homozigose na nossa paciente foi considerada 

como possível causa molecular responsável pelo seu quadro clínico. 

Após todas essas considerações, quando esta tese já estava praticamente concluída, 

o site ABraOM (http://abraom.ib.usp.br/), que contém variantes brasileiras derivadas 

de ~600 exomas, mostrou uma frequência para essa variante de 0,07, incluindo 10 

homozigotos. Nesse momento, somos obrigados a considerar que esta variante é 

provavelmente um polimorfismo relativamente frequente na população brasileira; essa 

experiência indica que nossos critérios de patogenicidade devem ser mais 

estringentes. 

 

VI.1.2 PCGH948 

No paciente desse trio, 5 anos, foram detectadas alterações em três genes com 

possível relação com o quadro clínico; no gene RYR2, encontramos uma alteração 

em heterozigose, supostamente dominante, de novo; em MID1, localizado no 
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cromossomo X, foi detectada uma variante em  hemizigose; a mãe do paciente é 

portadora da alteração, padrão compatível com herança recessiva ligada ao X; e no 

gene ADAMTSL2,  encontramos uma alteração em homozigose; os pais são 

portadores heterozigotos dessa mutação, segregando então como um padrão de 

herança autossômica recessiva. As alterações nesses genes foram inicialmente 

consideradas candidatas a justificar o fenótipo do paciente, uma vez que mutações 

neles já foram associadas como causa molecular de sinais clínicos como atraso do 

desenvolvimento neuropsicomotor, cardiopatia congênita, dismorfias faciais, 

criptoquidia, refluxo, e características autistas, sinais que estão presentes no paciente. 

Foi detectada na análise do exoma do paciente uma mutação missense de novo no 

gene RYR2, o qual codifica um receptor denominado rianodina 2, que faz parte de 

uma classe de canais de cálcio presente no miocárdio (ZUCCHI; RONCA-TESTONI, 

1997). Alterações dominantes em RYR2 podem causar taquicardia ventricular 

polimórfica catecolaminérgica (CPVT) (OMIM*604772), uma doença arritmogênica 

genética grave caracterizada por taquicardia ventricular induzida adrenergicamente 

(VT); alterações nesse gene também são responsáveis por displasia arritmogênica do 

ventrículo direito (DAVD) (OMIM*600996) e por outras cardiomiopatias (TISO et al., 

2001; BENKUSKY et al., 2004).   

Essa mutação foi predita como provavelmente/possivelmente danosa pelo PolyPhen 

e seu impacto predito como moderado pelo VEP. Essa variante poderia então ser 

considerada candidata a justificar alterações cardíacas, porém não explicaria os 

outros sinais clínicos do paciente. Adicionalmente, a anomalia cardíaca apresentada 

por nosso paciente é hipertrofia do miocárdio e comunicação interatrial, que não está 

no espectro de alterações causadas por RYR2. 

Nesse mesmo paciente, também detectamos uma mutação em homozigose no gene 

ADAMTSL2, o qual codifica um membro da família de proteínas ADAMTS, enzimas 

com um domínio principal de metaloprotease, que confere uma atividade catalítica 

dependente de zinco; além de atuar na renovação da matrix extracelular e no 

desenvolvimento embrionário, as enzimas dessa família ainda possuem um domínio 

secundário de ligação a trombospondina tipo 1, que atua na migração e proliferação 

celular durante a embriogênese. Essa proteína é secretada como glicoproteína que 
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se liga à superfície celular e a matrix extracelular; a maior expressão desse gene 

ocorre no coração (HALL et al., 2003b). 

Mutações bialélicas nesse gene foram detectadas em pacientes com displasia 

geleofísica (OMIM*231050), doença rara, autossômica recessiva, que causa 

sobretudo anomalias esqueléticas e de tecido conjuntivo, incluindo: baixa estatura 

grave, idade óssea atrasada, braquidactilia e ossos longos tubulares encurtados. 

Características adicionais incluem alterações cardíacas, como espessamento 

valvular, hepatomegalia, atraso no desenvolvimento (em aproximadamente 30% dos 

pacientes) e convulsões. Até agora, menos de 30 mutações foram descritas nesse 

gene (revisão em MACKENROTH et al., 2016). Vários estudos detectaram mutações 

recessivas (homozigose ou heterozigose composta) no gene ADAMTSL2 em 

pacientes com o quadro clínico de displasia geleofísica, provenientes de famílias 

consanguíneas e não consanguíneas; as mutações detectadas foram classificadas 

como missense ou nonsense, e as predições por diferentes algoritmos das variantes 

missense confirmaram patogenicidade e, portanto, essas alterações foram 

consideradas causativas dos fenótipos (LE GOFF et al., 2008; ALLALI et al., 2011; 

MACKENROTH et al., 2016). 

No nosso paciente, a alteração missense em homozigose no gene ADAMTSL2, não 

foi inicialmente descartada como potencialmente causativa devido à presença de 

anomalia cardíaca e DI, porém anomalias esqueléticas não foram reportadas em 

nosso paciente. Essa alteração foi predita por SIFT e PolyPhen como benigna e 

tolerada, respectivamente; o impacto da variante foi predito moderado pelo VeP. 

Apesar da predição benigna, não excluímos a variante da lista daquelas candidatas, 

embora a associação do gene com o quadro clínico do paciente seja insatisfatória. 

A terceira alteração detectada nesse paciente encontra-se no gene MID1, que codifica 

uma proteína denominada midline1, que faz parte de uma família de proteínas com 

capacidade de ligação ao DNA. A proteína midline1 se associa aos microtúbulos, onde 

exerce um papel de ubiquitina E3 ligase regulando a degradação da fosfatase 2A, a 

qual é importante na regulação de eventos durante o início da mitose, e participa da 

integridade do citoesqueleto e motilidade celular. Além de contribuir na regulação da 

função e constituição do citoesqueleto, ela está relacionada diretamente com o 

desenvolvimento da linha média embrionária e atua regulando o desenvolvimento de 
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axônios; nos tecidos fetais a maior expressão é encontrada nos rins, cérebro e 

pulmões; e no tecido adulto no coração e cérebro (PERRY et al., 1998; DE FALCO et 

al., 2003; LU et al., 2013).  

Mutações recessivas no gene MID1 já foram associadas com parte dos casos da 

síndrome de Opitz G/BBB, que desde as primeiras descrições foi caracterizada como 

uma síndrome que causa alterações ao longo da linha média do corpo. A sigla G/BBB 

representa as iniciais das famílias que foram primeiramente diagnosticadas com essa 

condição. Indivíduos com essa síndrome apresentam alterações faciais 

(hipertelorismo, ponte nasal larga, lábio superior fino, dentre outros); defeitos na 

laringe, traqueia e esôfago; hipospádia, criptoquidia, e outras alterações no trato 

geniturinário. O atraso de desenvolvimento e deficiência intelectual estão presentes 

em aproximadamente 50% dos indivíduos afetados; entre outras malformações que 

estão presentes em menos de 50% dos pacientes, estão os defeitos cardíacos 

congênitos (defeitos do septo ventricular, defeito do septo atrial, dentre outros) e a 

fenda palatina. Essa síndrome apresenta uma grande variabilidade clínica, podendo 

os sintomas serem variáveis até mesmo entre membros afetados de uma mesma 

família (DE FALCO et al., 2003; PINSON et al., 2004). Muitos pacientes com essa 

síndrome apresentam características do espectro autista, caracterizada por 

comprometimento da habilidade de comunicação e socialização (CASANOVA E.; 

CASANOVA M., 2014). 

Mutações novas no MID1 são frequentemente descobertas e associadas com a 

síndrome de Opitz G/BBB; variabilidade fenotípica também já foi reportada por vários 

pesquisadores que estudaram pacientes com essa síndrome. Nos estudos realizados 

com portadores da síndrome foram detectadas várias alterações recessivas, novas ou 

já registradas em banco de dados, que foram classificadas como missense, nonsense, 

frameshift e em sítios de splicing. Os sinais clínicos apresentados variam de um 

paciente para outro e a maioria dos estudos realizados relata que o hipertelorismo é 

a única característica clínica compartilhada por todos os pacientes; outras 

características frequentes são a dificuldade de alimentação devido a defeitos 

traqueoesofágicos, atraso no desenvolvimento, dificuldade de aprendizagem, e 

hipospádia (DE FALCO et al., 2003; PINSON et al., 2004; FERRENTINO et al., 2007). 

Também já foi demonstrado que as mães de pacientes com essa síndrome que 

possuem a alteração em heterozigose, geralmente apresentam hipertelorismo (SO et 
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al., 2005). Mais recentemente Ji e colaboradores reportaram a identificação de uma 

mutação nova, missense, no exon 8 (c.1561C>T) do gene MID1 em um paciente com 

Opitz G/BBB; ele apresentava hipertelorismo, fenda palatina, alteração na laringe, e 

defeito no septo atrial; sua avó era portadora, não afetada, e a mãe portadora 

levemente afetada, apresentando hipertelorismo ocular (JI et al., 2014).  

A alteração que detectamos no gene MID1 foi, portanto, considerada como a provável 

causa molecular por trás do quadro clínico do paciente, que apresenta sinais 

compatíveis com a síndrome de Opitz G/BBB, incluindo: deficiência intelectual, 

hipertelorismo, criptoquidia, malformação cardíaca e características autistas; nessa 

variante ligada ao X, onde o paciente é hemizigoto e sua mãe é portadora da 

alteração, a troca missense foi predita como danosa e provavelmente danosa pelos 

algoritmos SIFT e PolyPhen, respectivamente, e com impacto moderado de acordo 

com VEP. Essa variante já foi descrita nos bancos de dados dbSNP e ExAC com 

frequências entre 1 e 3 a cada 10.000 indivíduos, embora esteja ausente em ~600 

exomas de indivíduos brasileiros (http://abraom.ib.usp.br/). Assim, a semelhança do 

quadro clínico do nosso paciente com o daqueles afetados por mutações em MID1 

associada à predição de provável impacto da variante fez com que considerássemos 

a variante nesse gene como principal candidata a justificar o fenótipo do paciente. 

Em conclusão, a variante que parece melhor explicar o quadro clínico do paciente, 

além de ser substanciada pela predição é a alteração no gene MID1. 

 

VI.1.3 PCGH584 

No paciente desse trio, 11 anos, a análise do exoma detectou uma mutação de novo, 

em heterozigose no gene GABBR2, que consideramos candidata a justificar o fenótipo 

em questão, uma vez que mutações nesse gene já foram associadas como causa 

molecular de sinais clínicos como atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, 

encefalopatia crônica não evolutiva, ausência de linguagem, hipotonia e sinais de 

autismo, que estão presentes no paciente desse trio. 

O gene GABBR2 codifica receptores GABA tipo B; esses receptores metabotrópicos 

transmembrana estimulam a abertura de canais de potássio, levando à 

hiperpolarização do neurônio, evitando assim a abertura dos canais de sódio e o 
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disparo do potencial de ação; ele também impede a abertura dos canais de cálcio 

dependente de voltagem, resultando no impedimento da liberação de 

neurotransmissores; desta forma os receptores GABAB são classificados como 

receptores inibidores. A maior expressão desse gene ocorre no cérebro, 

principalmente no córtex frontal. (KERR; ONG, 1995; KAUPMANN et al., 1998).  

No banco de dados OMIM encontramos apenas associação de polimorfismos no gene 

GABBR2 com susceptibilidade à dependência de nicotina (OMIM *607340). De acordo 

com o banco de dados MGI, que contém informação integrada de genética, genômica 

e dados biológicos em camundongos (informatics.jax.org), mutações no gene Gabbr2 

foram associadas a fenótipos relacionados a comportamento e funcionamento do 

sistema nervoso; as alterações em homozigose nesse gene, em camundongos, 

resultam em convulsões clônicas, hiperatividade e hiperalgesia. 

Em 2014, um estudo com a colaboração de dois consórcios (EuroEPINOMIC e 

Epi4k/EPGP) relatou os resultados do sequenciamento de exoma de 356 trios 

(pacientes e genitores) de portadores de encefalopatia epilética, espasmo infantil ou 

síndrome de Lennox-Gastaut, que engloba vários tipos de epilepsia. Foram 

detectadas 429 mutações de novo em diversos genes que podiam levar à 

desregulação sináptica, incluindo dois indivíduos com mutações missense preditas 

como possivelmente danosas em GABBR2. Esses pacientes apresentavam hipotonia, 

ataxia, deficiência intelectual grave, ausência de fala e sinais de autismo; um deles 

apresentava convulsões e o outro só apresentou crises convulsivas até os 5 meses 

de idade (EUROEPINOMICS-RES CONSORTIUM, 2014).  

O estudo mais recente envolvendo mutações no GABBR2, foi publicado esse ano por 

Lopes e colaboradores; o estudo teve como objetivo identificar novas causas 

genéticas em pacientes Rett-like. A síndrome de Rett é uma doença grave que afeta 

o desenvolvimento neurológico; a síndrome clássica é ligada ao X e afeta mais 

meninas, normalmente letal em meninos; os pacientes possuem um desenvolvimento 

pré e perinatal aparentemente normal seguido por uma estagnação no 

desenvolvimento, além de severa regressão no desenvolvimento da linguagem e 

habilidade motora; pacientes com essa síndrome ou com sintomas semelhantes a 

esse fenótipo, apresentam frequentemente deficiência intelectual, características 

autistas e epilepsia. Nesse estudo, 19 pacientes Rett-like (16 meninas e 3 meninos) 
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que não apresentavam alterações nos três genes já associados com síndrome 

(MECP2, CDKL5 e FOXG1), foram submetidos ao sequenciamento de exoma. Dentre 

as alterações identificadas, foi detectada uma mutação missense, de novo, no gene 

GABBR2. O indivíduo com mutação em GABBR2 apresentou estagnação do 

desenvolvimento neuropsicomotor, ausência de quadros convulsivos, e sintomas 

semelhantes àqueles relatados no estudo de 2014, descrito no parágrafo anterior 

(deficiência intelectual grave, ausência de linguagem, e características autistas) 

(LOPES et al., 2016). 

Apesar da associação do gene GABBR2 com a deficiência intelectual ainda não estar 

bem estabelecida, este gene é um ótimo candidato devido à sua atuação no sistema 

nervoso central, e as mutações detectadas nesse gene em pacientes com DI e em 

camundongos com convulsões reforçam sua causalidade. A mutação de novo 

missense identificada no gene GABBR2 em nosso paciente foi predita danosa pelo 

SIFT, e seu impacto considerado moderado (VEP). Assim, dada a semelhança de 

sintomas que o paciente compartilha com indivíduos (e camundongos) que possuem 

mutações em GABBR2, associada à predição, impacto da variante e à função do gene 

no sistema nervoso, consideramos a alteração como causa molecular muito provável 

do fenótipo do paciente. A detecção de uma alteração nesse gene em um paciente 

com DI e encefalopatia crônica não progressiva no presente trabalho, substancia a 

hipótese de que GABBR2 é um gene associado a deficiência intelectual. 

 

VI.1.4 PCGH1454 

Na Paciente desse trio, 6 anos, foi detectada uma mutação de novo, em heterozigose, 

no gene CDK13. Essa variante foi considerada candidata a justificar o fenótipo em 

questão, uma vez que mutações nesse gene já foram associadas a quadros de atraso 

do desenvolvimento neuropsicomotor, deficiência intelectual, dismorfias faciais, e 

alterações cardíacas, características que estão presentes na paciente. 

O gene CDK13 codifica uma proteína que é um membro da família de proteínas 

ciclinas dependentes de quinases; membros dessa família são conhecidos pelo papel 

que exercem no controle do ciclo celular. CDK13 é expresso de forma específica em 

alguns tecidos, sendo eles, o cérebro fetal, fígado, músculo e no cérebro adulto 
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(BLAZEK et al., 2011); embora a expressão específica desse gene no coração não 

tenha sido reportada até agora, mutações já foram detectadas em coorte de pacientes 

com alteração cardíaca congênita (SIFRIM et al., 2016). 

Em 2014, Chen e colaboradores realizaram um estudo, cujo objetivo foi investigar as 

possíveis funções de CDK12 e CDK13 durante o desenvolvimento neuronal; esses 

dois genes foram escolhidos devido à expressão abundante no sistema nervoso. 

Utilizando células de carcinoma embrionário de camundongo, que se diferencia em 

neurônios, e cultura primária de neurônios corticais de camundongo, eles 

demonstraram que a expressão reduzida e modelos knockdown dos genes CDK12 e 

CDK13 resultam na formação de neurônios com axônios curtos. Nesse estudo, ainda 

foi demonstrado que CDK12 e CDK13 promovem o alongamento de axônios através 

de uma via de sinalização celular que envolve CDK5, o qual é importante na dinâmica 

dos microtúbulos nos neurônios. Os autores demonstraram também que as proteínas 

cdk12 e cdk13 eram expressas no cérebro de camundongos em todos os estágios 

embrionários. Estes resultados dão suporte à ideia de que o CDK12 e CDK13 são 

essenciais para a extensão axonal e que desempenham papel no desenvolvimento 

do sistema nervoso (CHEN et al., 2014). 

Recentemente, Sifrim e colaboradores, detectaram 7 mutações no gene CDK13 (6 de 

novo e uma com herança não esclarecida) entre 610 pacientes com doença cardíaca 

sindrômica; quatro das mutações eram idênticas (p.Asn842Ser) e todas as mutações 

afetavam o domínio quinase serina/treonina altamente conservado; embora a variante 

identificada em nossa paciente não tenha sido descrita, ela afeta o mesmo domínio 

quinase serina/treonina alterado nos outros pacientes. Todos os pacientes com 

mutação nesse gene apresentavam, além de defeitos no septo cardíaco, atraso no 

desenvolvimento e dimorfismos faciais (incluindo microcefalia de leve a moderada); 

alguns pacientes ainda possuíam outros sintomas como anormalidades na válvula 

pulmonar, deficiência intelectual, hipotonia, agenesia do corpo caloso, dentre outros; 

estudo dessas mutações mostraram que elas interferem com a ligação ao ATP e na 

interação com a ciclina (SIFRIM et al., 2016). 

Apesar de mutações no gene CDK13 terem sido averiguadas em coortes de pacientes 

com problemas cardíacos (defeitos no septo), todos os pacientes com mutação nesse 

gene apresentavam também atraso do desenvolvimento, e dismorfias faciais 
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(incluindo a microcefalia); a deficiência intelectual estava presente em 

aproximadamente 85,7% dos pacientes com alteração. A surpresa em nossa paciente 

com mutação em CDK13 é a ausência de microcefalia (de leve a moderada), pois seu 

perímetro cefálico encontra-se no percentil 50, demonstrando que mutações nesse 

gene podem resultar em fenótipos relacionados principalmente com o atraso do 

desenvolvimento e problemas cardíacos, e indicando uma possível exclusão da 

microcefalia como sinal obrigatório. 

Todas as mutações em CDK13 descritas até o momento, incluindo a da paciente aqui 

em questão, são missense, de novo e em heterozigose, compatível com padrão de 

herança dominante. As predições de patogenicidade, danoso e provavelmente danoso 

(SIFT e PolyPhen), a ausência nos bancos de dados dbSNP e ExAC da variante 

detectada em nossa paciente (Tabela 9), a localização da variante no mesmo domínio 

previamente descrito para outros pacientes, e a presença de DI associada a defeito 

de septo cardíaco deixam pouca dúvida quanto à causalidade dessa variante para o 

quadro clínico da paciente. Já foi previamente relatado, embora em um único estudo, 

que CDK13 é um gene com impacto significativo em coortes de pacientes com 

anomalias cardíacas sindrômicas. O impacto desse gene em coortes de DI ainda 

precisa ser determinado. 

 

VI.1.5 PCGH1005 

Na Paciente desse trio, 23 anos, foi detectada através da análise do exoma uma 

alteração de novo, em heterozigose, no gene DDX3X, que foi considerada candidata 

a justificar o fenótipo em questão, uma vez que mutações nesse gene já foram 

associadas como causa molecular (principalmente em mulheres) de DI, atraso do 

desenvolvimento, dismorfias faciais, e deficiência auditiva bilateral, sinais que estão 

presentes na paciente. 

Esse gene codifica uma proteína do grupo DEAD box, que atuam em processos 

metabólicos geralmente envolvendo RNA ou outros ácidos nucléicos; o gene DDX3X 

codifica uma RNA helicase, a qual é importante em vários processos celulares, dentre 

eles a transcrição, tradução, splicing, e transporte de RNA (SHARMA; JANKOWSKY, 

2014). Esse gene já havia sido proposto como novo candidato para DI (RAUCH et al., 
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2012) e, recentemente, um estudo demonstrou que a depleção do gene DDX3X em 

neurônios, altera o crescimento das projeções neuronais (axônios e dendritos), 

sugerindo a atuação desse gene na formação do citoesqueleto dessas células (CHEN 

et al., 2016). 

Uma publicação recente (SNIJDERS BLOK et al., 2015) descreveu o sequenciamento 

de exoma (WES) em um total de 6.072 indivíduos (3.413 homens e 2.659 mulheres) 

com deficiência intelectual esporádica, e identificou mutações de novo no gene 

DDX3X em 38 mulheres; foram identificadas 35 mutações diferentes, 19 Loss of 

Function (LoF), 15 missense e uma deleção. As pacientes com mutação no DDX3X 

apresentavam diferentes graus de DI ou atraso do desenvolvimento, além de outros 

sinais variáveis, incluindo: hipotonia (76%); distúrbio de movimento, espasticidade, 

pernas rígidas ou passadas largas (45%); microcefalia (32%); alterações 

comportamentais como desordens do espectro autista, hiperatividade e agressão 

(53%); e epilepsia (16%). Outras características não neuronais que também estavam 

presentes eram hipermobilidade articular, anormalidade na pigmentação da pele, 

fenda labial e/ou palatina, deficiência auditiva e visual, e puberdade precoce. O gene 

DDX3X escapa da inativação do cromossomo X; de acordo com o autor, alterações 

dominantes no X que escapam da inativação geralmente estão associadas a 

transcritos que possuem uma expressão inconstante e levam a um quadro fenotípico 

variável em mulheres. Experimentos realizados com zebrafish no mesmo estudo, 

mostraram que a ausência desse gene resulta em tamanho reduzido do cérebro. Com 

padrão de herança dominante, os autores estimam que mutações nesse gene devem 

ser responsáveis por 1-3% da DI idiopática em mulheres. Poucas famílias em que 

mutações no gene DDX3X segregam com DI em homens também foram detectadas; 

essas mutações são herdadas de mulheres portadoras não afetadas, indicando um 

padrão de herança recessivo ligado ao X. 

O quadro clínico da Paciente PCGH1005 é compatível com fenótipo descrito em 

mulheres portadoras de alteração no DDX3X, explicando DI, deficiência auditiva 

bilateral, dimorfismos faciais e anomalias aparentes em ressonância magnética de 

cérebro. Outros sinais da Paciente como doença renal multicística e apêndices pré-

auriculares não foram descritos em outros pacientes, porém como o número de 

mutações descritas ainda é relativamente pequeno e o quadro clínico muito 

heterogêneo, a presença desses sinais não parece ser incompatível com a mutação. 
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A troca T/C (X:41206163) detectada na nossa paciente é: de novo, como todos os 

casos de mulheres afetadas com mutações em DDX3X; missense, como a maioria 

das mutações descritas; predita danosa e provavelmente danosa, como as mutações 

reportadas que tem predições. A troca de nucleotídeo acarreta a troca de um 

aminoácido leucina por serina na posição 556 e é uma variante ainda não descrita.  

Dessa forma, a semelhança de sintomas que a paciente compartilha com mulheres 

que possuem mutações em DDX3X e a raridade e predição de patogenicidade da 

variante, nos levaram a considerar a variante detectada como causa molecular do 

fenótipo da paciente. 

 

VI.1.6 PCGH1031 

Na paciente desse trio, 5 anos, a análise do exoma detectou alterações 

potencialmente causativas do fenótipo, em heterozigose composta, nos genes 

VPS13B e NALCN; alterações recessivas em um, outro ou ambos os genes já foram 

associadas como causa molecular de sinais clínicos como atraso no desenvolvimento 

neuropsicomotor, alterações visuais, microcefalia, dismorfias faciais, ausência de 

linguagem, orelhas grandes com implantação baixa e hipotonia, sinais que estão 

presentes na paciente desse trio. 

O gene VPS13B codifica uma proteína transmembrana que funciona mediando o 

transporte de vesículas na célula e triando proteínas intracelulares; essa proteína 

possivelmente também atua no desenvolvimento e funcionamento dos olhos, do 

sistema hematopoiético e do sistema nervoso central. Mutações nesse gene foram 

associadas à síndrome de Cohen (OMIM*216550), caracterizada por baixa estatura, 

microcefalia, hipoplasia de maxilar, micrognatia, hipotonia facial, fissuras palpebrais 

inclinadas para baixo, alterações oculares (miopia, distrofia coriorretiniana, redução 

da acuidade visual, e atrofia óptica), alterações esqueléticas, pregas transversais 

palmares, DI, dentre outros. Essa síndrome rara possui herança recessiva, com maior 

número de afetados na população finlandesa, que apresentam um fenótipo 

homogêneo, possivelmente devido à alta frequência de uma mesma mutação; estudos 

dessa síndrome em outras populações, relatam uma maior variabilidade no fenótipo 

(HENNIES et al., 2004; DUPLOMB et al., 2014). 
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Desde a descrição dessa síndrome por Cohen e colaboradores (COHEN et al., 1973), 

vários estudos foram realizados e detectaram várias alterações recessivas nos 

afetados, em homozigose ou heterozigose composta, no gene VPS13B; as mutações 

detectadas foram classificadas como nonsense, frameshift, missense, deleções e em 

sítios de splicing, porém a maioria dessas alterações levavam à formação de um 

códon de parada (HENNIES et al., 2004; SEIFERT et al., 2006). 

A variabilidade fenotípica apresentada por pacientes com síndrome de Cohen também 

foi reportada por diversas pesquisas ao longo dos anos; Heinnes e colaboradores, que 

estudaram 20 pacientes de países distintos com esse quadro clínico, verificaram que 

as características clínicas compartilhadas por todos eles eram atraso no 

desenvolvimento, DI não progressiva, anormalidades visuais (miopia era a mais 

frequente), frouxidão ligamentar e dismorfias faciais (HENNIES et al., 2004). Em 2010 

El Chehadeh e colaboradores estudaram pacientes com suspeita de síndrome de 

Cohen, com o objetivo de detectar quais sintomas eram os melhores indicadores da 

presença de mutação no gene VPS13B; a característica clínica que estavam presente 

em todos os portadores de mutação nesse gene era a microcefalia, seguida de 

neutropenia ou distrofia coriorretiniana (92% dos pacientes); portanto, todos os 

pacientes com mutação nesse gene apresentavam obrigatoriamente, além da 

microcefalia, distrofia coriorretiniana e/ou neutropenia (EL CHEHADEH et al., 2010). 

Reforçando a presença de microcefalia, neutropenia e retinopatias como sintomas 

obrigatórios de pacientes com mutação em VPS13B, Geuneau e colaboradores 

reportaram uma paciente com mutação em sítios de splicing nesse gene, que 

apresentava esses três sinais clínicos e dismorfias faciais, sem deficiência intelectual 

(GUENEAU et al., 2014). 

As variantes identificadas no gene VPS13B na nossa paciente foram classificadas 

como loss of function; ambas foram preditas danosas e seu impacto classificado como 

alto pelo VEP. A troca C/T (8:100654570) está presente no dbSNP e no banco de 

dados do ClinVar onde ela foi classificada como provavelmente patogênica; a troca 

C/G (8:100865871) não foi encontrada em nenhum dos bancos de dados consultados 

(Tabela 9); as duas trocas de nucleotídeo resultam na formação de códons de parada, 

TGA e TAG, respectivamente.  
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A segunda alteração em heterozigose composta detectada na paciente foi no gene 

NALCN, o qual codifica um canal de cátion, independente de voltagem, não seletivo, 

e permeável ao sódio (Na+), potássio (K+) e cálcio (Ca2+), responsável pela condução 

de sódio nos neurônios, controlando assim a excitabilidade dessas células. A maior 

expressão desse gene ocorre no cérebro (LU et al., 2007).  

Mutações autossômicas recessivas nesse gene foram relacionadas com quadro 

clínico de hipotonia infantil com retardo psicomotor e características faciais 

(Hypotonia, infantile, with psychomotor retardation and characteristic facies 1, 

IHPRF1, OMIM*6154). Pacientes com mutações bialélicas nesse gene podem 

apresentar retardo no crescimento pós-natal, microcefalia, braquicefalia, face 

triangular, micrognatia, atraso psicomotor, ausência ou pouco desenvolvimento da 

fala, dismorfias faciais (baixa implantação das orelhas, estrabismo, micrognatia, testa 

proeminente, boca larga, nariz pequeno), atrofia muscular, escoliose, dentre outros. 

Seven e colaboradores (SEVEN et al., 2002) foram os primeiros que descreveram 

esse quadro clínico em dois pacientes (irmãos) nascidos do casamento de primos de 

primeiro grau. Os sintomas principais apresentados por eles eram hipotonia, 

microcefalia, ausência de linguagem e de contato visual; outros casos com fenótipo 

variável foram posteriormente relatados, porém sinais como microcefalia, 

ausência/atraso do desenvolvimento da linguagem e atraso do desenvolvimento 

neuropsicomotor estavam sempre presentes (KOROGLU et al., 2013; AL-SAYED et 

al., 2013). Mais recentemente, Fukai e colaboradores identificaram 14 mutações de 

novo no gene NALCN através do sequenciamento de exoma de 15 pacientes com 

artogripose distal (contratura congênita dos membros), ataxia, hipotonia, deficiência 

intelectual, microcefalia e alterações faciais (FUKAI et al., 2016).  

A mutação em heterozigose composta detectada em nosso sequenciamento no gene 

NALCN foram descritas como danosa e possivelmente danosa pelos algoritmos 

utilizados no trabalho; as trocas missense C/T (13:101717778) e C/A (13:101721179) 

encontram-se presente no ExAC e dbSNP, com frequência muito menor que 1% 

(Tabela 9); o impacto da alteração foi classificado como moderado pelo VEP. 

Tendo em vista a presença de variantes potencialmente patogênicas tanto em 

VPS13B quanto em NALCN, a Paciente foi reconvocada e compareceu ao CEGH-

USP para uma nova avaliação médica feita pelo Drº Paulo Otto, especificamente para 
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avaliar a compatibilidade de seu fenótipo com as síndromes candidatas. Após a 

avaliação, foi concluído que a paciente não possui características semelhantes a 

portadores da síndrome de Cohen; apesar de ela apresentar alguns sinais 

compatíveis com o quadro, características obrigatórias, segundo estudos relatados 

anteriormente, como neutropenia, distrofia coriorretiniana e face característica não 

estão presentes. Vários sinais clínicos da paciente foram compatíveis com aqueles 

apresentados por indivíduos com mutação recessiva no NALCN, dentre eles, 

microcefalia, hipotonia, orelhas grandes com baixa implantação, dismorfias faciais e, 

principalmente, ausência do desenvolvimento da linguagem, que é uma característica 

marcante nos portadores de mutações recessivas nesse gene. Assim, a semelhança 

de sintomas que a paciente compartilha com indivíduos que possuem mutações no 

NALCN, associado com a predição da troca de nucleotídeos e o impacto da variante, 

contribuíram para que considerássemos essa variante como a causa molecular 

responsável pelo fenótipo da paciente. 

A questão que permanece é como um paciente pode apresentar variantes em 

VPS13B com perda de função, preditas patogênicas, e não manifestar quadro clínico 

compatível com síndrome de Cohen. A explicação mais simples seria considerar, 

como é parte do modelo de suposta heterozigose composta, que as variantes 

mapeiam no mesmo homólogo. Porém, os resultados do sequenciamento de exoma 

mostra que cada variante foi herdada de um dos genitores, descartando essa 

hipótese. O sequenciamento de exomas/genomas em larga escada tende a aumentar 

a lista de variantes que aparentemente não produzem quadro clínico. 
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Capítulo VII: Conclusões 
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VII.1. Qualidade necessária para o uso das metodologias WES e 

sequenciamento Sanger para diagnóstico 

A partir desse projeto, também foi possível derivar conclusões sobre a qualidade do 

nosso sequenciamento de nova geração, que começou a ser utilizado no para a 

interface pesquisa/diagnóstico em laboratório no ano de 2014. Nossos dados sugerem 

que, quando observamos no sequenciamento de exoma alterações com boa 

qualidade de mapeamento (>5) e cobertura ≥10 reads, as variantes estão realmente 

presentes nos indivíduos portadores; estes achados, se confirmados em um número 

maior de amostras, indicariam que a confirmação por sequenciamento Sanger é 

desnecessária. 

 

VII.2. Taxa de diagnóstico 

Esse trabalho, através do WES de trios (pai, mãe e paciente), levou ao diagnóstico 

provável da causa molecular da deficiência intelectual em 5 pacientes dos 8 casos 

esporádicos de DI investigados (PCGH948, PCGH584, PCGH1454, PCGH1005, 

PCGH1031); embora esse número de amostras seja pequeno, a taxa de diagnóstico 

foi de 62,5%, muito acima dos 15-30% relatados na literatura quando essa 

metodologia é utilizada. 

Três probando, PCGH319, PCGH289 e PCGH856 não foram diagnosticados através 

dessa metodologia, que prioriza o sequenciamento dos exons; esses pacientes que 

não obtiveram um diagnóstico podem ter a causa molecular dos seus fenótipos 

elucidada através do sequenciamento do genoma completo, associada ou não ao 

sequenciamento do RNAm, que permite detectar alterações e regiões não exônicas. 

A realização do perfil de metilação e o uso de novas pipelines que considerem 

variantes em genes imprintados durante a análise, também podem levar à elucidação 

da causa molecular desses fenótipos (BODIAN et al., 2014; ATEN et al., 2016; 

FERREIRA et al., 2016; YUEN et al.,2016). 

É importante notar, porém, que o sequenciamento do exoma está longe de propiciar 

cobertura alta em todas as regiões alvo. Nesses três pacientes, cobertura > 10 reads 

foi obtida em aproximadamente 58,7% das sequências, indicando que 

aproximadamente 41,3% não possuía cobertura adequada e, portanto, poderiam 
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conter alterações que não seriam detectadas. Do ponto de vista de diagnóstico, 

sobretudo nos casos em que a causa não pode ser determinada, seria relevante 

também listar os genes que não foram examinados satisfatoriamente. 

 

VII.3. Mutações novas 

Após a análise dos dados e confirmação por Sequenciamento Sanger, foram 

detectadas 5 alterações ainda não descritas nos bancos de dados consultados (ExAC 

e 1000 genomes), quatro delas em genes já associados (mesmo que primariamente) 

com quadros de deficiência intelectual (DDX3X, VPS13B, GABBR2, CDK13), e uma 

detectada no gene RYR2, associado a alterações cardíacas. Todas essas novas 

mutações foram preditas danosas por pelo menos um dos algoritmos utilizados nesse 

trabalho (SIFT e PolyPhen), com o impacto variando de moderado a alto de acordo 

com a análise do VEP (ensembl.org/Tools/VEP). Quatro delas foram consideradas 

prováveis causas dos fenótipos, enquanto as mutações de perda de função em 

VPS13B foram consideradas não causativas, mostrando que a avaliação de variantes 

não caracterizadas é complexa e os critérios nem sempre evidentes. 

 

VII.4. Evidências que confirmam o papel na DI de genes ainda pouco 

caracterizados  

Nesse projeto, apesar de não termos detectados genes novos associados com a 

deficiência intelectual, encontramos alterações de novo em dois genes que até hoje 

não têm seu papel na DI totalmente esclarecido e que ainda não são considerados 

genes OMIM para doenças congênitas. O GABBR2, já teve sua ação nos neurônios 

elucidada e mutações nesse gene já foram detectadas em raros pacientes com 

deficiência intelectual e quadros convulsivos, relatados em dois estudos 

(EuroEPINOMICS-RES CONSORTIUM, 2014; LOPES et al., 2016). O gene CDK13, 

também já teve seu papel no desenvolvimento dos neurônios relatado, e alterações 

nesse gene só foram descritas por um único estudo investigando uma coorte de 

pacientes que apresentavam alterações cardíacas congênitas; os pacientes com 

mutações em CDK13 apresentavam, além de alterações cardíacas, DI, alterações 

faciais e microcefalia (SIFRIM et al., 2016). Portanto, nosso trabalho contribuiu para 
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caracterizar esses genes como responsáveis por quadros de DI, associada ou não a 

outros sintomas. 
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