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Resumo 

 

INTRODUÇÃO: A obesidade sindrômica é definida pela associação de obesidade 

com uma ou mais das seguintes características: atraso de desenvolvimento, 

deficiência intelectual, traços dismórficos e malformações congênitas. A maior parte 

dos casos não tem sua origem genética elucidada, o que impacta o aconselhamento 

genético da família e o desenvolvimento de métodos terapêuticos havendo, portanto, 

a necessidade de se ampliar estudos clínicos e genéticos. Nesta tese, a obesidade 

sindrômica foi o tema de estudo, inicialmente com a investigação genética de uma 

casuística dessa condição. Posteriormente, identificamos nessa casuística, entre 

outros, um paciente afetado pela síndrome de Xia-Gibbs, uma forma sindrômica de 

deficiência intelectual causada por mutações em heterozigose em AHDC1 que tem 

mecanismos fisiopatológicos pouco conhecidos e para a qual ainda não há associação 

reconhecida com obesidade. Decidimos então desenvolver modelos biológicos para 

seu estudo. OBJETIVOS: (1) Identificar variantes genéticas causais em uma coorte 

de 20 pacientes afetados por obesidade sindrômica que testaram negativo para as 

síndromes de Prader-Willi e X-Frágil, além de para os testes MLPA SALSA P064, 

P036 e P070; (2) desenvolver modelos biológicos (celular e animal) para estudo da 

síndrome de Xia-Gibbs. MÉTODOS: (1) Para casos com resultado negativo prévio 

em análise cromossômica por microarranjos (CMA), realizamos o sequenciamento de 

exomas (Agilent V5) dos pacientes e seus genitores (cinco trios). Para os demais, foi 

realizado sequenciamento de exomas dos trios (15 no total) com captura por sondas 

tanto para regiões codificadoras quanto para um backbone otimizado para avaliação 

de número de cópias de DNA (CNVs - copy number variation; OneSeq – Agilent). 

(2) Além do paciente com mutação de perda de função em AHDC1 identificado na 

coorte de obesidade sindrômica, outros dois pacientes com síndrome de Xia-Gibbs 

foram recrutados. Para desenvolvimento de linhagens de células-tronco pluripotentes 

induzidas (iPSC - induced pluripotent stem cells), reprogramamos células dos três 

pacientes. Para desenvolvimento do modelo animal (zebrafish), editamos o gene 

ahdc1 utilizando CRISPR-Cas9. RESULTADOS: (1) No grupo em que analisamos 

apenas SNVs e indels (por já ter diagnóstico negativo de CMA), tivemos uma taxa 

diagnóstica de 40% (2/5 – genes MYT1L e GRIA3); no grupo em que combinamos as 

análises de CNVs, SNVs e indels, a taxa diagnóstica foi de 47% (7/15 – genes 



 
 

MED13L, AHDC1, EHTM1, STAG2, KIAA0442, MEIS2 e SETD1A). Dois desses 

pacientes (com variantes causais em MYT1L e MED13L) foram reportados também 

como relatos de casos, além do artigo referente à casuística total. (2) Obtivemos três 

linhagens de iPSC com diferentes mutações de perda de função em AHDC1. Essas 

células têm morfologia típica de iPSC humanas, apresentaram expressão de fatores de 

pluripotência (SOX2, SSEA-4, OCT3/4 e NANOG) e capacidade de diferenciação nos 

três folhetos germinativos evidenciada pela expressão de PAX6, HAND1 e SOX17 nos 

corpos embrioides derivados in vitro. A linhagem de zebrafish obtida tem uma 

inserção de quatro pares de bases na região codificadora de ahdc1, é fértil e as 

frequências genotípicas de sua prole seguem proporções mendelianas. 

CONCLUSÕES: (1) As nove variantes causais identificadas em pacientes da coorte 

de obesidade sindrômica envolvem genes conhecidos de deficiência intelectual 

sindrômica; apenas dois desses genes (MYT1L e EHMT1) estão relacionados com 

síndromes em que a associação com obesidade é bem definida. Em investigações de 

casos de obesidade sindrômica, não se deve descartar a possibilidade de que a 

etiologia do quadro sindrômico possa ser independente da obesidade. Métodos de 

investigação abrangente do genoma (como microarranjos e sequenciamento de 

exoma/genoma) devem ser priorizados em detrimento de painéis de genes de 

obesidade sindrômica. (2) Os modelos biológicos que desenvolvemos são os 

primeiros para a síndrome de Xia-Gibbs e pretendemos futuramente utilizá-los para 

estudar sua ainda mal compreendida fisiopatologia, bem como para avaliar a nossa 

hipótese de que mecanismos neurais de fome e saciedade possam estar alterados nos 

pacientes. CONTRIBUIÇÕES DESTA TESE: Por meio do estudo genético de uma 

casuística de obesidade sindrômica, da apresentação de relatos de casos e de uma 

revisão abrangente sobre esse tema, esta tese contribuiu para a o diagnóstico e 

aconselhamento dos pacientes e suas famílias. Com o desenvolvimento de modelos 

para a síndrome de Xia-Gibbs, pretendemos investigar os mecanismos subjacentes às 

mutações em AHDC1, inclusive vislumbrando a proposição de alvos terapêuticos. Por 

fim, esta tese também envolve produções de divulgação científica que poderão ser 

utilizadas em ensino de genética, contribuindo para levar a ciência para além dos 

muros da nossa universidade.  

 

Palavras-chave: obesidade sindrômica; deficiência intelectual; diagnóstico genético; 

AHDC1; síndrome de Xia-Gibbs; iPSC; zebrafish 



 
 

Abstract 

 

INTRODUCTION: Syndromic obesity is defined by the association of obesity with 

one or more of the following features: developmental delay, intellectual disability, 

dysmorphic traits, and congenital malformations. Most cases of syndromic obesity do 

not have their genetic origin elucidated, which impairs genetic counseling of the 

families and precludes the development of therapeutic methods; therefore, further 

clinical and genetic studies are required. In this thesis, syndromic obesity was the 

topic of study, with the initial genetic investigation of a cohort with this condition. 

We identify in this cohort a case of Xia-Gibbs syndrome, a syndromic form of 

intellectual disability caused by AHDC1 heterozygous mutations, that has poorly 

understood pathophysiological mechanisms, and for which there is still no recognized 

association with obesity; we then decided to develop biological models for its study. 

OBJECTIVES: (1) To identify causal genetic variants in a cohort of 20 patients with 

syndromic obesity who were negative for Prader-Willi, Fragile X syndromes, and 

MLPA SALSA P064, P036 and P070 tests; (2) to develop biological models (cellular 

and animal) to study the Xia-Gibbs syndrome. METHODS: (1) For those cases with 

a previous negative result in chromosome microarray analyses (CMA), we performed 

exome sequencing (Agilent V5) of the patients and their parents (five trios). For the 

others, exome sequencing of the trios (total of 15) was performed with probe capture 

for coding regions and for an optimized backbone for evaluation of copy number 

variation (CNVs; OneSeq – Agilent). (2) In addition to the patient with the loss-of-

function AHDC1 variant identified in the syndromic obesity cohort, two other Xia-

Gibbs patients were recruited. For the development of induced pluripotent stem cells 

(iPSC) lines, we used the reprogramming method of cells from the three patients. To 

develop the animal model (zebrafish), we edited the ahdc1 gene using CRISPR-Cas9. 

RESULTS: (1) In the group in which we analyzed only SNVs and indels (because 

they were already negative for CMA), we had a diagnostic rate of 40% (2/5 – MYT1L 

and GRIA3 genes); in the group in which we combined the analysis of CNVs, SNVs 

and indels, the diagnostic rate was 47% (7/15 – MED13L, AHDC1, EHTM1, STAG2, 

KIAA0442, MEIS2 and SETD1A genes). Two of these patients (with MYT1L and 

MED13L causal variants) were also described as case reports, in addition to the paper 

referring to the complete cohort. (2) We obtained three iPSC lines with different loss-



 
 

of-function AHDC1 variants. These cells have a human iPSC typical morphology, 

show expression of pluripotency factors (SOX2, SSEA-4, OCT3/4 and NANOG) and 

have the ability to differentiate into the three germ layers – which is evidenced by the 

expression of PAX6, HAND1 and SOX17 by the in vitro derived embryoid bodies. 

The zebrafish line obtained has an insertion of four base pairs in the ahdc1 coding 

region, it is fertile, and the genotypic frequencies of its offspring follow Mendelian 

proportions. CONCLUSIONS: (1) The nine causal variants identified involve known 

syndromic intellectual disability genes; only two of these genes (MYT1L and EHMT1) 

are related to syndromes in which the association with obesity is well defined. In 

syndromic obesity investigations, the possibility that the etiology of the syndromic 

condition may be independent of obesity should not be ruled out. Genome-wide 

investigation approaches (such as microarray and exome/genome sequencing) should 

be prioritized rather than gene panels focused on syndromic obesity. (2) We have 

developed the first biological models for Xia-Gibbs syndrome, which we will use to 

study its yet poorly understood pathophysiology, as well as to evaluate the hypothesis 

that the neural mechanisms for hunger and satiety are altered in patients. 

CONTRIBUTIONS OF THIS THESIS: The genetic study of a syndromic obesity 

cohort, the presentation of case reports and a comprehensive review about this topic 

presented in this thesis contributed to the diagnosis and genetic counseling of patients 

and their families. The development of biological models of Xia-Gibbs syndrome, 

should lead to the understanding of the mechanisms underlying AHDC1 mutations 

and emerging therapeutic targets. Finally, this thesis also comprises articles meant to 

support genetic education, helping to take science beyond the walls of our university. 

 

Keywords: syndromic obesity; intellectual disability; genetic diagnosis; AHDC1; 

Xia-Gibbs syndrome; iPSC; zebrafish 
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Introdução geral 

 

A obesidade é um problema de saúde pública relevante em nível mundial 

(SOUSA; GUEDES; BENCHIMOL, 2022; WILLIAMS et al., 2015), associada a 

uma importante morbimortalidade por seus impactos no bem-estar físico (JUNG; 

LEE; SONG, 2017) e psíquico (PAN et al., 2018). No Brasil, de acordo com os dados 

de 2021 do SISVAN (Sistema de Vigilância Alimentar e Nutricional – Governo 

Federal), quase 33% dos adultos, 13% dos adolescentes e 7,6% das crianças (0 a 5 

anos) atendidos nos serviços de atenção básica do Sistema Único de Saúde (SUS) têm 

obesidade (Figura 1). 

 

Figura 1: Dados epidemiológicos de 2021 do SISVAN. 

 

Tamanho amostral: 4.529.930 crianças (0 a 5 anos apenas), 4.241.617 adolescentes e 13.903.316 

adultos. Para adultos, as categorias consideram o IMC. Para crianças e adolescentes considerou-se 

IMC x idade. Dados obtidos em sisaps.saude.gov.br/sisvan/  

 

O índice de massa corporal (IMC) é amplamente utilizado para diagnóstico de 

obesidade.  Se calcula utilizando a equação  peso (Kg) / altura (m)² (OKORODUDU 

et al., 2010; SOUSA; GUEDES; BENCHIMOL, 2022). O IMC não avalia quantidade 

e distribuição de gordura corporal, pois um IMC elevado não necessariamente reflete 

um excesso de massa gorda (KIM; ALBANO; BERTOLA, 2022), mas ainda assim é 

o preditor mais utilizado internacionalmente (SOUSA; GUEDES; BENCHIMOL, 

2022). A classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) de sobrepeso e 

níveis de obesidade é apresentada no Quadro 1 e foi determinada com base no risco 

de complicações associadas à obesidade (WHO, 2000).  
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Quadro 1 – Classificação de risco de complicações com base no IMC de acordo com 

a OMS. 

Classificação IMC Risco de complicações 

Baixo peso <18,5 Baixo 

Peso normal 18,5-24,99 Médio 

Sobrepeso 25,0-29,99 Levemente aumentado 

Obesidade de classe I 30,0-34,99 Moderado 

Obesidade de casse II 35,0-39,99 Alto 

Obesidade de classe III ≥40 Muito alto 
     Fonte: WHO, 2000 

 

 No entanto, a classificação acima é considerada mais arbitrária para crianças e 

adolescentes por não se correlacionar robustamente com probabilidades de morbidade 

e mortalidade. Para crianças e adolescentes, o limite de normalidade é estabelecido 

por curvas de percentil do IMC, de acordo com idade e sexo. O diagnóstico de 

obesidade se dá quando o IMC está acima do percentil 95 (p95) ou z-IMC > +2 

desvios padrão para idade e sexo. Considera-se sobrepeso quando o IMC está entre 

percentis 85 e 95 (P85-P95) ou z-IMC entre +1 e +2 (SOUSA; GUEDES; 

BENCHIMOL, 2022).  

A obesidade se dá por um desequilíbrio positivo crônico entre ingestão 

calórica e gasto energético e, nesse sentido, há uma série de fatores comportamentais, 

sociais e genéticos com importante influência (ANGELUCCI; MANCINI, 2022). No 

entanto, nem todos os indivíduos ganham a mesma quantidade de peso quando 

expostos a dietas hipercalóricas. A obesidade tem, em geral, alta herdabilidade 

(CAMPBELL AM, 2017; SERRA-JUHÉ et al., 2017) e origem multifatorial, estando 

portanto relacionada a uma série de componentes genéticos e ambientais 

(ALBUQUERQUE et al., 2015; APALASAMY; MOHAMED, 2015; PETTERSSON 

et al., 2017; SERRA-JUHÉ et al., 2017). Estudos de gêmeos sugerem uma 

herdabilidade de massa corporal entre 40 e 70% (ANGELUCCI; MANCINI, 2022).  

Além da obesidade comum (multifatorial), existem duas outras classes de 

obesidade: a monogênica não sindrômica e a sindrômica (ALBUQUERQUE et al., 

2015). As variantes genéticas que determinam casos monogênicos não sindrômicos 

incluem principalmente mutações no gene da leptina - LEP (OMIM*164160) -, do 

receptor de leptina - LEPR (OMIM*601007) - e também do receptor de 

melanocortinas tipo 4 - MC4R (OMIM*155541) (PETTERSSON et al., 2017; 

SERRA-JUHÉ et al., 2017), que levam ao fenótipo de hiperfagia (KAUR et al., 
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2017). Esses e outros genes relacionados a formas monogênicas de obesidade são 

apresentados no Quadro 2. 

 

Quadro 2: Genes relacionados a formas monogênicas não sindrômicas de obesidade.  

Gene Proteína Função 

LEP Leptina Hormônio anorexígeno produzido por adipócitos 

LEPR Receptor da leptina Receptor de membrana expresso em neurônios 

POMC Pró-opiomelanocortina Neuropeptídio anorexígeno hipotalâmico 

MC4R Receptor de melanocortinas 

tipo 4 

Receptor para produtos da POMC, tais quais: MSH-

α e MSH-β 

PCSK1 Proproteína convertase 1 Processa propeptidases (incluindo a POMC) 

Fontes: Mancini et al., 2022; Nordang et al., 2017; Velloso & Araújo, 2022 

 

A obesidade sindrômica – matéria deste estudo - é a associação de obesidade 

com fenótipos adicionais como deficiência intelectual, atraso no desenvolvimento, 

dismorfismos e malformações congênitas (D’ANGELO et al., 2018; HUVENNE et 

al., 2016; VUILLAUME et al., 2014). A ocorrência da obesidade sindrômica é rara 

(KAUR et al., 2017; MILANI et al., 2014) e há uma elevada variabilidade fenotípica 

(GEETS; MEUWISSEN; VAN HUL, 2019; KAUR et al., 2017). Prader-Willi e 

Bardet-Biedl são as mais conhecidas síndromes genéticas em que a obesidade é uma 

característica central (KAUR et al., 2017). Essas duas síndromes e outras são 

apresentadas no Capítulo 1.1, que tem como finalidade apresentar uma revisão 

narrativa ampla da etiologia genética, descrição clínica e diagnóstico molecular de 

formas sindrômicas de obesidade. Outros temas relevantes no desenvolvimento desta 

tese também são revisados no Capítulo 1, dedicado à fundamentação teórica. 

A obesidade sindrômica costuma seguir padrões mendelianos de herança 

(KAUR et al., 2017). No entanto, a maioria dos casos não tem a etiologia genética 

desvendada (KAUR et al., 2017; VUILLAUME et al., 2014). Em uma revisão 

sistemática, Kaur e colaboradores (2017) identificaram publicações que descrevem 79 

formas sindrômicas de obesidade. De acordo com a sua análise desses documentos, 

das 79 formas apenas 19 tiveram a origem genética elucidada satisfatoriamente. 

Assim sendo, esses autores defenderam a necessidade de se ampliar os estudos 

clínicos e genéticos envolvendo a obesidade sindrômica. Essas lacunas no 

conhecimento relativo às causas da obesidade sindrômica impactam no 

aconselhamento genético e atrasam o desenvolvimento de possíveis métodos 

terapêuticos (KAUR et al., 2017). 
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A investigação sobre a etiologia da obesidade sindrômica é uma linha de 

pesquisa estabelecida há anos em nosso departamento e algumas publicações, 

especialmente relacionadas à investigação de alterações de número de cópias (CNVs - 

Copy Number Variations), são produtos desses estudos (D’ANGELO et al., 2010, 

2014, 2013, 2018; D’ANGELO; KOIFFMANN, 2012). A Dra. Celia Koiffmann 

dedicou grande parte da sua carreira aos pacientes do ambulatório de Prader-Willi e 

Angelman do nosso instituto, coordenado por ela. Para os indivíduos com resultados 

negativos para essas hipóteses diagnósticas, a investigação genética podia continuar, 

em contexto de projetos de pesquisa, com o intuito de se avaliar diagnósticos 

diferenciais. 

Como parte desta tese, foi investigada uma casuística de pacientes da Dra. 

Celia Koiffman com hipótese diagnóstica inicial de síndrome de Prader-Willi e 

resultados negativos para os seguintes testes genéticos: (1) teste de metilação da 

região de Prader-Willi; (2) cariótipo (bandas G); (3) MLPA SALSA P064, P036 e 

P070 (MRC-Holland); e (4) PCR para síndrome do X-Frágil (AmplideX PCR/CE 

FMR1–Asuragen). Para esses pacientes, realizamos sequenciamento de nova geração 

(NGS - Next-Generation Sequencing) com captura de exoma, para análise de single 

nucleotide variants (SNVs) e indels, com o intuito de identificar variantes causais. 

Para pacientes que ainda não tinham análise de CNVs por microarranjos, utilizamos 

também os dados de exoma para essa avaliação. Uma fundamentação teórica sobre 

tecnologias de sequenciamento e de microarranjos é apresentada no Capítulo 1.2. A 

metodologia em mais detalhes da investigação genética da casuística do ambulatório 

da Dra. Celia e respectivos resultados são apresentados no Capítulo 2.1, um artigo 

que publicamos recentemente no International Journal of Obesity.  

Nos Capítulos 2.2 e 2.3 são apresentados relatos de casos específicos da 

casuística do Capítulo 2.1. Decidimos publicar um relato de um caso envolvendo o 

gene MYT1L juntamente com uma revisão dos casos já descritos na literatura 

(Capítulo 2.2) pois, naquele momento, havia a necessidade de sumarizar as 

informações disponíveis e definir frequências aproximadas das características clínicas 

da síndrome causada por mutações nesse gene. Esse artigo foi publicado na revista 

Obesity Research & Clinical Practice. 

Já o artigo sobre casos envolvendo o gene MED13L (Capítulo 2.3) foi 

motivado não apenas pela identificação de um paciente em nossa coorte, mas também 
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pelo fato de o nosso laboratório ter previamente identificado em outra casuística uma 

família com dois afetados. Até então, todas as descrições na literatura eram de casos 

de novo, de maneira que consideramos interessante publicar o primeiro caso familial. 

Dessa forma, reunimos os dois casos diagnosticados em nosso laboratório (o familial 

da casuística de doutorado da Dra. Silvia Costa e o isolado da nossa casuística de 

obesidade sindrômica) em um artigo que foi publicado no Journal of Intellectual 

Disability Research. 

O artigo envolvendo o gene SCAF4 (Capítulo 2.4), publicado recentemente 

pela revista American Journal of Medical Genetics: Parte A, é a segunda publicação 

relacionando esse gene a uma doença mendeliana do neurodesenvolvimento. Embora 

o paciente não faça parte da casuística apresentada no Capítulo 2.1, pois foi 

investigado após o encerramento do estudo dessa coorte, esse paciente atendido pelo 

Prof. Paulo Otto apresenta obesidade sindrômica. Decidimos, portanto, apresentar sua 

descrição nesta tese.  

Os avanços das técnicas moleculares e suas aplicações têm contribuído 

significativamente para entender a funcionalidade dos genes tanto em estado normal 

quanto patológico. O aprofundamento desses conhecimentos é relevante no 

aconselhamento genético, um campo de trabalho que busca auxiliar indivíduos e 

famílias a compreender as implicações médicas e reprodutivas decorrentes de 

patologias de cunho genético. São objetivos centrais do aconselhamento genético: 

definição e/ou confirmação do diagnóstico, comunicação à família, prognóstico, 

identificação de possibilidades terapêuticas atuais e informação sobre risco de 

ocorrência e recorrência (BERTOLLO et al., 2013). 

Estudos genéticos de coorte podem levar à identificação de variantes 

patogênicas já descritas, revelar variantes novas ou mesmo em genes que ainda não 

foram relacionados a doenças. Quando há indícios que levam um gene a ser 

considerado candidato para determinada condição clínica, muitas vezes é preciso 

realizar estudos complementares para avaliar essa hipótese. Estudos funcionais 

envolvendo modelos celulares e animais são ferramentas importantes nesse tipo de 

avaliação, além de poderem ser úteis para elucidar mecanismos fisiopatológicos 

relacionados.  

Em um dos pacientes da casuística apresentada no Capítulo 2.1 foi 

identificada uma variante nonsense no gene AHDC1, o que levou ao diagnóstico 
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molecular de síndrome de Xia-Gibbs, uma forma sindrômica de deficiência 

intelectual descrita pela primeira vez em 2014 (XIA et al., 2014). Por não existirem 

modelos celulares e animais bem estabelecidos para estudo dessa síndrome e por seus 

mecanismos fisiopatológicos ainda serem mal compreendidos, nos empenhamos no 

desenvolvimento de modelos biológicos. Recrutamos mais dois pacientes com 

mutações de perda de função em AHDC1 e reprogramamos células adultas desses três 

indivíduos com a síndrome de Xia-Gibbs para obter iPSC (induced pluripotent stem 

cells – células pluripotentes induzidas); essas células são passíveis de serem 

diferenciadas em outros tipos celulares, como por exemplo neurônios, para 

investigação de mecanismos subjacentes às variantes causais. Nós também editamos 

o gene ortólogo em zebrafish (ahdc1) e obtivemos uma linhagem com inserção de 

quatro pares de bases, que é fértil e utilizaremos nos estudos da síndrome de Xia-

Gibbs. O desenvolvimento desses dois modelos (celular e animal) é apresentado no 

Capítulo 3, que corresponde a um artigo recentemente submetido à revista 

GENETICS, para a série especial Genetic Models of Rare Diseases. Uma 

fundamentação teórica sobre esses dois tipos de modelos (iPSC e zebrafish) para 

estudo de doenças genéticas humanas é apresentada nos Capítulos 1.3 e 1.4, 

respectivamente.  

A síndrome de Xia-Gibbs, no entanto, não é considerada uma forma 

sindrômica de obesidade e sim de deficiência intelectual. Nos chamou a atenção que 

os três pacientes que temos com essa síndrome apresentam uma ansiedade importante 

por comida. Dois deles têm obesidade. O paciente que não tem obesidade é 

submetido, segundo relato da genitora, a controle alimentar para não comer em 

excesso. Cabe ainda mencionar que o site da Xia-Gibbs Society (organização de pais - 

xia-gibbs.org/) tem uma parte dedicada a apresentar os gostos de alguns pacientes, 

chamada de “our favorite things” e, para muitos deles, “comer” - de maneira geral ou 

pratos específicos – está entre as três atividades favoritas descritas.  

Como não há na literatura científica referências de que hiperfagia e obesidade 

poderiam ser características da síndrome de Xia-Gibbs e as fotos de pacientes 

presentes em relatos de casos publicados nos indicam que muitos não têm obesidade, 

nós entramos em contato com a Xia-Gibbs Society e com o Dr. Richard Gibbs (Baylor 

College of Medicine), quem descreveu essa síndrome. Ambos relataram que alguns 

pacientes têm obsessão por comida e problemas de saciedade. Dessa forma, 
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trabalhamos com a hipótese de que variantes em AHDC1 poderiam interferir em vias 

de fome e saciedade, podendo causar quadros de obesidade sindrômica.  

Alguns dos temas explorados no desenvolvimento do projeto que levou a esta 

tese foram abordados em três artigos de educação e divulgação científica. O primeiro 

desses artigos trata de fatores genéticos e ambientais que se relacionam com o 

neurodesenvolvimento, a inteligência e a deficiência intelectual (Capítulo 4.1). O 

segundo artigo discorre sobre o uso de modelos animais para estudo de doenças 

genéticas humanas (Capítulo 4.2). Já o terceiro artigo trata da técnica CRISPR-Cas9 

(Capítulo 4.3), que tem sido uma revolução em diversas áreas da ciência e foi 

utilizada também no projeto que gerou esta tese. 

Em suma, esta tese pretende contribuir com (1) novos conhecimentos sobre a 

investigação genética de formas sindrômicas de obesidade, (2) dois modelos 

biológicos para estudo da fisiopatologia da síndrome de Xia-Gibbs (iPSC e zebrafish) 

e (3) produções que poderão ser utilizadas em ensino de genética e divulgação 

científica. A metodologia dos trabalhos originais é descrita nos capítulos 

correspondentes e a bibliografia é apresentada ao final de cada capítulo. 
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Capítulo 1 

Fundamentação teórica 

 

 

 

 

 

 

A finalidade deste primeiro capítulo é apresentar uma 

fundamentação teórica com base na literatura referente aos 

temas e técnicas centrais desta tese. 

 

O Capítulo 1.1 apresenta uma revisão narrativa a respeito 

da etiologia genética, descrição clínica e diagnóstico 

molecular de formas sindrômicas de obesidade. Esse 

manuscrito está em vias de submissão à revista Current 

Obesity Reports. 

 

O Capítulo 1.2 discorre sobre as tecnologias de 

sequenciamento e as baseadas em microarranjos, que 

foram utilizadas em produções contidas nesta tese. 

 

No Capítulo 1.3 é apresentada a técnica de reprogramação 

celular para obtenção de células pluripotentes induzidas 

(iPSC - induced pluripotent stem cells) e sua importância 

no desenvolvimento de modelos para estudo de doenças 

genéticas humanas.  

 

O Capítulo 1.4 trata do zebrafish como modelo para 

estudos funcionais de doenças genéticas humanas.  
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Capítulo 1.2 

Tecnologias de sequenciamento e microarranjos para diagnóstico de 

doenças congênitas  

 

 

As técnicas de sequenciamento de DNA têm grande importância para detectar 

variantes genéticas (KUHLENBÄUMER; HULLMANN; APPENZELLER, 2011). A 

primeira foi a técnica desenvolvida por Frederick Sanger na década de 1970 (SANGER; 

COULSON, 1975), o que lhe rendeu em 1980 o seu segundo prêmio Nobel em química 

(SHAMPO; KYLE, 2002). O fundamento do sequenciamento Sanger está no término da 

síntese de cadeias de DNA a partir da inserção de dideoxinucleotídeos (ddNTPs). A 

detecção de sequências terminadas era feita a partir da radiografia de géis de 

poliacrilamida, mas foram desenvolvidas melhorias metodológicas como a substituição 

de isótopos radioativos por marcadores fluorescentes específicos para cada nucleotídeo, 

além de eletroforese capilar (HEATHER; CHAIN, 2016). À medida que as cadeias 

migram, um detector registra a fluorescência (MUZZEY; EVANS; LIEBER, 2015) 

(Figura 1). 

 

Figura 1: Sequenciamento Sanger utilizando marcações fluorescentes e eletroforese 

capilar. 
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Empresas como a Roche e a Illumina introduziram no mercado tecnologias que 

fazem parte do que chamamos de Sequenciamento de Nova Geração (NGS - Next-

generation Sequencing). O NGS se baseia em sequenciamentos massivos paralelos que 

produzem grandes conjuntos de dados (BEHJATI; TARPEY, 2013). Em contraste, a 

técnica de Sanger é focada em um fragmento específico de DNA por reação e com 

limitação de comprimento (PETERSEN et al., 2017); como consequência, foi necessária 

mais de uma década (1990-2003) para que se elaborasse o rascunho do genoma humano, 

que envolveu mais de 20 institutos e custou cerca de 3 bilhões de dólares (BEHJATI; 

TARPEY, 2013; PETERSEN et al., 2017).  

O NGS permite que o sequenciamento de genomas humanos inteiros seja feito em 

menos de um dia (BEHJATI; TARPEY, 2013). Além disso, o avanço tecnológico 

resultou em uma redução de custos (JAMUAR; TAN, 2015). Para identificação de genes 

candidatos em condições patológicas, a técnica de Sanger costumava ser empregada 

apenas após laboriosas análises de ligação baseadas em microssatélites. Em geral, esses 

experimentos envolviam grandes genealogias com vários indivíduos afetados para 

aumentar a probabilidade de se identificar regiões candidatas pequenas o suficiente para 

serem sequenciadas (PETERSEN et al., 2017). Sendo mais eficientes, rápidas e baratas, 

as tecnologias baseadas em NGS têm sido ferramentas importantes na identificação de 

genes candidatos e foram gradualmente introduzidas na rotina clínica (JAMUAR; TAN, 

2015). 

Existem várias plataformas NGS usando diferentes tecnologias de 

sequenciamento (BEHJATI; TARPEY, 2013), que incluem: sequenciamento por síntese, 

por ligação, por semicondutores, entre outros. A abordagem predominante atualmente é 

o sequenciamento por síntese, empregada pela Illumina (MUZZEY; EVANS; LIEBER, 

2015), que segue o seguinte conceito geral: um terminador reversível marcado com 

fluorescência é identificado à medida que cada nucleotídeo é adicionado. Em seguida, 

uma porção do terminador é clivada, permitindo a incorporação da próxima base, dando 

continuidade à síntese (BENTLEY; ET AL., 2008). Tecnicamente, esse tipo de 

sequenciamento se divide nas seguintes etapas: extração do DNA, preparo de biblioteca, 

sequenciamento, processamento bioinformático para alinhamento genômico e chamada 

de variantes e, por fim, análise dos dados (CLARK; PAZDERNIK; MCGEHEE, 2019; 

MUZZEY; EVANS; LIEBER, 2015).   

No sequenciamento Illumina, após a extração do DNA deve-se fazer o preparo da 

biblioteca, que envolve a quebra em fragmentos menores e adição de adaptadores às 
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extremidades (Figura 2). Em seguida, a biblioteca é adicionada a um suporte sólido 

(YOHE; THYAGARAJAN, 2017), no qual há sequências complementares para 

ancoragem dos adaptadores. Os adaptadores também contêm a sequência para ligação do 

primer de sequenciamento (CLARK; PAZDERNIK; MCGEHEE, 2019) e, ao se trabalhar 

com amostras de diversos pacientes ao mesmo tempo, é possível adicionar também 

sequências barcode específicas para cada indivíduo (YOHE; THYAGARAJAN, 2017).  

 

Figura 2: Representação esquemática dos adaptadores do sistema Illumina de 

sequenciamento por síntese. 

 

 

Após o preparo da biblioteca e imobilização dos fragmentos no suporte sólido, 

ocorre uma amplificação clonal e, sem seguida, o sequenciamento (YOHE; 

THYAGARAJAN, 2017). Nessa etapa, a polimerase adiciona os nucleotídeos de maneira 

complementar. Porém, como os nucleotídeos são modificados para não serem extensíveis, 

ocorre o acréscimo de apenas um por rodada. A excitação por laser leva a uma emissão 

de sinal fluorescente que é registrado. Uma emissão é registrada para cada fragmento, 

evento que acontece simultaneamente para todos eles. Em seguida, as bases modificadas 

são convertidas em bases regulares, tornando-se extensíveis e não fluorescentes. A 

polimerase então acrescenta uma base a cada fragmento e uma nova captura de todos os 

sinais ocorre (MUZZEY; EVANS; LIEBER, 2015; YOHE; THYAGARAJAN, 2017).  

As etapas do sequenciamento Illumina são representadas esquematicamente na Figura 3.  

No entanto, a análise do genoma completo (whole genome sequencing - WGS) é 

complexa, demorada e laboriosa. Por esse motivo, muitas vezes se opta por sequenciar 

seletivamente apenas éxons (TEER; MULLIKIN, 2010). Se tem mais conhecimento 

sobre DNA de genes codificadores de proteínas e a análise de variantes raras nessas 

regiões facilita sua relação com respectivos fenótipos (GLOSS; DINGER, 2018). No 

genoma humano, apenas cerca de 1% do material genético corresponde a éxons (BICK; 

DIMMOCK, 2011; NG; ET AL., 2009; RICHTER; SEXTON, 2009), de forma que a 

quantidade de dados gerada por WES (whole exome sequencing) é muito menor que a de 

WGS. 
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Figura 3: Sequenciamento por síntese (Illumina). 

 
 

O WES depende de uma etapa prévia, a captura do exoma (SHIGEMIZU et al., 

2015), que se baseia na identificação de sequências das regiões codificadoras consenso 

de humanos (CCDS) e exons de genes RefSeq (PARLA et al., 2011). Para a captura, 

podem ser usados kits disponíveis comercialmente e existem diferentes estratégias 

(SHIGEMIZU et al., 2015), porém os métodos mais utilizados são os protocolos de 

captura por hibridação do tipo “captura em solução” e “captura em array” (Figura 4) 

(SULONEN et al., 2011). Nos protocolos de “captura em solução”, sondas de 

oligonucleotídeos marcadas são misturadas à biblioteca para capturar as sequências-alvo 

(exons). As sequências capturadas são recuperadas utilizando beads magnéticas 

(MARDIS; MCCOMBIE, 2017). Já no protocolo de “captura em array”, a biblioteca é 

hibridada ao microarranjo de sondas complementares às sequências-alvo (exons) 

(SULONEN et al., 2011). 

Após o sequenciamento, os dados brutos de NGS passam por um processamento 

bioinformático (Figura 5) para obter o arquivo de chamada de variantes (VCF - Variant 

Call Format) (YOHE; THYAGARAJAN, 2017).  

O uso de barcodes para identificar as amostras de cada paciente permite que 

amostras de vários indivíduos sejam sequenciadas simultaneamente, diminuindo assim o 

custo. No entanto, esse processo requer uma etapa de desmultiplexação. O arquivo 

desmultiplexado com leituras brutas é o FASTQ (YOHE; THYAGARAJAN, 2017), um 

arquivo de texto que contém sequências e seus índices de qualidade (COCK et al., 2010). 

A cada sequenciamento paired end são gerados dois arquivos FASTQ, sendo um para 

cada sentido do sequenciamento (MIELCZAREK; SZYDA, 2016). 
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Figura 4: Preparo de biblioteca e captura de exoma. 

 

 

Figura 5: Pipeline bioinformático para gerar o arquivo VCF, a ser analisado. 

 

 

A etapa seguinte é o alinhamento das leituras (reads) ao genoma de referência 

(Figura 6), que geralmente tem formato FASTA (MIELCZAREK; SZYDA, 2016; 

MUZZEY; EVANS; LIEBER, 2015). O alinhamento gera o arquivo BAM 

(Binary Alignment Map) (Yohe e Thyagarajan, 2017).  O número de reads alinhadas em 

uma determinada posição é chamado de "profundidade" ou "cobertura vertical” 

(MUZZEY; EVANS; LIEBER, 2015). 

Em seguida, algoritmos que detectam as variantes são utilizados, gerando um 

arquivo VCF (MIELCZAREK; SZYDA, 2016). Na prática, variantes genéticas são 

desvios da sequência de referência (MUZZEY; EVANS; LIEBER, 2015) e a chamada de 

uma variante ocorre se várias reads mostrarem a mesma diferença. O arquivo VCF define 

as variantes de uma amostra e suas frações alélicas (YOHE; THYAGARAJAN, 2017).  
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Figura 6: Alinhamento das reads ao genoma de referência. 

 

 

O VCF contém todas as variantes, incluindo as comuns e, assim sendo, elas 

precisam ser filtradas e interpretadas (YOHE; THYAGARAJAN, 2017). Com relação à 

qualidade do que se observa no VCF, são critérios de filtragem úteis: cobertura vertical 

(read depth) (MUZZEY; EVANS; LIEBER, 2015) e qualidade genotípica baseada no 

Phred score (LIAO; SATTEN; HU, 2017). O nome Phred (Phil’s Read Editor) remete 

ao um de seus criadores (Dr. Phil Green) (MOODY, 2004). Trata-se de um algoritmo 

amplamente utilizado que atribui um índice de qualidade a cada base. A pontuação é o 

log negativo (base 10) da probabilidade de erro Prosdocimi (2016) e WHO (2016). Dessa 

forma, um score de 20 (Q20) significa um erro a cada 100 bases (taxa de erro = 1%), 

enquanto Q30 significa um erro a cada 1000 bases (0.1%) (WHO, 2016). O Phred score 

pode ser usado para decidir quais chamadas são confiáveis (LIAO; SATTEN; HU, 2017). 

A relação entre o score de qualidade e a acurácia de chamada é apresentada no Quadro 

1. 

 

Quadro 1: Escores Phred de qualidade e sua relação logarítmica com as probabilidades 

de erro.   

Escore 
Probabilidade de chamada 

incorreta de base 

Acurácia na 

chamada de base 

Q10 1 em 10 90% 

Q20 1 em 100 99% 

Q30 1 em 1.000 99.9% 

Q40 1 em 10.000 99.99% 

Q50 1 em 100.000 99.999% 
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Para se filtrar variantes com maior probabilidade causal, convém excluir do rol de 

candidatas as que são frequentes de acordo com bancos de dados populacionais 

(RICHARDS et al., 2015). Variantes genéticas que levam a fenótipos deletérios tendem 

a ser eliminadas por seleção natural negativa (LOHMUELLER, 2014). Dessa forma, 

variantes raras têm maior probabilidade de ser patogênicas (RICHARDS et al., 2015) e, 

por esse motivo, a filtragem por frequência com base em grandes bancos de dados 

populacionais é fundamental. São exemplos de bancos de podem ser utilizados: 1000 

genomes (DEVUYST, 2015 - internationalgenome.org/), gnomAD (KARCZEWSKI et 

al., 2020, et al., 2020 - gnomad.broadinstitute.org/) e ABraOM (NASLAVSKY et al., 

2017 - abraom.ib.usp.br/).  

 Diversos algoritmos de predição de patogenicidade foram desenvolvidos 

considerando, por exemplo, questões estruturais da proteína (envolvimento de sítio 

catalítico ou de ligação a íons metálicos, formação de pontes dissulfeto, etc.) e 

conservação. Como a seleção natural tende a eliminar variantes deletérias das populações, 

presume-se que sequências altamente conservadas podem ter funções biológicas 

importantes. Dessa forma, variantes não sinônimas identificadas em códons conservados 

têm maior probabilidade de prejudicar a função das proteínas e causar doenças. Apesar 

de essas previsões in silico não terem a mesma robustez que ensaios funcionais, elas são 

ferramentas largamente utilizadas (CHAN et al., 2007). 

O SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant; blocks.fhcrc. org/sift/SIFT.html), por 

exemplo, é um programa online de análise de SNVs não sinônimas (CHAN et al., 2007) 

baseado em homologia de sequências e similaridades físico-químicas com aminoácidos 

alternativos (JACOBY et al., 2009) A acurácia geral é relatada como 65 a 92%. 

(BALASUBRAMANIAN et al., 2005; BAO; CUI, 2005; OLLILA; ET AL., 2006; 

RAEVAARA; ET AL., 2005; XI; JONES; MOHRENWEISER, 2004).  

Outro exemplo de preditor é o PolyPhen (Polymorphism Phenotyping; 

genetics.bwh.- harvard.edu/pph), um programa online de análise de SNVs não sinônimas. 

Ele verifica se a posição do aminoácido está envolvida na ligação a íons metálicos, 

formação de ligações dissulfeto, se faz parte de um sítio catalítico ou núcleo hidrofóbico, 

além de outras avaliações relevantes de estrutura. Se a estrutura de uma proteína de 

consulta é desconhecida (o que é um limitante), o PolyPhen usa proteínas homólogas com 

estrutura conhecida (CHAN et al., 2007). Sua acurácia é estimada em 80% (MIN et al., 

2016; RAMENSKY, 2002).  
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São outros exemplos de algoritmos de predição de patogenicidade: FATHMM 

(ROGERS et al., 2018), PROVEAN (CHOI et al., 2012), CADD (KIRCHER et al., 2014), 

MutationTaster (SCHWARZ et al., 2014), VEST (CARTER et al., 2013), DANN 

(QUANG; CHEN; XIE, 2015), REVEL (IOANNIDIS et al., 2016), etc.  

Outra ferramenta importante na interpretação do impacto das variantes é a 

predição de tolerância a diferentes classes de variantes (sinônima, missense e LOF - loss-

of-function) para cada gene no gnomAD (gnomad.broadinstitute.org). O gnomAD é um 

grande projeto que inclui variantes identificadas em 125,748 exomas e 15,708 genomas 

humanos (versão v2) e sua predição de tolerância considera o número esperado de 

variantes para cada gene e o número encontrado. As contagens esperadas são baseadas 

em um modelo mutacional que leva em consideração o contexto, a cobertura e a metilação 

da sequência. Valores de pLI (probability of being loss-of-function intolerant) ≥ 0.9 

indicam que o gene é extremamente intolerante a variantes truncatórias. O preditor 

também apresenta o Z–score para variantes sinônimas e missenses, sendo que valores 

positivos indicam intolerância à variação e valores negativos foram dados a genes que 

tinham mais variantes que o esperado (KARCZEWSKI et al., 2020).   

Em uma análise de variantes, para priorização de genes é possível utilizar painéis 

já descritos na literatura. Também o Varelect (varelect.genecards.org), uma ferramenta 

online, pode ser usado para priorizar genes relacionados a diferentes fenótipos 

(STELZER et al., 2016). Também é fundamental em uma análise de variantes consultar 

o OMIM (omim.org/), um catálogo online com descrições dos genes relacionados a 

doenças e fenótipos humanos, sendo baseado na literatura biomédica publicada 

(AMBERGER et al., 2015). Outro banco de dados fundamental é o Clinvar 

(ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), uma plataforma colaborativa com curadoria na qual são 

depositadas informações sobre variantes, seus significados clínicos e evidências que 

suportam cada interpretação (HARRISON et al., 2016).  

Além da avaliação de padrões de herança autossômico recessivo, autossômico 

dominante e recessivo ligado ao X, cabe avaliar cuidadosamente os genes que sofrem 

imprinting (TONG et al., 2018). Nesse sentido, é útil o banco de dados geneimprint 

(geneimprint.com/site/genes-by-species).  

O sistema mais utilizado de classificação quanto à patogenicidade das variantes 

mendelianas germinativas são as diretrizes da ACMG (American College of Medical 

Genetics and Genomics) (RICHARDS et al., 2015), que atribuem um valor com base em 

vários critérios (frequência em bancos de dados populacionais, presença em indivíduos 

https://gnomad.broadinstitute.org/
https://omim.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.geneimprint.com/site/genes-by-species
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afetados se já relatada, segregação, estudos funcionais, informações obtidas em 

algoritmos preditores de efeito, etc.). Há regras para combinar todos os critérios e 

classificar cada variante como patogênica, provavelmente patogênica, significado incerto 

(VUS - Variant of Uncertain Significance), provavelmente benigna ou benigna. Alguns 

programas online como o Varsome (varsome.com - KOPANOS et al., 2019) e o Franklin 

(franklin.genoox.com) facilitam a classificação de acordo com diretrizes da ACMG. No 

entanto, é necessária uma cuidadosa curagem manual com dados específicos do caso 

clínico em estudo e seguindo as recomendações de Richards et al. (2015). Nessa curagem 

manual é importante, por exemplo, incluir quando disponível informação de que a 

variante é de novo ou herdada, o que interfere significativamente na classificação. Assim 

sendo, facilita a interpretação (embora aumente o custo) o sequenciamento de trios 

(paciente e seus pais), em vez de sequenciar apenas o probando. Em casos familiares, o 

sequenciamento de mais indivíduos também é útil para identificar a variante que causa a 

condição em análise.  

Entre as limitações das análises de exomas para detectar variantes clinicamente 

relevantes, está sensibilidade analítica, pois também há variantes causais em regiões não 

codificadoras, há áreas que são mais difíceis de sequenciar, além de limitações no 

conhecimento para interpretação de certas variantes (YOHE; THYAGARAJAN, 2017).  

 As CNVs (Copy-Number Variations), são variantes genéticas nas quais um 

segmento de DNA maior ou igual a 1 Kb está presente em número de cópias que difere 

do genoma de referência, podendo ser microscópicas ou – mais comumente - 

submicroscópicas. Assim como outros tipos de variantes genéticas, as CNVs contribuem 

de maneira importante para a diversidade humana, mas também podem estar relacionadas 

a doenças (FEUK; CARSON; SCHERER, 2006) através de vários mecanismos 

moleculares como interrupção ou fusão de genes, efeitos de dosagem e de posição 

(ZHANG et al., 2009).  

Métodos de análise cromossômica por microarranjos (CMA – Chromosome 

microarray analyses), tais como a hibridação genômica comparativa em microaaranjos 

(CGH-array) e microarranjos de polimorfismo de nucleotídeo únicos (SNP-array), são 

ferramentas para a identificação de microdeleções e microduplicações relacionadas a 

patologias de cunho genético (BEHJATI; TARPEY, 2013; KREPISCHI; et al., 2010; 

MILLER et al., 2010; VOSECKÁ; et al., 2014), tendo sido utilizadas inclusive na 

investigação de casos de obesidade sindrômica (D’ANGELO et al., 2013, 2018). 

https://varsome.com/
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O princípio técnico do CGH-array (Figura 7) é a competição do DNA do 

indivíduo analisado com um controle por sequências complementares (sondas) dispostas 

em uma matriz sólida. O DNA do paciente é marcado com um fluorocromo (cianina 5 ou 

3), enquanto o DNA controle é marcado com o outro. A fluorescência que se sobressai 

no escaneamento após a hibridação indica uma maior quantidade de hibridação, o que 

significa que tal trecho do genoma deve estar em mais cópias na amostra com aquela 

marcação (AHN et al., 2015; FEUK; CARSON; SCHERER, 2006; WEISS et al., 1999).  

 

Figura 7: CGH-array. 
 

 
 

A tecnologia de SNP-array foi inicialmente desenvolvida para genotipagem em 

larga escala em estudos de associação, mas aprimorada para detecção de CNVs (MAO; 

YOUNG; LU, 2007). Tais matrizes permitem, além da detecção de CNVs, identificar 

trechos em homozigose (regions of homozygosity - ROH); esses blocos em homozigose 

podem ser indicativos de dissomia uniparental (uniparental disomy - UPD) ou 

consanguinidade (DE LEEUW et al., 2011; SONG; SHAO, 2015). O advento dos 

microarranjos para detectar SNPs permitiu um incremento diagnóstico. É possível ainda 

combinar o CGH-array com o SNP-array em um único ensaio, otimizando o teste 

(WISZNIEWSKA et al., 2014).  

O princípio técnico do SNP-array é interrogar a presença de alelos em pontos em 

que variantes do tipo SNP são comuns. Antes de ser hibridado, o DNA genômico é 

processado por enzimas de restrição, há a ligação de adaptadores e PCR para produzir 

uma coleção de produtos com uma faixa de tamanho específico. Os produtos de PCR são 

então fragmentados e marcados com um fluorocromo para posterior hibridação às sondas 

em matriz sólida. Dependendo do seu genótipo, os fragmentos se ligam especificamente 
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à sonda de correspondência. É feito o escaneamento para detecção de intensidade de 

fluorescência, o que permite inferir número de cópias. Além dos dados do número de 

cópias, o SNP-array também produz um conjunto de dados genotípicos gerado pelas 

chamadas AA, AB ou BB, que representam as três possibilidades genotípicas normais 

para cada SNP. Isso permite a detecção ROH e UPD (NOWAK; HOFMANN; 

KOEFFLER, 2009). 

Na análise de CNVs, os seguintes parâmetros têm grande relevância:  

(1) Log R ratio: tal valor é obtido considerando-se a razão intensidade 

observada na amostra teste / intensidade da referência (WINCHESTER; YAU; 

RAGOUSSIS, 2009). Quando o número de cópias da amostra em estudo é 

similar ao da referência, o log R ratio fica em torno de zero. Valores inferiores 

indicam perda de material genético, enquanto valores superiores indicam 

ganho;  

(2) B-allele frequency (BAF): quantidade relativa de um alelo B quando 

comparado ao total de alelos (A e B). Um valor de BAF de 0,5 indica um 

genótipo heterozigoto (AB), enquanto 0 e 1 indicam genótipos homozigotos 

(AA e BB, respectivamente) (KEARNEY; KEARNEY; CONLIN, 2011; 

STAAF et al., 2008).  

Outro avanço importante é a possibilidade de se detectar CNVs a partir de dados 

de NGS.  Dessa forma, é possível obter dados de diversos tipos de variantes (SNVs, indels 

e CNVs) a partir de uma só técnica (GROSS et al., 2019; TROST et al., 2018), o que é 

custo-efetivo (VILLELA et al., 2017). Porém, as tecnologias baseadas em array ainda 

são frequentemente referidas na literatura como “padrão-ouro” para detecção de CNVs 

(BARTHA; GYŐRFFY, 2019; KILARU et al., 2020; YANG et al., 2017; YAO et al., 

2019).  

Diversas metodologias computacionais podem ser aplicadas à detecção e CNVs a 

partir de dados de NGS, são exemplos: 

(1) Read depth (RD - cobertura vertical): Assume que a profundidade da 

cobertura vertical em dada região está relacionada ao seu número de cópias. 

Trata-se do método de escolha para detecção de CNVs, porém dependem de 

alta cobertura para melhor desempenho (ZHAO et al., 2013). Muitos métodos 

estão disponíveis, não apenas utilizando RD, mas também em combinação com 

PEM: RDXplorer/EWT, mrFast, CNVnator, ReadDepth e Control-FREEC 

(DO NASCIMENTO; GUIMARAES, 2017). 
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(2) Paired-end mapping (PEM): As reads de ambas as orientações de 

sequenciamento são alinhadas ao genoma de referência e a maioria delas 

corresponde a pares concordantes. Os pares discordantes sugerem variantes 

estruturais. Um mapeamento discordante ocorre se a distância entre duas 

extremidades de um par de reads for significativamente diferente do tamanho 

médio. Se a distância mapeada de duas reads for maior / menor que a distância 

média predeterminada, isso indica um evento de exclusão / inserção 

(NGUYEN et al., 2016; ZHAO et al., 2013). Existem muitas ferramentas 

computacionais baseadas nessa abordagem (ex. PEMer, VariationHunter e 

BreakDancer) (DO NASCIMENTO; GUIMARAES, 2017). 

(3) Split read (SR): A estratégia é utilizar a leitura incompleta de reads 

mapeadas de cada par para identificar pequenas CNVs. Uma das reads do par 

se alinha ao genoma de referência, enquanto a outra pode não alinhar na mesma 

região ou alinhar apenas parcialmente. Tais leituras mal mapeadas indicam 

potenciais pontos de quebra. Os métodos SR dividem as leituras mal pareadas 

em vários fragmentos, sendo que o primeiro e o último fragmentos são 

alinhados ao genoma de referência em uma etapa de remapeamento, a fim de 

indicar posições genômicas dos eventos mutacionais (ZHAO et al., 2013). 

Algumas ferramentas computacionais desenvolvidas com base em SR: Pindel, 

SLOPE, AGE e SRiC (DO NASCIMENTO; GUIMARAES, 2017). 

(4) de novo assembly of a genome (AS): Os fragmentos de DNA (contigs) são 

reconstruídos a partir de reads curtas considerando sobreposições. Ao 

comparar os contigs reunidos ao genoma de referência, trechos com número de 

cópias discordantes podem ser detectados (ZHAO et al., 2013). Exemplos de 

ferramentas que utilizam essa abordagem: Velvet, Cortex Assembler, 

Magnolya e TIGRA (DO NASCIMENTO; GUIMARAES, 2017). 

As estratégias computacionais para detecção de CNVs podem ser utilizadas de 

maneira combinada para alcançar melhor sensibilidade e especificidade ao se superar as 

limitações inerentes a cada abordagem (NOWAKOWSKA, 2017; ZHAO et al., 2013). 

CNVs podem ser identificadas por WES, porém sua uniformidade (cobertura 

horizontal) é inferior à do WGS pois os exons não são uniformemente distribuídos no 

genoma, tornando difícil detectar alterações que envolvam longas regiões intergênicas. 

Além disso, há o viés introduzido pela captura do exoma, devido a variações de eficiência 

(WANG et al., 2015). Neste estudo, nós utilizamos a plataforma OneSeq da Agilent 
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Technologies (Santa Clara, CA), que promete contornar essas limitações, propiciando 

uma detecção robusta de CNVs, além das outras classes de variantes já corriqueiras na 

análise de exoma. Em suma, a captura OneSeq engloba três tipos de sondas: (1) sondas 

backbone para detecção de CNVs em genoma completo; (2) sondas para regiões com 

baixa frequência de SNVs, adequadas à detecção de ausência de heterozigose; (3) sondas 

para regiões exônicas, adequadas à deteção de SNVs e indels. Nosso grupo publicou um 

trabalho (VILLELA et al., 2017) no qual essa plataforma obteve resolução e sensibilidade 

semelhantes às fornecidas de ensaios baseados em array para detecção de CNVs. 

Uma das dificuldades enfrentadas com o refinamento técnico da citogenômica é 

distinguir eventos patogênicos de polimorfismos. Nesse sentido, a manutenção de 

registros detalhados de CNVs em populações normais e afetadas têm potencial de levar a 

classificações mais adequadas (FERGUSON-SMITH, 2015). Há importantes bancos de 

dados que auxiliam na tarefa de classificação de variantes congênitas quanto à 

patogenicidade. Alguns desses bancos são descritos abaixo: 

(1) Database of Genomic Variant (DGV - dgv.tcag.ca/dgv/app/home): reporta 

variantes estruturais identificadas em estudos com indivíduos controles, 

evidenciando quando se trata de uma variante comum. O DGV concentra-se em 

alterações genômicas que envolvem segmentos de DNA maiores que 1 Kb. 

Porém, alterações de 50pb ou mais também estão incluídas.  

(2) Database of Chromosomal Imbalances and Phenotype in Humans using 

Ensembl Resources (DECIPHER - decipher.sanger.ac.uk): faz uma compilação de 

variantes identificadas em indivíduos com fenótipo de doença, auxiliando na 

interpretação de sua patogenicidade. O banco contém dados de mais de 30.000 

pacientes.   

(3) Map of Developmental Delay: compilação de CNVs em duas coortes, uma 

de indivíduos com atraso no desenvolvimento e outra de controles. O estudo de 

Cooper et al. (2011) analisou amostras de 15.767 crianças com vários distúrbios 

de desenvolvimento e as compararam com 8.329 controles adultos para produzir 

um mapa detalhado. O estudo de Coe et al. (2014) expandiu ainda mais o mapa 

de morbidade analisando 13.318 novas amostras de casos, além de 11.255 novos 

controles.  

Cabe dizer que tais bancos podem ser consultados simultaneamente utilizando, 

por exemplo, o Genome Browser da UCSC (genome.ucsc.edu). Adicionalmente, 

https://genome.ucsc.edu/
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recomenda-se consultar na interpretação também o OMIM (omim.org) e a literatura 

científica. Também é relevante considerar: 

(1) Tamanho da CNV (variantes maiores têm maior potencial deletério); 

(2) Conteúdo gênico presente na CNV em análise (se contém uma sequência 

rica em genes ou não possui genes, se é composta principalmente de elementos 

repetitivos ou pseudogenes, investigar se os genes no intervalo são relatados como 

sensíveis à dosagem ou relacionados a condições clínicas);  

(3) Comparação com bancos de dados internos (rastreio da própria 

experiência) e externos (bancos de dados publicamente disponíveis). 

Nas recomendações da ACMG e Clinical Genome Resource (ClinGen) (RIGGS 

et al., 2020), para a interpretação do significado clínico das CNVs são atribuídas três 

categorias principais, são elas: 

(1) CNVs benignas: relatadas em várias publicações revisadas por pares ou 

anotadas em bancos de dados como benignas, sendo documentadas em >1% da 

população. É importante considerar cuidadosamente a dosagem, dado que 

duplicações de algumas regiões podem ser benignas, enquanto deleções do mesmo 

intervalo podem ter relevância clínica; 

(2) CNVs provavelmente benignas: se não há diferença estatisticamente 

significativa entre as observações em casos e controles; variantes observadas com 

frequência na população geral (embora inferior a 1%); 

(3) VUS: se é grande o suficiente para relatar, mas não possui genes; quando 

contém um pequeno número de genes, mas não se sabe se são sensíveis à dosagem; 

se descrita em várias publicações e/ou bancos de dados de maneira contraditória; 

se está dentro de um gene mas com efeito pouco claro no quadro de leitura; 

(4) CNVs provavelmente patogênicas: se há fortes evidências para sugerir que 

são causadoras de doenças, mas ainda não o suficiente para afirmar 

definitivamente a patogenicidade. As evidências podem incluir: deleções 

envolvendo a extremidade 5' (mais a sequência de codificação adicional) de genes 

haploinsuficientes; (2) deleções envolvendo múltiplos éxons em um gene 

haploinsuficiente; e deleções ou duplicações envolvendo genes com múltiplos 

relatos de fenótipos consistentes e altamente específicos; 

(5) CNVs patogênicas: se a natureza patogênica da CNV não pode ser 

questionada. Exemplos de evidências: quando a relação com fenótipos clínicos é 

consistente em várias publicações revisadas por pares, com penetrância e 

https://www.omim.org/
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expressividade bem documentadas, mesmo que reduzidas e/ou variáveis; CNVs 

que se sobrepõem completamente a uma região sensível à dosagem bem 

estabelecida; e CNVs multigênicas nas quais pelo menos um gene é conhecido 

por ser sensível à dosagem, mesmo que o efeito dos outros genes seja de 

significância incerta. 

A classificação de CNVs é limitada ao conhecimento científico existente. Uma 

CNV classificada como VUS pode ser reclassificada futuramente à luz de novas 

informações (NOWAKOWSKA, 2017). O mesmo se aplica à interpretação de SNVs e 

indels (RICHARDS et al., 2015). 

Por vezes, a variante causal pode estar em um gene até então não relacionado na 

literatura à condição clínica em estudo. Após a identificação de genes candidatos, pode 

ser um desafio identificar o papel desses genes e determinar como sua disfunção afeta a 

fisiopatologia (SETH; STEMPLE; BARROSO, 2013). Um diagnóstico molecular 

conclusivo é fundamental para que se prestar o melhor atendimento ao paciente, prever o 

prognóstico e para o aconselhamento genético da família (RODENBURG, 2018). Para a 

validação funcional, são muito importantes, por exemplo, os estudos funcionais baseados 

em modelos animais (CHAO et al., 2019; PEREZ et al., 2019; SALAZAR-SILVA et al., 

2021) e celulares (HAACK et al., 2015; LIM et al., 2022), além da identificação de outros 

casos com fenótipos sobrepostos, o que pode ser facilitado através de plataformas como 

o GeneMatcher (genematcher.org/), que promove contatos entre pessoas com interesse 

em um mesmo gene (SOBREIRA et al., 2015).  
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Capítulo 1.4 

Zebrafish como modelo para estudo de doenças genéticas  

 

 

 As técnicas de sequenciamento de nova geração têm permitido a identificação de 

genes candidatos para diversas doenças genéticas raras (ADAMSON; SHERIDAN; 

GRIERSON, 2018). Modelos animais são amplamente utilizados experimentalmente 

para elucidar questões biomédicas (ANDERSEN; WINTER, 2019); é possível alterar 

seus genes para induzir doenças genéticas humanas (SIMMONS, 2008), permitindo a 

validação de genes candidatos e também a investigação de mecanismos fisiopatológicos. 

Nos últimos anos, a edição genética mediada por CRISPR-Cas9 tem se mostrado uma 

técnica útil para alterar genes específicos em diversos tipos celulares e modelos animais 

(PEREIRA, 2016).  

O zebrafish (Danio rerio) é bastante utilizado como modelo animal para o estudo 

de doenças humanas (SANTORIELLO; ZON, 2012; SPENCE et al., 2007), o que inclui 

doenças metabólicas - como a obesidade (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018) - e do 

neurodesenvolvimento (DE ABREU et al., 2020; LIU et al., 2018; MENEGHETTI et al., 

2019; PEREZ et al., 2019). Tem considerável tolerância a grandes variações ambientais 

(temperatura, pH, etc.) e é facilmente reproduzido, o que também o torna atrativo para 

pesquisas científicas (DAMMSKI et al., 2011). Além disso, trata-se de um modelo 

significantemente mais barato que mamíferos (VELDMAN; LIN, 2008). 

O zebrafish é um peixe de água doce, da ordem Telostei, família Cyprinidae 

(LOPES, 2018). Tem origem asiática, de rios da Índia, Bangladesh e Nepal (DAMMSKI 

et al., 2011). Ele é conhecido como paulistinha no Brasil (LOPES, 2018). Em ambiente 

natural, geralmente é encontrado em águas rasas, paradas ou de baixa movimentação. É 

uma espécie gregária, isto é, que se agrupa em populações (LAWRENCE, 2007). 

Costumam ser encontrados em pequenos cardumes de cinco a 20 indivíduos, mas também 

podem ser grupos maiores (DAMMSKI et al., 2011), com até centenas de indivíduos 

(SURIYAMPOLA et al., 2016). 

O genoma do zebrafish, que está completamente sequenciado, apresenta uma 

considerável semelhança com o genoma humano Além disso, vários sistemas e órgãos 

desse modelo são bastante similares aos dos humanos (SETH; STEMPLE; BARROSO, 

2013). Cerca de 70% dos genes associados a doenças humanas possuem ortólogos 
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funcionais óbvios no genoma de zebrafish (HOWE et al., 2013; SANTORIELLO; ZON, 

2012). Outras vantagens são o rápido desenvolvimento e grande prole, o que reduz o 

tempo e o custo em relação a outros modelos também muito utilizados, como é o caso do 

camundongo (SETH; STEMPLE; BARROSO, 2013).  

O corpo do zebrafish adulto é alongado, coberto por escamas, com cabeça curta 

(10-15% do corpo), narina protuberante e boca inclinada e voltada para cima. A 

mandíbula superior é protrusiva, o que torna a abertura da boca grande e ajuda na sucção 

de alimentos. As listras são uma característica marcante na espécie. Adultos têm, de cada 

lado, cinco listras com cor entre preto e azul, alternadas com listras mais claras. Também 

merecem destaque os opérculos, que são placas ósseas que protegem as brânquias, 

responsáveis pelas trocas gasosas, balanço osmótico e excreção de compostos 

nitrogenados (DAMMSKI et al., 2011). Alguns detalhes de sua anatomia são 

apresentados na Figura 1.  

 

Figura 1: Anatomia externa do zebrafish adulto. 

 

 

Machos são geralmente mais delgados e ligeiramente mais escuros que as fêmeas, 

sendo possível diferenciá-los visualmente (Figura 2). Internamente, os machos têm um 

par de testículos e as fêmeas têm ovários contendo ovócitos (DAMMSKI et al., 2011). 

Uma particularidade do zebrafish é que ele não tem cromossomos sexuais e não foi 

identificado um gene que possa direcionar a determinação sexual de maneira semelhante 

ao que ocorre em mamíferos e aves. O mecanismo de determinação sexual em zebrafish 

não é totalmente compreendido. Acredita-se que há vários genes envolvidos, mas sabe-

se também que a temperatura tem influência no desenvolvimento gonadal. Temperaturas 

elevadas durante a embriogênese e estágio larval causam masculinização. Há também 

casos de fêmeas com reversão sexual induzida por temperatura elevada, que são as que 

possuem testículos e têm perfis de expressão gênica semelhantes aos machos normais 

(HOSSEINI et al., 2019). 
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Figura 2: Diferenciação visual de fêmeas e machos de zebrafish.  

 

Superior: fêmea; inferior: macho. Animais adultos. Fonte: Braunbeck e Lammer, 2005. 

 
 

Uma das principais características do zebrafish é sua grande prolificidade 

(DAMMSKI et al., 2011). Eles podem colocar de 200 a 300 ovos semanalmente 

(SANTORIELLO; ZON, 2012), a fertilização é externa e a liberação dos gametas 

depende da liberação de feromônios tanto pelos machos quanto pelas fêmeas. Pelo 

impacto positivo dessas interações no acasalamento, é importante manter machos e 

fêmeas compartilhando a mesma água por pelo menos 12 horas antes do acasalamento. 

Além disso, a ovulação é influenciada por fotoperíodo: ocorre normalmente um pouco 

antes do amanhecer e a desova começa nas primeiras horas de luz do dia (DAMMSKI et 

al., 2011). 

O zebrafish é tipicamente diurno, sendo mais ativo nas primeiras horas da manhã. 

Eles dormem durante a noite, embora não exclusivamente. Muitos dos seus processos 

fisiológicos são governados por um padrão circadiano, sendo altamente dependentes do 

estabelecimento de um fotoperíodo regular. Interrupções no ciclo de iluminação podem 

acarretar problemas, especialmente no ciclo reprodutivo (DAMMSKI et al., 2011). 

O zebrafish atinge maturidade sexual em três a seis meses pós-fertilização, a 

depender das condições ambientais (densidade populacional, temperatura e 

disponibilidade de alimento). Em condições apropriadas, o zebrafish é capaz de se 

reproduzir continuamente durante a maturidade sexual. As fêmeas são capazes de desovar 

diariamente, no entanto é recomendável um intervalo de descanso de uma semana entre 

posturas para produção de mais ovos viáveis (DAMMSKI et al., 2011). 

Os embriões de zebrafish são transparentes e se desenvolvem fora do corpo, o que 

facilita a visualização de seu desenvolvimento (SANTORIELLO; ZON, 2012; SPENCE 

et al., 2007). Além disso, são visíveis a olho nu (0,7 milímetro de diâmetro no momento 

da fertilização) e isso, combinado com o desenvolvimento fora do corpo, facilita sua 

manipulação (SPENCE et al., 2007). Em contraste, o acesso a gametas, zigotos e 
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embriões de mamíferos é dificultado pelo desenvolvimento intrauterino, o que é um 

limitante técnico para edição gênica.  

Uma estrutura importante do ovo de zebrafish (Figura 3) é o córion, uma 

membrana acelular transparente que reveste e protege o ovo até a eclosão (VALLIM, 

2019), que geralmente ocorre em 2,5-3 dias pós-fertilização, quando se encerra a fase 

embrionária e começa a larval (DAMMSKI et al., 2011). A maior parte do ovo de 

zebrafish é ocupada pelo vitelo (GARCIA; FERNÁNDEZ, 2012), do qual o embrião se 

nutre e também as larvas durante algum tempo após a eclosão. As larvas são dependentes 

das reservas do saco vitelínico, que ainda é utilizado por um ou dois dias após o início da 

alimentação exógena e é totalmente absorvido até aproximadamente o sétimo dia pós-

eclosão (DAMMSKI et al., 2011). 

 

Figura 3: Morfologia do ovo de zebrafish.  

 

O zebrafish passa pelos estágios embrionário, larval (a partir da eclosão), juvenil 

e adulto (DAMMSKI et al., 2011). Seu desenvolvimento é bastante rápido. Precursores 

de todos os principais órgãos se desenvolvem dentro de 36 horas e as larvas apresentam 

comportamento de busca por alimentos cerca de cinco dias pós-fertilização (SPENCE et 

al., 2007). Com 90 dias, o zebrafish é considerado adulto (DAMMSKI et al., 2011). Sua 

expectativa de vida é de, em média, 3,5 anos, podendo viver até 5,5 anos (GERHARD et 

al., 2002). Aspectos importantes do desenvolvimento do zebrafish são apresentados na 

Figura 4 e Quadro 1.  

O zebrafish é onívoro. Sua dieta natural consiste principalmente de zooplâncton e 

insetos (SPENCE et al., 2007). No contexto experimental, costuma-se aplicar dietas 

industrializadas e, algumas vezes, também se utiliza o crustáceo artêmia (Artemia nauplii) 

(DAMMSKI et al., 2011; SPENCE et al., 2007). Os cistos de artêmia são 

metabolicamente inativos quando mantidos em ambientes secos, mas eclodem em 18 a 
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24 horas se mantidos em água salgada, podendo ser oferecidos como alimento ao 

zebrafish (DAMMSKI et al., 2011). 

 

Figura 4: Representação esquemática do desenvolvimento inicial do zebrafish.  

 

 

Quadro 1: Principais estágios do desenvolvimento do zebrafish pós-eclosão e respectivo 

tamanho 

Estágio (dias) Comprimento (mm) 

larva jovem (3) 3,5 

larva (14) 6 

juvenil (30) 10 

adulto (90) 20* 

*Os adultos seguem crescendo e podem alcançar 40 a 50mm. Fonte: DAMMSKI et al., 2011. 

 
 

No zebrafish, de maneira semelhante ao que ocorre em mamíferos, os excessos de 

nutrientes são armazenados sob a forma de grandes gotículas lipídicas uniloculares em 

adipócitos brancos (Figura 5). Isso contrasta com os modelos Drosophila e 

Caenorhabditis elegans, em que a gordura é armazenada em células não especializadas 

(dentro do corpo gordo ou intestino, respectivamente) que realizam várias outras funções 

além do armazenamento de lipídios (SETH; STEMPLE; BARROSO, 2013). 
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Figura 5: Tecido adiposo de zebrafish normal (A) e obeso (B). 

 
Fonte: Novel Zebrafish Model for Human Obesity (Epidermal Stem Cell Lab - Chung Yuan Christian University), 

disponível em http://cdhsiao.weebly.com/research.html 

 

A regulação da homeostase de energia do zebrafish envolve uma interação 

complexa entre órgãos múltiplos e sinais endócrinos. Ele é considerado um bom modelo 

para estudar doenças metabólicas, pois possui todos os órgãos-chave necessários para o 

controle metabólico em seres humanos, o que inclui os circuitos de apetite presentes no 

hipotálamo (o receptor de leptina e as proteínas do sistema de melanocortina são 

expressos), pâncreas e tecidos sensíveis à insulina (fígado, músculo e tecido adiposo 

branco). Os depósitos de tecido adiposo marrom, no entanto, não foram identificados 

nesse modelo (SETH; STEMPLE; BARROSO, 2013).  

Historicamente, camundongos foram muito utilizados como organismos modelo 

para estudos sobre aprendizado (VISSERS; GILISSEN; VELTMAN, 2016). Mais 

recentemente, o zebrafish tem sido também utilizado como modelo para estudos de genes 

relacionados à deficiência intelectual (GUDMUNDSSON et al., 2019; O’RAWE et al., 

2015), principalmente em função de seu baixo custo de criação e mais rápido 

desenvolvimento (VISSERS; GILISSEN; VELTMAN, 2016).   

Para dar suporte a estudos envolvendo zebrafish, comumente utiliza-se as 

informações contidas no ZFIN (Zebrafish Information Network - zfin.org), no qual 

pesquisadores de todo o mundo depositam seus achados sobre esse modelo. Trata-se de 

uma ferramenta com curadoria criada em 1994 com ampla variedade de dados. Contém, 

por exemplo, dados genéticos, informações sobre linhas transgênicas, modelos de 

doenças humanas, expressão gênica, fenótipos, ortologia, regras de nomenclatura e 

instruções de manejo (BRADFORD; ET AL., 2017; HOWE et al., 2013).  

Há protocolos bem estabelecidos para a edição de genes de zebrafish utilizando 

CRISPR-Cas9 (HRUSCHA; SCHMID, 2015; OTA et al., 2014; VEJNAR et al., 2016; 
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XIE et al., 2016) e essa ferramenta tem sido utilizada para gerar modelos de estudo de 

diversas doenças humanas (LIU et al., 2018; MENEGHETTI et al., 2019; PEREZ et al., 

2019). Neste estudo, utilizamos o protocolo proposto por Vejnar e colaboradores (2016) 

para desenvolver um modelo para estudo da síndrome de Xia-Gibbs. Também há 

protocolos bem estabelecidos de criopresenvação de gametas de zebrafish, o que é 

fundamental para backup de recursos genéticos valiosos, como linhagens editadas 

geneticamente (BERGHMANS et al., 2004; DIOGO et al., 2018; MORRIS et al., 2003). 
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Capítulo 2 

Investigação genética de casos de obesidade sindrômica: 

artigo original e relatos de casos 

  

 

 

 

 

Neste segundo capítulo, apresentamos quatro artigos que 

versam sobre a investigação genética de casos de obesidade 

sindrômica. O primeiro (2.1) descreve o estudo de uma 

casuística de 20 indivíduos com obesidade sindrômica, 

publicado no International Journal of Obesity. 

 

O segundo artigo (2.2) é um relato de caso envolvendo o gene 

MYT1L, derivado da casuística de 2.1, acrescido de uma 

revisão de casos da literatura. Esse artigo foi publicado na 

revista Obesity Research & Clinical Practice. 

 

O terceiro artigo (2.3), publicado no Journal of Intellectual 

Disability Research, relata dois casos de deficiência intelectual 

sindrômica envolvendo o gene MED13L, sendo um familial e 

um isolado. O caso isolado deriva da casuística de 2.1.  

 

O artigo apresentado em 2.4 relata um caso de obesidade 

sindrômica envolvendo o gene SCAF4. Embora não faça parte 

de 2.1 por ter sido analisado posteriormente, o estudo do 

paciente é pertinente para o tema da tese. Esse artigo foi aceito 

recentemente pela revista American Journal of Medical 

Genetics: Parte A. Trata-se do segundo trabalho que relaciona 

SCAF4 a uma doença mendeliana do neurodesenvolvimento. 
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Genetic investigation of syndromic forms of obesity 
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Genetic investigation of syndromic forms of obesity
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Background: Syndromic obesity (SO) refers to obesity with additional phenotypes, including intellectual disability (ID)/developmental
delay (DD), dysmorphic features, or organ-specific abnormalities. SO is rare, has high phenotypic variability, and frequently follows a
monogenic pattern of inheritance. However, the genetic etiology of most cases of SO has not been elucidated. Subjects and
methods: In this study, we investigated 20 SO patients by whole-exome sequencing (WES) trios to identify causal genetic variants.
Results: 4/20 patients had negative results for array comparative genomic hybridization (aCGH) analyses. In the remaining 15
patients, in addition to SNVs and indels, CNVs were also evaluated. Pathogenic/likely pathogenic (P/LP) SNVs/indels were detected in
6/20 patients (involving MED13L, AHDC1, EHMT1, MYT1L, GRIA3, and SETD1A), while two patients carried an inherited VUS. In addition,
P/LP CNVs were observed in 3/15 patients (involving SATG2, KIAA0442, and MEIS2). Conclusions: All nine detected P/LP variants
involved genes already known to lead to syndromic ID/DD; however, for only two genes (EHMT1 and MYT1L) is the link with obesity
well established. This is the first study applying a comprehensive genomic investigation of an SO cohort, showing a high diagnostic
yield (~47%). Additionally, our findings suggested that several known ID/DD genes may also predispose individuals to SO.

International Journal of Obesity; https://doi.org/10.1038/s41366-022-01149-5

INTRODUCTION
Syndromic obesity (SO) refers to obesity occurring with additional
phenotypes such as dysmorphic features or organ-specific
developmental abnormalities [1, 2], but the majority of patients
have intellectual disability (ID)/developmental delay (DD) [3, 4]. SO
is rare [4], presents high phenotypic variability [2], and frequently
follows a monogenic pattern of inheritance [2, 4].
Kaur and colleagues (2017) [4] reported that only few cases of

SO described in the literature (19/79 analyzed) had their genetic
etiology elucidated. The gap in knowledge regarding genetic
etiologies of SO impairs genetic counseling and hinders the
development of therapeutic approaches.
In the present study, we investigated the genetic etiology of 20

cases of SO based on the analysis of copy-number variations
(CNVs), single-nucleotide variants (SNVs), and small insertions and
deletions (indels) using data from whole-exome sequencing (WES)
of parent-proband trios.

SUBJECTS AND METHODS
Patients
The cohort comprised 20 patients with a clinical diagnosis of SO (16 males
and 4 females; 1.35 to 22.64 years, x ̄= 9.9 ± 5.3 SD). Supplementary
material contains clinical features data (ST1) and obesity scores (SF1).

Cognitive impairment was established in most cases based on
developmental milestones, school reports, and the ability to perform daily
tasks, self-care, and communication. To determine the presence of
polyphagia, we considered the parents’ answers regarding behavior
towards food.
All patients had negative results for:

karyotype (G-banding);
methylation test of SNURF-SNRPN exon 1(Prader-Willi syndrome
region);
MLPA SALSA P064, P036, and P070 (MRC-Holland);
Fragile X syndrome (AmplideX PCR/CE FMR1–Asuragen).

NGS sequencing
We extracted DNA from peripheral blood samples of the trios (60
individuals). Of the 20 patients investigated, five already had a previous
array comparative genomic hybridization (aCGH) analysis with negative
results. For the other 15 patients, we analyzed CNVs, in addition to SNVs
and indels, from sequencing data. For the 15 patients without previous
CNV analyses, we used Oneseq+SureSelect Human All Exon V6 (Agilent
Technologies) for capture, which contains probes both for detection of
CNVs and for exonic regions (SNVs and indels). In the other five patients
(patients 7, 8, 10, 14, and 19—ST1), exome libraries were built using
SureSelect Human All Exon V5 (Agilent Technologies) (Fig. 1). The samples
were sequenced using HiSeq (Illumina) paired-end sequencing.
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The raw data were aligned to the GRCh37/hg19 reference genome using
the Burrows–Wheeler Aligner (BWA) and processed with GATK.

CNV analysis of NGS data
BAM files of 15 trios were analyzed using the Nexus Copy Number™
software (v.9-BioDiscovery) with a significance threshold of 1.0E-8. Log2
ratio and B allele frequency (BAF) values were plotted along chromosomal
coordinates. As a reference, we used sex-matched BAM files.
The CNVs were classified according to the European Guidelines for

constitutional cytogenomics analyses [5].

SNV and indel analysis
For analysis of SNVs and indels, the NGS data of each trio were analyzed
using VarSeq software (Golden Helix). We used the following strategies:

Read depths ≥10, genotype qualities ≥17;
Low frequency on 1KG Phase3, gnomAD, and ABraOM: ≤0.01 for

dominant and ≤0.03 for the recessive inheritance hypothesis;
Missense and loss-of-function variants according to Ensembl Genome
Browser;
Gene panels: Panelapp—Severe early-onset obesity 2.3, Maltese et al.,
2018 [6], SYSID;
VarElect program;
ClinVar, OMIM, and Geneimprint database;
UPD14 verification by genotypic comparison of mother-proband.

To classify the variants of the SNVs and indels types according to their
pathogenicity, we used the American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) guidelines [7] using the Varsome program. Family
segregation analysis involving other relatives was performed by Sanger
sequencing.

RESULTS
In nine patients, pathogenic/likely pathogenic (P/LP) variants that
explained the phenotype were detected (Fig. 1 and Table 1). P/LP
CNVs were detected in 3/15 patients, and P/LP SNVs or indels were
detected in 6/20 patients. Two patients showed missense variants
classified as VUS (variant of unknown significance), all inherited.
No candidate variants were identified for Patients 12–20.

DISCUSSION
The combination of CNV, SNV, and indel analysis of NGS data led
to a high diagnostic yield (7/15; ~47%) in a SO cohort with

previous negative results for Prader-Willi, karyotyping, and Fragile-
X syndrome.
All nine P/LP variants identified involved genes known to lead

to syndromic ID/DD. In only two patients (6 and 7), the causal
relation between the genes involved and SO is well established
(EHMT1 and MYT1L). Patient 6 has a loss-of-function variant in the
EHMT1 gene, which haploinsufficiency leads to Kleefstra syndrome
1, characterized by ID/DD, childhood hypotonia, and distinct facial
features; BMI > 25 is present in 30–40% of patients [8].
Patient 7 has a MYT1L loss-of-function variant. In a recent review

of patients with MYT1L variants [9], we showed that 71% of
individuals with heterozygous MYT1L SNVs or indels have obesity/
overweight.
The remaining seven P/LP variants involve genes not previously

associated with obesity. One aspect is that obesity is most often
multifactorial and highly prevalent in the population. In Brazil, 35%
of adults are overweight and 32% have obesity, while 9% of
children aged 0 to 5 years have obesity/overweight (https://sisaps.
saude.gov.br/sisvan/relatoriopublico/index - 2020 data). Therefore,
high BMI values are likely to be present in syndromic patients,
regardless of their underlying genetic defect. Accordingly, studies
investigating the genetic etiology of SO also identified variants
mapped to ID genes in which obesity is not a central feature
[1, 4, 10].
On the other hand, there is a higher prevalence of obesity

among people with cognitive impairment [11, 12]. Additionally,
most patients in our cohort had behavioral problems (see ST1) and
there is a relationship between obesity and psychiatric disorders
[13]. Some psychiatric drugs may induce weight gain [14] and
some patients in our cohort used such medications, including
risperidone (patients 1 and 4), quetiapine (patient 3), periciazine
(patient 15), imipramine (patient 8) and chlorpromazine
(patient 8).
In a recent study in a cohort of SO conducted by us, P/LP CNVs

were identified by aCGH in 67/279 (24%) patients [1]. Vuillaume
and colleagues [10] obtained a similar value (23%). In the present
study, we identified three patients carrying likely causative CNVs
(3/15; 20%), encompassing genes not previously associated with
obesity.
We detected a familial case of two maternal half brothers

carrying a X-chromosome microduplication encompassing STAG2.
Although the mother must be an obligate carrier, the variant was
not detected in her peripheral blood DNA. The proband (patient 1)
has obesity, but his brother BMI is in the normal range.
Patient 2 had a 4.4 Mb duplication including KIAA0442, whose

loss-of-function are related to syndromic ID. Although the impact
of duplications has not been described, several characteristics of
KIAA0442 haploinsufficiency [15] were present in patient 2, such as
kyphosis and genital malformation.
Patient 3 has a microdeletion involving MEIS2, and the

phenotype is compatible with haploinsufficiency of this gene [16].
Currently, there is no study in the SO literature reporting a

genome-wide evaluation of pathogenic SNV/indel variants based
on WES. In 2018, Kleinendorst and colleagues [17] investigated
patients with suspected genetic obesity (syndromic and nonsyn-
dromic) using a targeted gene panel of 55 genes, with P/LP
variants in 9.3% of the patients. Most of the identified variants,
however, were linked to nonsyndromic monogenic forms of
obesity.
We identified six P/LP SNVs or indels, only two of which

involving genes previously associated with SO. Patient 5 had
AHDC1 loss-of-function. Although obesity is not among the
described features of this syndrome, some patients have
obsession with food and satiety dysfunctions (personal commu-
nication: Dr. Richard Gibbs, who described this syndrome in 2014
[18] and Xia-Gibbs Society).
The clinical case of patient 4, which involves a MED13L

frameshift variant, is described in detail in a recent publication

Fig. 1 Genetic investigation workflow of SO etiology in our cohort
and positive results distribution. We selected 20 patients who met
the inclusion criteria. NGS sequencing of these patients and their
parents (trios) was performed. Two types of capture were used.
Whereas 5 of the patients already had CNV analysis by aCGH with a
negative result, the sequencing of the trios was performed using
SureSelect Human All Exon V5 (Agilent Technologies—California,
USA) capture, and for them, only SNVs and indels were analyzed,
which led us to 2 positive results (2/5= 40%). For the others (15
trios), sequencing Oneseq+ V6 SureSelect Human All Exon (Agilent
Technologies—California, USA) was performed to analyze CNVs,
SNVs and indels. A total of 4/15 were positive for SNVs/indels, and 3/
15 were positive for CNVs, totaling 7/15 (47%). The genes involved in
the positive findings are those shown in italic calligraphy.
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by our group [19]. Patient 8 has a GRIA3 pathogenic variant in
hemizygosis, that explained his phenotype [20].
Patient 9 and his affected father carry a SETD1A(NM_014712.3):

c.2761G>A(p.Asp921Asn), which could partly explain the pheno-
type. Deleterious— including missense—heterozygous variants in
SETD1A cause a neurodevelopmental disorder characterized by
speech impairment, dysmorphic facial features and behavioral
problems [21]. In an analysis of 15 individuals with SETD1A
variants, Kummeling and colleagues (2020) [21] found only three
with obesity, which is lower than the population frequency.
Additionally, 6/15 individuals analyzed by them had visual
impairment, and patient 9 had mild color deficiency.
Patient 11 has a variant previously described in a publication

[22] as pathogenic in the SHH gene, presenting incomplete
penetrance and variable expressiveness. Patient´s 11 phenotype
was not suggestive of variants in this gene.
Patient 10 has a VUS in BRWD3, a gene related to a recessive

X-linked form of ID. We performed segregation analysis for
brother, maternal grandmother, aunt, and uncle. The variant was
identified in all women and was absent in the tested men, so it
could not be excluded as VUS.
In conclusion, methods of genome-wide investigation (DNA

microarray and whole exome/genome sequencing) should be
prioritized over the target sequencing of well-characterized SO
gene panels. The simultaneous analysis of CNVs, SNVs, and indels
using NGS data is a cost-effective option for SO genetic
investigation. Our study is the first to apply a comprehensive
genomic investigation of an SO cohort, showing a high diagnostic
yield and additionally suggesting that several genes known to
cause ID may also predispose to SO.
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Figure 1: Genetic investigation workflow of SO etiology in our cohort and positive results distribution. 

 

We selected 20 patients who met the inclusion criteria. NGS sequencing of these patients and their parents (trios) was 

performed. Two types of capture were used. Whereas 5 of the patients already had CNV analysis by aCGH with a negative 

result, the sequencing of the trios was performed using SureSelect Human All Exon V5 (Agilent Technologies—California, 

USA) capture, and for them, only SNVs and indels were analyzed, which led us to 2 positive results (2/5 = 40%). For the others 

(15 trios), sequencing Oneseq + V6 SureSelect Human All Exon (Agilent Technologies—California, USA) was performed to 

analyze CNVs, SNVs and indels. A total of 4/15 were positive for SNVs/indels, and 3/15 were positive for CNVs, totaling 

7/15 (47%). The genes involved in the positive findings are those shown in italic calligraphy. 

 

Nota da autora: reapresentamos aqui a Figura 1 do Capítulo 2.1 em cores e maior tamanho. Também foi 

acrescentado o gene SETD1A ao esquema, que por um equívoco faltava na versão que foi publicada. No 

texto do artigo, no entanto, esse gene estava apresentado corretamente.  
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ST1 – Clinical features of the group of 20 patients with syndromic obesity. 
 

case age sex 
anthropometric 

data 
cognition and 

communication 
eating behavior social behavior other clinical features family history 

1 12.4y M 

BMI z core 3.63 
(obesity); 

OFC 56cm 
 

at birth: 2.28kg, 
49cm; OFC 

34cm 

ID, speech 
impairment 

polyphagia; picks up hidden 
food; he vomits after eating  

anxious; nervous; gnaws 
nails; bite himself; cries a lot 
without apparent motivation; 

autism diagnosis 

motor-coordination difficulties; 
narrow forehead; low implantation 
of hair on the forehead; big ears; 

retrognathism; short neck; 
bilateral clinodactyly (4th finger); 

short thumb; hypospadias 

 

non-consanguineous 
parents; his father has 
obesity; his maternal 

half-brother has 
speech delay, ID, 

motor DD, 
hypospadias, and 

autism diagnosis; there 
are other cases of ID in 

the mother's family 
 

2 16.5y M 

BMI z score 3.9 
(obesity) 

 
 

at birth: 2.66kg, 
45.5cm; OFC 

34cm 
 
 

obs.: started to 
gain a lot of 
weight at 18 

months of age 

speech impairment 
polyphagia; binge eating 
since 18 months of age; 

frequently vomiting  

skin lesions suggestive of 
self-harm and skin picking; 
stubbornness; attacks of 

aggressiveness 
 

 

few fetal movements; neonatal 
hypotonia; suction deficit with 

need for tube feeding; his mother 
had gestational diabetes and the 

insulin was not properly 
administered; was born with 

hypoglycemia and has diabetes; 
perspires a lot; arthrosis in both 

knees; vision problems; motor DD; 
already had a seizure without 

fever;  kyphosis; hypogenitalism; 
testicles were not found by 

ultrasound; large arms; 
hepatomegaly and grade II liver 

steatosis; renal glomerular 
function preserved on the left and 
depressed on the right; bone age 

incompatible (advanced); 
macrostomy; macrognathism; carp 

mouth; frontal bossing 
 

non-consanguineous 
parents; no similar 

cases in the family; the 
patient has a 7-year-

old brother with partial 
paralysis (neonatal 

anoxia); three 
abortions between the 
siblings; has a healthy 
paternal half-brother 

(12-year-old) 

3 13y M 
 

BMI z score 
2.61; 

 
moderate ID; 

speech impairment 

at 2 years old he had reflux 
and lost weight very fast; he 
does not currently overeat 

 

is organized, thorough, had a 
habit of washing his hands 
repeatedly; was aggressive 

for no apparent reason 

 

bilateral cleft palate and absent 
uvula; karyotype 46,XY,inv(9) - 

normal variant; turricephaly; 
neonatal hypotonia with difficulty 

 

non-consanguineous 
parents; an abortion 
after 4,5 months of 
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ST1 – Clinical features of the group of 20 patients with syndromic obesity. 
 

OFC 59.8cm 
(+3.77 SD – 

macrocephaly) 
 
 

at birth: 3.8kg, 
51cm 

 

before he started taking 
psychiatric drugs; does not 

make friends at school 

sucking; do not sleep without 
medication; decreased fetal 

movements; use of forceps; did 
not cry at birth; cyanosis at birth; 
motor DD (walked with more than 

4 years of age); has urinary 
incontinence; recurrent infections 

(pneumonia, sinusitis); heart 
murmurs; big ears; auricular 
appendages (had surgery to 
correct); myopia; nasal voice; 
everted upper lip; inverted and 

spread nipples; bilateral 
clinodactyly (5th finger); café au 
lait spots; has difficulty walking 

 

pregnancy; a healthy 
18-year-old sister 

4 22.6y F 

BMI 40.16 
(obesity - grade 

IIII) 
 

at birth: 3.26kg, 
48cm; OFC 

34cm 

mild ID 
polyphagia after  

17 years old; vomits 

 

low social skills; after 17 
years old, she presented 

obsessive-compulsive 
aggressive behaviour, 

anxiety, trichotillomania, skin 
picking, and self-harm; there 

were also reports of 
hallucinations 

 

congenital clubfoot; motor DD; 
motor coordination problems; 

macrostomy; macroglossia; short 
neck; hypotonia since birth; 

excessive salivation;  
sleeps a lot 

non-consanguineous 
parents; she has a 
healthy 19-year-old 
sister; there were no 

abortions 

5 4y M 

BMI z score 
5.70 (obesity) 

 
at birth: 3.35kg 

 
obs.: at 1 year-6 
months his OFC 

was 54cm 
(+4.67 SD - 

macrocephaly) 

global DD; do not 
speak 

childhood feeding problems 
(used tube feeding) and little 

weight gain; presently 
presents polyphagia; 

episodes of choking mainly 
with liquids 

autism diagnosis; repetitive 
attitudes; agitation; self-
mutilation; is afraid of 

people; he has attacks of 
aggression but at other times 

he is affectionate 

 

reduced fetal movements; 
neonatal hypotonia; suction 

difficulty; hypogenitalism; motor 
DD; body thermal instability in 

childhood; snores; 
small mouth; low nasal bridge; 

protruding ears; almond-shaped 
eyes; club-foot; exacerbated 

patellar reflex; corpus callosum 
dysgenesis; presence of mega 

cisterna magna; accentuation of 
the grooves between the cortical 
gyres, volume reduction of the 
periventricular and subcortical 
white matter with irregular ex-

non-consanguineous 
parents; has a brother 
and two half-siblings, 

all healthy 
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ST1 – Clinical features of the group of 20 patients with syndromic obesity. 
 

vacum dilation of the lateral 
ventricles and the 3rd ventricle 

 

6 15.8y M 

BMI z score 
3.32 (obesity) 

 
at birth: 3.9kg, 

49cm 
 

obs.: obesity 
concentrated 

mainly on thighs 
and abdomen; 

rapid and 
excessive 

weight gain 
between 3 and 6 

years of age 

ID; speech 
impairment 

polyphagia; gets angry when 
food is denied 

aggressiveness; pokes nails 
of hands and feet; skin 

picking; stereotyped 
movements; autism 

diagnosis 

 

decreased fetal movements; 
transverse palmar creases;  he 
did not suck and had to be fed 

with a syringe; hypotonia up to 8 
months; motor DD;  has 
tachycardia even at rest; 

turricephaly; narrow forehead; 
posteorized and malformed ears;  

synophrys; narrow eyelid slits; 
microstomy; thick lips; carp-

shaped mouth; constantly keeps 
his mouth open; strabismus of the 

right eye; wide neck; 
macroglossia;  decreased pain 

sensitivity; hearing loss;  
volumetric reduction of the brain;  

telecanthus; high myopia;  
absence seizures; sleeps little and 

sometimes does not sleep 
 

non-consanguineous 
parents; two apparently 

normal paternal half-
sisters; report of a case 
of deaf individual in the 

family 

7 10.3y M 

 

BMI z score: 
3.49 (obesity) 
OFC: 58.5 cm 
(+3.92 SD – 

macrocephaly) 
 

at birth: 
3.32kg, 47cm. 

 
obs.: abdominal 

fat 
 

ID polyphagia 
anxious; aggressive behavior 

when food is denied 

did not cry at birth; gynecomastia; 
divergent strabismus; frontal 

bossing; telecanthus; 
hypogenitalism; cryptorchidism; 
↑LDL; had seizures at age three 

with fever; asthma 

non-consanguineous 
parents; four healthy 

siblings; maternal 
grandfather had heart 
and mental problems 

8 6.9y M 

 

BMI z score 
4.62; 

OFC 57.5cm 
(+4.03 SD – 

macrocephaly) 

global DD; speech 
impairment 

polyphagia; looks for food at 
night; vomits frequently 

 

skin picking and self-
mutilation; he has tried to 
mutilate his penis a few 

times; stubborn; he has fits 
of violence over food; rapid 

 

reduction of fetal movements in 
relation to his sister; didn't suck; 
motor DD; big ears; synophrys; 

enophthalmia (both eyes), straight 
eyebrows; triangular mouth, short 

 

non-consanguineous 
parents; no history of 
abortions; the patient 

has a healthy 13-year-
old sister 

123



ST1 – Clinical features of the group of 20 patients with syndromic obesity. 
 

 
at birth: 

3.46kg, 47cm; 
OFC 39cm 
(+1.92 SD) 

 
obs.: fast weight 
gain before one 
year of age; at 8 
months of age 
already had 

obesity 
 

mood swings; hyperactivity; 
usually puts objects in the 

ear and mouth; often 
wheezing 

neck; hypogenitalism; transitional 
palmar folds; healing difficulty; 

hepatomegaly; moderate hepatic 
steatosis; ↑gamma-GT; ↑total 

cholesterol, ↑HDL; ↑LDL 
↑triglycerides; ↑insulin; 

incompatible bone age (+4.01 
SD); apnea; only sleeps with 

medication 

9 15.5y M 

BMI z score 
2.51 (obesity); 
OFC 55.5cm 

 
at birth: 3.08kg, 
46,8cm; OFC 

33cm 

mild ID; speech 
impairment 

- 

has friends at school and is 
sociable; anxious; 

psychomotor agitation; 
repetitive movements and 
speeches (repeats what 
people say); suspected 

autistic spectrum; 
 until the age of 7 he walked 
with his arms raised; he is 

not aggressive 

motor DD; mild color blindness 
(Ishihara test); hypogenitalism; 

unilateral cryptorchidism; 
gynecomastia; normal suction at 

birth; presented hypotonia; 
brachycephaly; microstomy; 

macrognathism; thick lips; short 
neck; bilateral clinodactyly of the 
5th fingers; hypothyroidism; café 
au lait spot in the cervical region; 

white hair early 

 

non-consanguineous 
parents; report of 

spontaneous abortion; 
the father has ID and 
obesity (he weighed 
220kg, today weighs 
110kg); the father's 
aunt is deaf and has 
ID; the patient has an 
apparently healthy 25-
year-old sister despite 

her short stature 
(1.45m) 

 

10 6.9y M 

 

BMI z score 
4.82; 

OFC 59cm 
(+5.1 SD – 

macrocephaly) 
 

at birth: 4.55kg, 
56cm. 

 
obs.: gained 

weight from the 
first month 

 

talk a lot (all the 
time); cannot read; 
finds it difficult to 
pronounce some 

words 

polyphagia; looks for food  
at night 

agitated; aggressiveness; hit 
people; scratches himself 

 
does not control urination; 

hypogenitalism; brachycephaly; 
protruding ears (7 cm); strabismus 

of the left eye; sunken eyes; 
micrognathism; short neck; arms 
measuring 16cm; sydney palmar 
crease; the mother had urinary 
infections in the 2nd and 3rd 
trimester and used antibiotics 

non-consanguineous 
parents; the patient's 

mother has obesity and 
finds it difficult to 
pronounce some 

words; the mother's 
brother is infertile; the 

patient has a healthy 3-
year-old brother; there 
are no similar cases in 

the family 
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ST1 – Clinical features of the group of 20 patients with syndromic obesity. 
 

11 6.8y M 

 

BMI z-score 
4.48; 

OFC 53.5cm 
 

at birth: 2.18kg, 
44cm; 

OFC 30cm 
(-2.58 SD - 

microcephaly) 
 

obs: protruding 
abdomen and 
thick thighs 

 

global DD; speech 
impairment 

polyphagia 

anxiety; aggressiveness; 
agitation; stubbornness; lies; 
beat the sisters; obsessive-
compulsive behavior; skin 

picking 

began to suck two days after birth; 
hypotonia; cryptorchidism (right); 

motor DD; hypogenitalism; narrow 
forehead; low implantation of hair 

on the forehead; small ears; 
transitional palmar crease; 

decreased pain sensitivity; slept a 
lot, got to sleep 26 hours straight 

non-consanguineous 
parents; patient has 

two sisters and one of 
them presented 

learning disability; 
parents don't know if 

there are similar cases 
in the family 

12 4.7y M 

 

BMI z score 
6.27 (obesity) 

 
at birth: normal 

weight  
 

obs.: started to 

gain weight at 
the age of two; 
abdominal and 

thigh fat 
 

speech impairment 
polyphagia; cries and 

screams if food is denied; 
looks for food at night 

does not accept routine 
changes; anxious; does not 

let it be examined; skin-
picking; obsessive-

compulsive behavior; already 
showed aggressiveness 

suction difficulty; cyanosis at birth; 
uses diapers outside the home; 

already had reflux; 
hypopigmentation in relation to 

parents; short neck, 
brachycephaly, telecanthus, 

decreased pain sensitivity; motor 
DD (firm head at 1 year-2 months 

old). 

parents are first 
cousins; autistic 
brother; paternal 
grandfather has 

epilepsy since birth; 
mother's cousin has 

microcephaly. 

13 13.3y F 

 
BMI z score 

2.49 
 
 

at birth: 2.5kg, 
53cm 

 
 

obs.:  started to 
gain weight at 

the age of seven 
 

speech impairment 
polyphagia; gets angry when 

food is denied 
gnaws nails; skin picking; 
attacks family members 

 

was slow to start crying at birth; 
started to suck after leaving the 
maternity hospital; cyanosis and 

jaundice at birth; presented 
hypotonia; needed to be woken up 

to suckle; decreased pain 
sensitivity; hyperextensible 

fingers; at the age of 6 she had 
developed breasts; menarche at 7 
years; frontal bossing; small ears; 
straight eyebrows; thick lips; small 
hands; single palmar fold in both 

hands 
 

4th cousin parents; 
there are no similar 

cases in the family; the 
patient has two sisters, 
(18 and 14 years old), 

both healthy 
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ST1 – Clinical features of the group of 20 patients with syndromic obesity. 
 

14 9.2y M 

 

BMI z score 
4.51; 

OFC 57.5cm 
(+3.61 SD - 

macrocephaly) 
 

at birth: 2.75kg, 
49cm. 

 
obs.: started to 

gain weight from 
the age of two 

 

learning disability 

polyphagia from the age of 
five; he vomits; as a baby, 
breastfeeding had to be 

supplemented with a bottle  

anxious; rides a bicycle all 
day; the use of sibutramine 
to treat obesity made him 

more anxious and 
aggressive and had crying 

spells 

the mother had a urinary tract 
infection during pregnancy and 
use of antibiotics; hypertension 

and fever spikes during 
pregnancy; reduction of fetal 

movements in relation to siblings; 
he cried at birth; reflux; sunken 
eyes; narrow eyelid cleft; small 

nose; microstomy; 
macrognathism; short neck; short 

fingers 

non-consanguineous 
parents; the patient 

has two healthy 
paternal half-brothers 

and three healthy 
maternal half-siblings 
(two women and one 
man); paternal half-
sister of the patient's 
mother has epilepsy 

15 5.6y F 

 
BMI z score 

5.18 
 

at birth: 3.37kg, 
48.5cm; OFC 

34.5cm 
 

speech impairment - 

 

didn't socialize when she 
went to school; is 

hyperactive; does not like to 
stay indoors; imitates people; 
she didn't follow the rules at 
school and just wanted to 
stay in the play area; she 

likes water a lot, goes 
swimming every day 

 

 

46,XY,inv(9) - normal variant; has 
difficulty controlling sphincters; big 

ears; straight eyebrows;  
synophrys; small nose; 

macrognathism; tent pitch; café au 
lait spots;  sleep problems, she 

changed the day for the night for 6 
months 

 

non-consanguineous 
parents; there is no 

report of abortions; has 
no siblings 

16 1.4y M 

BMI z score 
8.38; 

OFC 50.5cm 
(+2.4 SD – 

macrocephaly). 
 
 

at birth: 3.42kg, 
51cm 

 

- - - 

 

when he was born, his 
temperature dropped and he had 
tremors; congenital atrial septal 

defect, but closed spontaneously; 
hypogenitalism; high and wide 

forehead; high implantation of hair 
on the forehead; big ears; small 

saddle nose with reversed 
nostrils; microstomy; 

macrognathism; hallux facing 
upwards; trident-looking hand; 
nystagmus; to fix the vision, he 

turns his head to the side; visual 
acuity within the lower normal 

limit; retinal mapping found that 
both eyes have pale optic nerves, 

faint outlines, blemishes with 

non-consanguineous 
parents; report of 

spontaneous abortion; 
the patient has one 

brother and one sister 
(both healthy) 
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preserved brightness, vessels of 
normal conformation; US revealed 
a choroid plexus cyst on the right 

 

17 3.2y F 

BMI z score 
6.51 

 
at birth: 

3.20kg, 51cm; 
OFC 33.5cm 

 
obs.: at 9 

months she was 
18kg; has typical 

PWS fat 
distribution 

- 
polyphagia since 2 years of 

age; gets angry when food is 
denied 

lies saying that her parents 
don't feed her; rapid mood 

swings; difficulty with routine 
changes; skin picking 

 

didn't suck when she was born; 
has hypertension and diabetes; 
hepatic steatosis; heart murmur; 
apnea; constipation; she has had 
pneumonia several times and a 
severe kidney infection; frontal 
bossing; sunken eyes; saddle 

nose; microstomy; 
macrognathism; triangular mouth, 

short neck; clinodactyly; 
hypopigmentation (skin and hair 
are light in relation to the family); 

viscous saliva 
 

non-consanguineous 
parents; the patient 
has no siblings and 
there is no history of 

abortions 

18 10.4y M 

BMI z score 
3.80; 

OFC 53cm 
 

at birth: 
2.7kg, 47cm. 

 
obs.: typical 

PWS fat 
distribution 

global DD; speech 
impairment; doesn't 
read, doesn't write 

and doesn't do math 

polyphagia 
he has no bouts of violence; 

is stubborn; skin picking 

 

motor DD (sat unsupported over a 
year old and walked almost two 

years old); had seizures with fever 
at 2 years of age; frontal bossing; 

low implantation of hair on the 
forehead; big ears; reversed 

nostrils; macrostomy; 
macrognathism; thin upper lip; 
tent-shaped mouth; short neck; 

hypogenitalism; unilateral 
cryptoquidism; retracted penis; 

clinodactyly (4th and 5th fingers); 
apnea; breath through mouth only 

 

non-consanguineous 
parents; the patient 
has no siblings; a 

niece’s daughter of the 
patient's father was 

born blind and has ID 

19 10.1y M 

 

BMI z score 
4.63; 

OFC 54cm 
 

at birth: 
2.47kg, 47cm 

 

- 
polyphagia; looks for food at 

night; vomits 
behaves calmly; bites the 

lower lip compulsively 

 

hydronephrosis discovered during 
pregnancy; one-year-old 

nephrectomy; malformed left ear; 
reversed nostrils; thick lips; short 

neck; gynecomastia; 
hypomelanosis of Ito; transverse 

palmar fold; strabismus; 

non-consanguineous 
parents; there are no 
similar cases in the 

family; the patient has 
a healthy five-year-old 

sister 
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obs.: started to 
gain weight at 

the age of 5; has 
a protruding 

abdomen 
 

hyperopia; ↓FSH, ↓LH, 
↓testosterone 

20 9.5y M 

 

BMI z score 
3.79 (obesity); 

OFC 57cm 
 

at birth: almost 
5kg 

 

- polyphagia; food anxiety 
quiet; cries when stressed; 

not aggressive 

 

turricephaly; diabetes; 
hypothyroidism; asthma; normal 

suction at birth; did not cry at birth; 
wear a diaper at night; 

posteorized ears; narrow eyes; 
thick lips; short neck; transitional 

palmar crease; vitiligo 
 

non-consanguineous 
parents; has a 19-year-

old sister and a 15-
year-old brother, both 

healthy 
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SF1 - Obesity score measurements 

 
 

Black arrows indicate the obesity level of each patient (1 to 20). The blue color represents 
overweight scores, while the green color represents a normal range. The red to black color range 
indicates increasing levels of obesity. (A) BMI z scores for children. Obesity is diagnosed when 
the BMI z score > 2 SD. x̄ = mean. (B) BMI of the only adult patient. Obesity is diagnosed when 
BMI > 30, with values ≥ 40 corresponding to grade III obesity. The mean BMI z score was +4.45 
(±1.50 SD),  
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a  b  s  t  r  a  c  t

Background:  Pathogenic  variants  involving  the  MYT1L gene  lead  to  an  autosomal  dominant  form  of syn-
dromic  obesity,  characterized  by  polyphagia,  intellectual  disability/developmental  delay,  and  behavioral
problems,  and  that  a  characteristic  facial  phenotype  does  not  seem  to be recognizable.
Methods:  Trio  whole  exome  sequencing  was  performed  in a 10-year-old  Brazilian  male  presenting
polyphagia,  severe  early-onset  obesity,  intellectual  disability,  speech  delay,  macrocephaly,  frontal  boss-
ing, telecanthus,  strabismus,  and  hypogenitalism.  Additionally,  we  performed  a literature  review  of
patients  carrying  non-copy  number  MYT1L  variants.
Results: A  de  novo  genetic  variant  not  previously  reported  in MYT1L  (NM  015025.4:c.2990C  >  A) was  iden-
tified  in  the proband  and  classified  as  pathogenic.  From  a literature  search,  22  further  patients  carrying
non-copy  number  MYT1L  variants  were identified,  evidencing  that  although  the  associated  phenotype  is
quite  variable,  intellectual  disability/developmental  and  speech  delays  are  always  present.  Further,  most
patients have  obesity  or overweight  due  to polyphagia.  Macrocephaly,  strabismus,  behavioral  problems,
and  hand/feet  malformations  are also  recurrent  features.
Conclusions:  We  described  the  first  Brazilian  case  of  MYT1L  related  syndrome  and  highlighted  clinical
characteristics  based  on  the  literature.  Other  syndromic  forms  of  obesity  such  as  Prader-Willi,  Bardet-
Biedl,  Börjeson-Forssman-Lehmann,  MORM,  Cohen,  Alstrom,  and  Kleefstra  type  1 syndromes  should  be
considered  in  the  differential  diagnosis.  Further,  although  obesity  is frequent,  it  is  not  an  obligatory
feature  of  all carriers  of  MYT1L  mutations.

© 2021  Published  by  Elsevier  Ltd on  behalf  of  Asia  Oceania  Association  for  the  Study  of Obesity.

Abbreviations: ABESO, Brazilian Association for the Study of Obesity and Metabolic Syndrome; ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; BAM, Binary
Alignment Map; BMI, Body mass index; CGH, Comparative genomic hybridization; CNV, Copy Number Variation; DD, Developmental Delay; EEG, Electroencephalogram; ID,
Intellectual Disability; LDL, Low Density Lipoproteins; MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; MORM,  Mental retardation, truncal obesity, retinal dystrophy
and  micropenis syndrome; MRI, Magnetic Resonance Imaging; MYT1L, Myelin Transcription Factor 1-Like; myt1la, MYT1L zebrafish orthologue A; myt1lb, MYT1L zebrafish
orthologue; NR, Not Reported; OFC, Occipitofrontal Circumference; pLI, probability of being loss-of-function intolerant; SD, Standard Deviation; SNV, Single Nucleotide
Variation; VCF, Variant Call Format; WES, Whole Exome Sequencing; y, year.

∗ Corresponding author at: University of Sao Paulo, Institute of Biosciences, Department of Genetics and Evolutionary Biology, Human Genetics Research Laboratory – LIGH,
Matão  Street, lane 14, number 277 – room 350, São Paulo, SP 05508-090, Brazil.

E-mail addresses: lauralara@usp.br (L.M.L. Carvalho), carlasustek@gmail.com (C.S. D’Angelo), drzan@drzan.com.br (Z. Mustacchi), itojal@accamargo.org.br (I.T. da Silva),
ana.krepischi@ib.usp.br (A.C.V. Krepischi), cpkoiffm@ib.usp.br (C.P. Koiffmann), carlarosenberg@ib.usp.br (C. Rosenberg).

https://doi.org/10.1016/j.orcp.2021.01.001
1871-403X/© 2021 Published by Elsevier Ltd on behalf of Asia Oceania Association for the Study of Obesity.

131

https://doi.org/10.1016/j.orcp.2021.01.001
http://www.sciencedirect.com/science/journal/1871403X
http://www.elsevier.com/locate/orcp
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.orcp.2021.01.001&domain=pdf
mailto:lauralara@usp.br
mailto:carlasustek@gmail.com
mailto:drzan@drzan.com.br
mailto:itojal@accamargo.org.br
mailto:ana.krepischi@ib.usp.br
mailto:cpkoiffm@ib.usp.br
mailto:carlarosenberg@ib.usp.br
https://doi.org/10.1016/j.orcp.2021.01.001


L.M.L. Carvalho et al. Obesity Research & Clinical Practice 15 (2021) 124–132

Introduction

Syndromic obesity is an umbrella term used to describe cases
of obesity occurring with additional phenotypes [1,2], includ-
ing intellectual disability, dysmorphic features, or organ-specific
developmental abnormalities [2]. These conditions are rare [3,4]
and highly variable [5,6]. In a significant number of patients, syn-
dromic obesity follows a Mendelian pattern of inheritance and may
occur by the altered expression of genes with pleiotropic effects.
Although these genes are usually autosomal or X-linked [4] in most
cases, their etiology cannot be defined [4,7].

Prader-Willi and Bardet-Biedl are the best known genetic syn-
dromes in which obesity is a central feature, but there are many
other syndromic forms of obesity described in the literature, such
as type 1, Kleefstra, Börjeson-Forssman-Lehmann, MORM (men-
tal retardation, truncal obesity, retinal dystrophy and micropenis),
Alstrom, and Cohen syndromes, amongst others [4].

Copy number variants (CNV), indels and single-nucleotide
variants (SNVs) involving MYT1L gene (Myelin Transcription Fac-
tor 1-Like – OMIM*613084) can cause an autosomal dominant
syndromic form of obesity, characterized by polyphagia, intel-
lectual disability/developmental delay, and behavioral problems.
However, a characteristic facial phenotype does not seem to be
recognizable [8–10] (OMIM#616521).

Using parents-proband trio and whole exome sequencing
(WES), a novel genetic variant (NM 015025.4:c.2990C > A) disrupt-
ing the MYT1L gene was detected in a patient presenting severe
early-onset syndromic obesity; this nonsense variant was not
detected in his parents.

Additionally, we reviewed 22 further cases of indel/SNV MYT1L
variants to improve the clinical spectrum description of the syn-
drome.

Patient and methods

Case report

Clinical features
The proband was part of a cohort originally referred for testing

for Prader-Willi syndrome in which all patients presented obesity
and intellectual disability. The Patient (Fig. 1A and B) is the child
of a non-consanguineous healthy couple and has four healthy half-
siblings (Fig. 1C). There are no similar cases in the family. Birth
occurred at 39 weeks of pregnancy and he was born with 3.315 kg
weight (35 percentile) and 47 cm height (12 percentile). He didn’t
cry at birth and, although he was able to suck, he had to stay in
hospital for the first 10 days because of respiratory distress and
jaundice. Early developmental milestones were not documented in
medical records, but were eventually obtained by familial report-
ing: he was described as having normal developmental milestones,
supporting his head at 3 months, sitting without support at 6
months, and walking at 1-year-1-month. He had seizures at the
age of three during a fever.

On physical examination at 10 years and 4 months of age, his
weight was 71.5 kg and height 146 cm [BMI (Body Mass Index)
z-score: 3.49 – obesity]. He exhibited telecanthus (internal inter-
canthal distance 3.8 cm;  external intercanthal distance 11 cm),
divergent strabismus, macrostomy, macrognathism, frontal boss-
ing, macrocephaly [58.5 cm of occipitofrontal circumference – OFC
(>99 percentile; +3.92 SD)], gynecomastia (possibly due to obesity),
and hypogenitalism without cryptorchidism.

He is not able to read or grasp any mathematical principles.
Although intellectual development is clearly delayed, he has not
been formally evaluated. He has speech delay, is very anxious,
wants to eat all the time (polyphagia), and can be aggressive when
food is denied.

Doppler echocardiography, electroencephalogram (EEG), brain
Magnetic Resonance Imaging (MRI) and Computed Tomography
results were all normal. LDL values were high (131 mg/dL, values
less than 110 mg/dL are normal in healthy children and adolescents
[11]).

Genetic investigation
The patient was seen at the syndromic obesity outpatient ser-

vice of our University, where samples of peripheral blood from the
patient and his parents were collected for genetic investigation.

Because the patient has been referred for Prader-Willi inves-
tigation, initially the following genetic tests were performed, all
with normal results: MLPA (salsa P064 for the main microdele-
tion syndromes, P036 and P070 to examine subtelomeric regions
– MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands), and methylation test of
the Prader-Willi region (exon 1 of SNURF-SNRPN). After obtaining
negative results in these tests, we  performed an array-CGH (60K,
Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA), allowing identi-
fication of CNVs throughout the genome. However, we were unable
to identify CNVs that could explain the patient’s clinical status.

Whole-exome sequencing (WES) from the proband and his
unaffected parents (SureSelectXT Human All Exon V5 – Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA) was performed for the
detection of SNVs and indels. The raw paired-end reads were
aligned to the GRCh37/hg19 reference genome using the Burrows-
Wheeler Aligner – BWA  [12], and pre-processed according to GATK
toolkit [13].

The trio-WES was  analyzed using the VarSeq software (Golden
Helix, Bozeman, MT,  USA). VCF data was used for annotation and
filtering of genetic variants. Visual verification of the findings was
made using data from the BAM files. The following annotation
and filtering strategies were used: read depths ≥10, genotype
qualities ≥17 (based on the Phred score), population frequency
(1KG Phase3, gnomAD, NHLBI and ABraOM), missense and loss-
of-function variants were selected. We  examined the genes from
syndromic obesity (Severe early-onset obesity 2.3, and Maltese
et al., 2018 [14]), intellectual disability (SYSID) and developmen-
tal delay (DD – gene2phenotype) panels. We  tested all modes of
inheritance: starting by a hypothesis of dominant (investigation
of variants de novo), followed by recessive autosomal or X-linked
(homozygosity, compound heterozygosis, and hemizygosity), and
imprinting (using geneimprint database). The approach used does
not allow a secure evaluation of mitochondrial variants.

Compilation of literature data to help establishing the phenotypic
spectrum

It is known that CNVs at 2p25.3 can lead to a clinical condition
characterized by intellectual disability with early-onset of obesity
[1,16,17]. The most frequent type of variation described for MYT1L
are microdeletions [8,9]. In 2015, De Rocker et al. (2015) [8] studied
20 patients with microdeletions or microduplications in 2p25.3.
The authors concluded that since MYT1L was the only gene that
was  commonly disrupted or lost in these cases, this indicated that
this gene was  the probable cause of the observed phenotypes, with
haploinsufficiency as the most likely mechanism.

Additionally, nonsense, frameshift, missense and splice-site
variants were described in the literature [8–10,18–21]. We  re-
classified these variants according to the ACMG criteria [15].

In Table 1 we present the BMI  z-scores for individuals under
18 years of age. For children, the diagnosis of obesity occurs
when the BMI  z-score >+2 SD (standard deviation) for age
and sex and is considered overweight when the BMI  z-score
is between +1 and +2 [22]. For adults, overweight is defined
as a BMI  between 25.0 and 29.99, and obesity as a BMI  ≥30
[23]. For BMI  and BMI  z-score calculations, we used the ABESO
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Table 1
Characteristics of 22 patients with SNV/indel MYT1L variants and pathogenicity classification according to ACMG criteria.

Reference Age Sex Genetic variant Classification
(ACMG criteria)

ID/DD Speech
Delay

Anthropometric
features

Polyphagia Behavior Dysmorphic
facial features

Other features

Nonsense
variants

Patient of this
publication

10.3y M NM 015025.4:c.2990C > A
p.Ser997*
-  exon 21 of 25
- nonsense
- de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2,
PM6)

+ + BMI  z-score: 3.49
(obesity)
OFC: 58.5 cm
(+3.92 SD –
macrocephaly)

+ Aggressive
behavior when
food is denied,
anxious

Divergent
strabismus,
frontal bossing,
telecanthus.

Hypogenitalism,
high LDL values.

de  Rocker et al.,
(2015)8 – Patient
15

13.5y M NM 015025.4:c.1917T > G
rs869320676
p.Tyr639*
-  exon 14 of 25
- nonsense
- inheritance not determined

Pathogenic
(PVS1, PM2)

+ + BMI  z-score: 1.52
(overweight)
OFC: 54 cm
(−0.23 SD)

NR Autism Brachycephaly,
upward slant,
narrow eyes

NR

Blanchet et al.
(2017)10

- Patient 7

5y F NM 015025.4:c.2671C > T
p.Arg891*
-  exon 18 of 25
- nonsense
- de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2,
PM6)

+ + BMI  z-score: 3.05
(obesity)
OFC: 51.5 cm
(+0.84 SD)

+ NR Strabismus Hyperopia

Windheuser et al.
(2020)9 –
Individual 1

12.4y M NM 015025.2:c.1531G > T
p.Gly511*
-  exon 11 of 25
- nonsense
- de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2,
PM6)

+ + Small for
gestational age.
Primary
microcephaly.
BMI  z-score
−0.52 (normal
weight) and OFC
52.5 (−0.94 SD)

Absent(*) Aggressive
outbursts.

NR Mild
hypothyroidism
at 2 years.

Windheuser et al.
(2020)9 –
Individual 4

6.3y F NM 015025.2:c.223C > T
rs1258062046
p.Arg75*
-  exon 9 of 25
-  nonsense
- de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2,
PM6)

+ + BMI  z-score: 1.32
(overweight)
OFC: 50 cm
(−0.77 SD)

NR Autism,
aggressiveness
and self-injurious
behavior, sleep
disturbance

Long Face, thick
and horizontal
eyebrows, small
vermillion,
pointed chin,
simple ears

Bilateral inguinal
hernia, joint
hypermobility
and instability,
gait abnormality,
muscular
hypotonia, limb
hypertonia,
increased tendon
reflexes

Windheuser et al.
(2020)9 –
Individual 6a

27y M NM 015025.4:c.3118A > T
p.Lys1040*
-  exon 22 of 25
- nonsense
- inherited from affected
father.

Pathogenic
(PVS1, PM2)

+ + BMI: 24.34
(normal weight)
OFC information
not available

NR ADHD, aggressive
and self-injurious
behavior.

Broad nasal
bridge, wide
nasal tip, short
philtrum, large
ears, hyperplastic
ear lobes, wide
mouth,
irregularly
spaced teeth

Hearing
impairment,
systolic heart
murmurs, mild
gastroesophageal
reflux, relatively
small hands,
micro-orchidism,
myopia.
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Table 1 (Continued)

Reference Age Sex Genetic variant Classification
(ACMG criteria)

ID/DD Speech
Delay

Anthropometric
features

Polyphagia Behavior Dysmorphic
facial features

Other features

Windheuser et al.
(2020)9 –
Individual 6b
(father of 6a)

56y M NM 015025.4:c.3118A > T
p.Lys1040*
- exon 22 of 25
- nonsense
- inheritance not determined

Pathogenic
(PVS1, PM2)

+  NR BMI: 26.26
(overweight)
OFC information
not available

NR Aggressive
outbursts.
Hyperactivity.

Mild strabismus,
bulbous and
rounded nasal
tip, short and
broad philtrum,
wide mouth,
widely spaced
teeth, thick lower
lip.

Epilepsy until
puberty.

Frameshift
variants

Loid  et al.
(2018)18

13.8y M NM 015025.2:
c.2215 2224delACGCGCTGCC
rs1253072668
p.Thr739Alafs*7
- exon 15 of 25
- frameshift deletion
- de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2,
PM6)

+ + BMI  z-score: 2.61
(obesity)
Normal OFC at
birth

+ Aggressive
behavior, ADHD

Strabismus Problems with
balance

Blanchet  et al.
(2017)10

- Patient 1

10y F NM 015025.4:c.1298delT
p.Leu433Argfs*16
- exon 10 of 25
- frameshift deletion
- de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2,
PM6)

+ + BMI  z-score: 3.29
(obesity)
OFC: 55.6 cm
(+2.56 SD –
macrocephaly)

+ Autism Bilateral
strabismus

Echinovarus,
camptodactyly
gastroesophageal
reflux, never
walked
independently

Blanchet et al.
(2017)10

- Patient 6

15y F NM 015025.4: c.2220 2229
delCTGCCGCGAG
p.Glu743Argfs*3
-  exon 15 of 25
- frameshift deletion
- de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2,
PM6)

+ + BMI  z-score: 0.64
(normal weight)
OFC: 52.5 cm
(−1.52 SD)

Absent NR Not dysmorphic

Splice  variants
sdddsvariants

de Ligt et al.
(2012)19 – Trio
92/de Rocker
et al., (2015)8 –
Patient 14

12.7y F NM 015025.4: c.2636+1G > A
rs869320675
-  intron 17 of 24
-  splice donor variant
-  de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2, PM6,
PP3)

+ + Central obesity NR Stereotypic
movements,
autism

Broad base and
bridge of the
nose, large
mouth

Neonatal feeding
difficulties

Blanchet  et al.
(2017)10

- Patient 4

28y F NM 015025.4: c.1703+1G > A
-  intron 12 of 24 position
- splice donor variant
-  de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2, PM6,
PP3)

+ + Obesity
OFC: 55 cm
(+0.62 SD)

+ Autism,
aggressive and
self-injurious
behavior, and
ADHD

NR Hydrocephalus,
ventricular
shunt, spina
bifida, spastic
paraparesis

Windheuser et al.
(2020)9 –
Individual 2(**)

8y F NM 015025.4: c.2769-2A > G
-  intron 19 of 24
-  splice acceptor variant
-  de novo

Pathogenic
(PVS1, PM2, PM6,
PP3)

+ + BMI  z-score: 4.1
(obesity)
OFC: 54 cm
(+1.21 SD)

+ Aggressive
outbursts sleep
disturbances

Narrow palpebral
fissures

Increased noise
and pain
sensitivity, rough
voice, short neck,
tapering fingers,
sandal gap, short
distal phalanges
of the toes with
small nails

Missense
variants

Blanchet et al.
(2017)10

- Patient 2

9y M NM 015025.4:
c.1700G > A(***)

rs878853045
p.Arg567Gln
- exon 12 of 25
- missense
- de novo

Pathogenic (PM1,
PM2, PM6, PP2,
PP3, PP5)

+ NR BMI  z-score: 1.54
(overweight)
OFC: 54.5 cm
(+1.45 SD)

+ NR NR Posterior
plagiocephaly,
5th finger
clinodactyly,
ataxic gait,
cerebral atrophy
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Table 1 (Continued)

Reference Age Sex Genetic variant Classification
(ACMG criteria)

ID/DD Speech
Delay

Anthropometric
features

Polyphagia Behavior Dysmorphic
facial features

Other features

Windheuser et al.
(2020)9 –
Individual 5

1.6y M NM 015025.4:
c.1700G > C(***)

p.Arg567Pro
- exon 12 of 25
- missense
- de novo

Likely Pathogenic
(PM1, PM2, PM5,
PM6, PP2, PP3)

+ + BMI  z-score: 1.85
(overweight)
OFC: 50 cm
(+1.55 SD)

NR Friendly, poor
eye fixation

Strabismus, high
and broad
forehead, flat
midface,
deep-set eyes,
broad and flat
nasal bridge,
small mouth
with downturned
corners

Puffy hands and
feet, tapering
fingers, rather
short fifth fingers

Blanchet  et al.
(2017)10

- Patient 3

10y M NM 015025.4: c.1672C > T
rs1558371790
p.His558Tyr
- exon 12 of 25
- missense
- de novo

Pathogenic (PM1,
PM2, PM6, PP2,
PP3)

+ + BMI  z-score: 0.86
(normal weight)
OFC: 54 cm
(+0.84 SD)

+ ADHD NR Dyspraxia,
astigmatism

Blanchet  et al.
(2017)10

- Patient 5

17y F NM 015025.4: c.1553-T > C
rs1057519560
p.Leu518Pro
- exon 11 of 25
- missense
- de novo

Likely Pathogenic
(PM2, PP2, PM6,
PP3)

+ + BMI  z-score: 2.26
(obesity)
OFC information
not available

+ Autism NR Complex partial
seizures from 11
years old

Blanchet  et al.
(2017)10

- Patient 8

3y F NM 015025.4: c.1564C > A
p.His522Asn
- exon 11 of 25
- missense
- de novo

Likely Pathogenic
(PM2, PM6, PP2,
PP3)

+ + BMI  z-score: 0.67
(normal weight)
OFC: 51 cm
(+1.59 SD)

Absent Autism NR Absence seizures,
thinning of the
corpus callosum

Blanchet et al.
(2017)10

- Patient 9

13y M NM 015025.4: c.1579G > A
p.Gly527Arg
-  exon 11 of 25
- missense
- de novo

Pathogenic (PM2,
PM6, PP2, PP3,
PP5):

+ + BMI  z-score: 0.38
(normal weight)
OFC: 53 cm
(−0.80 SD)

NR ADHD, sleep
disturbances

NR

al  Tuwaijri and
Alfadhel (2019)20

10y F NM 001303052.2:
c.1585G > A
rs1275489527
p.Gly529Arg
- exon 11 of 25
- missense
- de novo

Pathogenic (PM2,
PM6, PP2, PP3,
PP5)

+ + BMI  z-score: 3.26
(obesity)
OFC: 57 cm
(+3.61 SD –
macrocephaly)

+  Autism,
self-injury
behavior, ADHD,
sleep
disturbances

NR Inverted nipples,
bilateral
amblyopia with
astigmatism.

Windheuser et al.
(2020)9 –
Individual 3

3.4y F NM 015025.4: c.1711G > A
rs1330054460
p.Gly571Arg
-  exon 13 of 25
- missense
- de novo

Likely pathogenic
(PM1, PM2, PM6,
PP2, PP3)

+ + BMI  z-score: 3.10
(obesity)
OFC: 52.6 cm
(+2.39 SD –
macrocephaly)

NR Agitated Low-set ears,
large palpebral
fissures, long
eyelashes

Febrile and
nonfebrile
seizures

Loid  et al.
(2020)21 –
Patient 5

12y F NM 015025.4: c.2414G > A
rs200841614
p.Arg805Gln
-  exon 16 of 25
- missense
- inheritance not determined

Benign (PP2, BS1,
BS2, BP4)

NR NR BMI  z-score: 3.8
(obesity)

NR Aggressive
behavior

NR

ID – Intellectual Disability; DD – Developmental Delay; NR – Not Reported; ADHD – Attention Deficit Hyperactivity Disorder; SD – Standard Deviation; OFC  – Occipitofrontal Circumference; LDL – Low Density Lipoproteins; y –
year;  * – stop codon; fs – frameshift.
ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) guidelines can be checked in Richards et al. [15].

(*) Engels (author) personal communication.
(**) Patient has also a variant in SETD1B.
(***) Variants in the same position.
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Fig. 1. Patient’s features and pedigree.
(A) Full body image of the patient; (B) Facial characteristics of the patient (strabismus, telecanthus and frontal bossing); (C) Pedigree of the family showing the proband as
an  isolated case.

(Brazilian Association for the Study of Obesity and Metabolic
Syndrome) online program (abeso.org.br/obesidade-e-sindrome-
metabolica/calculadora-imc/).

We used the SimulConsult tool (https://simulconsult.com/
resources/measurement.html) to classify each patient based on
their OFC measurements presented in Table 1; macrocephaly was
considered established if the OFC was greater than two SDs above
the mean, and microcephaly if the OFC was less than two SDs below
the mean [24].

Results

Genetic diagnostic profile of our patient

We  identified a novel nonsense variant (NM 015025.4:
c.2990C > A – chr2:1843005-G-T – exon 21 of 25 – p.Ser997Ter) in
the MYT1L gene. This variant was not present in his parents nor in
any of the populational databases consulted. Following the ACMG
(American College of Medical Genetics and Genomics) guidelines
[15], the variant was classified as pathogenic (PVS1, PM2, and PM6).
We were unable to identify other variants that could justify the
patient’s phenotype.

Fig. 2A shows that the one nucleotide substitution leads to an
early stop codon, causing loss of protein function. Images of the
BAM files showing the region of the MYT1L variant in the proband
and his parents are shown in Fig. 2 (B, C and D).

Phenotypic variation of patients with MYT1L SNVs/indels variants

The compilation of data is shown in Table 1. The information
presented is mostly limited to published data, complemented with

Table 2
Frequency of common features in patients with SNV/indels pathogenic/likely
pathogenic MYT1L variants. Data from Table 1.

Clinical feature Number of patients Percentage

ID or DD 21/21 100%
Speech delay 19/19 100%
Polyphagia 10/13 76.9%
Obesity 10/21 47.6%
Strabismus 6/13 46.2%
Overweight 5/21 23.8%
Macrocephaly 4/17 23.5%

ID – Intellectual Disability; DD – Developmental Delay.
The nominator has the count of cases in which the characteristic is present over the
total number of cases that we  could consider (denominator).

data provided by some authors. A phenotypic spectrum associated
with pathogenic or likely pathogenic SNVs/indels in MYT1L (21/22)
and the frequency of clinical characteristics shown in Table 1 are
compiled in Table 2.

Although the phenotypes associated with mutations in the
MYT1L gene are generally heterogeneous, ID/DD and speech delay
are always present. Even though hypotonia was described in ten
patients, it was possibly not evaluated or reported in the remaining
cases.

Obesity or overweight are present in 71.4% of the affected
individuals, and in all of them polyphagia, when evaluated, was
observed, suggesting that polyphagia is an over-arching mecha-
nism leading to the excessive weight gain in these patients.

Although strabismus is a relatively common feature (46.2%), a
generic facial phenotype does not seem to be recognizable, as pre-
viously pointed out by Windheuser et al. (2020) [9]. Macrocephaly
was  also prevalent (23.5%). Other features present in more than
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Fig. 2. Schematic representation of the MYT1L variant and BAM images of this variant region in the parents-proband trio.
(A)  Schematic representation of a normal and mutated (NM 015025.4:c.2990C > A) segments of the MYT1L sequence and its consequence. The change of a C nucleotide
(cytosine) by A (adenine) leads to an early stop codon. (B-D) BAM images of the MYT1L variant region showing its presence in the Patient and absence in his parents.

one patient include seizures and EEG abnormalities and anomalies
of hands and feet.

As shown in Table 1, two patients had significant morphological
changes in the central nervous system (Patients 4 and 8 of Blanchet
et al., 2017 [10]). However, it is not possible to establish a reliable
frequency for these features since no information was provided
on which particular cases these tests were performed. However, a
reasonable conclusion is that investigating brain anomalies could
also be informative in the characterization of these patients.

The patient reported here presented hypogonadism. Although
there is no information in the literature about infertility in these
patients, it is notable that individual 6b of the Windheuser et al.
(2020) [9] study fathered individual 6a, and both had pathogenic
variants in MYT1L.

Autism and aggressiveness are relatively frequent, and both
were present in eight patients. Sleep disturbances were described
in four patients.

Except for the Patient reported here, delayed developmental
milestones have been reported in all patients from whom data
was available (18/19 – 94.7%). Importantly, there were no medical
records certifying the initial normal developmental of our patient,
and this information relied solely on the 10-year-old verbal recol-
lections of his mother.

Discussion

Molecular diagnosis of patients with MYT1L SNVs/indels

The general phenotypic spectrum of patients with MYT1L
mutations is broad. MYT1L mutations should be considered in
the differential diagnosis of cases of ID and early-manifestation
obesity together with other etiologies, including Prader-Willi
(OMIM#176270), Bardet-Biedl [25], Börjeson-Forssman-
Lehmann (OMIM#301900), MORM (OMIM#610156), Cohen
(OMIM#216550), Alstrom (OMIM#203800), and Kleefstra type 1
syndrome (OMIM#610253).

Among the 21 cases shown in Table 1, only 7 benefitted from
a molecular diagnosis before the age of 10, and 3 of them only in

adulthood. The average age of molecular diagnosis should decrease
in the coming years due to increasing access to targeted NGS panels,
WES  and WGS.

Having parental sequence data in addition to that of the
proband, should ideally be performed to establish the inheritance
pattern of each variant. It also provides information needed for
genetic counseling of the family.

However, in Brazil, sequencing is relatively more expensive
than in developed countries, primarily because of importation
costs and heavy taxation on sequencing products. Therefore, whole
exome sequencing is not routinely performed in public health facil-
ities, and even private diagnostic labs often sequence only the
proband DNA, sometimes complemented with Sanger sequencing
of parental DNA to determine whether the mutation in the proband
is de novo.

MYT1L function and impact of variants on phenotype

Table 1 shows seven nonsense, three frameshift, three splice
and nine missense MYT1L variants. Using the ACMG criteria, we
classified all but one of the variants as pathogenic (n = 17) or likely
pathogenic (n = 4). Indeed, the human MYT1L gene appears to be
greatly intolerant to loss of function (pLI score = 1) and to mis-
sense variants (z-score = 4.77), according to the prediction tools of
gnomAD (Genome Aggregation Database).

MYT1L is a pro-neuronal transcription factor and, in combina-
tion with other transcription factors, can reprogram different types
of cells [26–31]. In humans, MYT1L is expressed only in different
parts of the brain [8,10] and appears to be notably high in fetal
brain [8] and restricted to neurons [32].

In adults, it was not possible to demonstrate significant expres-
sion of MYT1L in hypothalamic structures relevant to appetite
and satiety. However, MYT1L is expressed in several hypothalamic
structures at 15–16 weeks post-conception, with significant reduc-
tion at week 21 [10]. This suggests that MYT1L mainly plays a role in
fetal hypothalamic development, with no postnatal hypothalamic
function activity.
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Similar expression of MYT1L zebrafish orthologs (myt1la/b) was
observed during neurogenesis. A zebrafish knockdown for myt1la
and myt1lb had less oxytocin expression in the preoptic neuroen-
docrine area, which is the functional equivalent of the human
hypothalamic paraventricular nucleus [10]. In humans, damage to
the paraventricular nucleus leads to hypothalamic obesity, charac-
terized by marked polyphagia [33]. Further, variants in the oxytocin
gene and its receptor are associated with an increased risk of autism
[34], which is a frequent condition associated with MYT1L vari-
ants [8,10]. Therefore, it is plausible that the intellectual disability
and variable obesity observed in patients with MYT1L mutations is
caused by variable dysregulating of gene expression and develop-
ment of the neuroendocrine hypothalamus [10].

Conclusions

Considering the quite unspecific phenotype and the various
forms of syndromic obesity that must be considered for a dif-
ferential diagnosis, non-focused exploratory methods of genetic
analysis, such as genome or exome sequencing and chromosome
microarray analysis are advisable.

We  described the first Brazilian case of a MYT1L muta-
tion, a nonsense de novo variant not previously reported
(NM 015025.4:c.2990C > A).

The literature review provides a phenotypic spectrum of
patients with MYT1L SNVs/indels variants, in which ID/DD and
speech delay are always present, and the majority of patients
exhibit obesity or overweight associated with polyphagia. MYT1L
haploinsufficiency impacts the neuroendocrine hypothalamic
development, possibly resulting in polyphagia. Other recurrent
clinical features are: macrocephaly, strabismus, behavioral prob-
lems, and hand and foot malformations.
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Glossary

SNVs (Single-nucleotide Variants): changes in a base pair.
Indels: small insertions or deletions (usually between 1 and 50 bp).
CNVs (Copy-Number Variations): genetic variants in which a segment of DNA greater

than or equal to 1 kb is present in a number of copies that differs from the
reference genome. The limits for indels and CNVs vary a lot in the literature,
depending on the lower sensitivity for detecting array and higher for detecting
indels, but up to 50 bp is an acceptable threshold for in/dels while larger than
1  kb is the minimum for chromosome microarray analyses. There is a gray area
in  between which boundaries will be defined as technology changes.
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Abstract

Background Genetic variants involving the MED13L
gene can lead to an autosomal dominant syndrome
characterised by intellectual disability/developmental
delay and facial dysmorphism.
Methods We investigated two cases (one familial and
one isolated) of intellectual disability with speech
delay and dysmorphic facial features by whole-exome
sequencing analyses. Further, we performed a
literature review about clinical and molecular aspects
of MED13L gene and syndrome.
Results Two MED13L variants have been identified
[MED13L(NM_015335.5):c.4417C>T and MED13L
(NM_015335.5):c.2318delC] and were classified as
pathogenic according to the ACMG (American
College of Medical Genetics and Genomics)
guidelines. One of the variants was present in sibs.
Conclusions The two pathogenic variants identified
have not been previously reported. Importantly, this is

the first report of a familial case of MED13L nonsense
mutation. Although the parents of the affected
children were no longer available for analysis, their
apparently normal phenotypes were surmised from
familial verbal descriptions corresponding to normal
mental behaviour and phenotype. In this situation,
the familial component of mutation transmission
might be caused by gonadal mosaicism of a MED13L
mutation in a gonad from either the father or the
mother. The case reports and the literature review
presented in this manuscript can be useful for genetic
counselling.

Keywords developmental delay, gonadal mosaicism,
intellectual disability, MED13L, speech delay, whole-
exome sequencing

Introduction

Copy number variations (CNVs), single-nucleotide
variations (SNVs) and indels involving the MED13L
gene (mediator complex subunit 13 like -
OMIM*608771) can lead to an autosomal dominant
clinical condition (mental retardation and distinctive
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facial features with or without cardiac defects -
MRFACD, OMIM#616789) characterised by
intellectual disability (ID) associated with facial
dysmorphisms in which heart defects have incomplete
penetrance (Cafiero et al. 2015; Asadollahi
et al. 2017). Both the MED13L haploinsufficiency
mutation and missense mutation have been reported
to be causative (Yi et al. 2020).

The protein encoded by MED13L is a component
of the large Mediator complex, an important
regulator of transcription mediated by RNA
polymerase II (Cafiero et al. 2015). Clinical and
experimental data demonstrate thatMED13L plays an
important role in development, especially in the
regulation of the neural crest cells and neurogenesis
(Asadollahi et al. 2017).

We report two novel variants in MED13L. The first
variant is apparently de novo (patient 1 – isolated
case), while the second is present in two siblings
(patients 2 and 3) who supposedly inherited the
pathogenic variant from a parent with gonadal
mosaicism.

Patients and methods

Isolated case: patient 1

A 22-year-old Brazilian woman (Fig. 1a,b) was
referred from the Psychiatry Department of the
Academic Hospital of the University of São Paulo -
USP (Hospital das Clínicas de São Paulo) to the
Genetic Service of the Human Genome and Stem
Cell Research Centre (USP, São Paulo, Brazil) for
presenting syndromic obesity with ID.

The patient is the first child (Fig. 1a,b – patient 1) of
a non-consanguineous healthy couple and has a 19-
year-old healthy sister. There are no similar cases in
the family.

She was born at term, after an uneventful
pregnancy, with normal anthropometric
measurements (birth weight of 3.260 g, length of
48 cm and occipital head circumference - OFC - of
34 cm). At birth, she presented with clubfeet. She
used orthopaedic cast and had foot surgery at the age
of 1.

She was hypotonic and evolved with developmental
delay (DD): sat with support at 8-month and walked
at 2-year-8-month old. At the age of 7, she lost

night-time urine control and continued to wear a
night diaper.

Facial features at 22-year-old exhibited (Fig. 1a,b)
prominent, long columella, short philtrum,
retrognathia, prominent antihelices and macroglossia.
She frequently kept her mouth open and drooled
excessively. Her hands and feet were small relative to
body size.

At age 7, the patient underwent screening tests for
inborn errors of metabolism with normal results. Her
electroencephalogram (EEG) showed a mild

2

Figure 1. Craniofacial features of patients 1 (a, b), 2 (c, d) and 3 (e, f).

Facial features of the three individuals reported: (a, b) patient 1 at the

age of 22 – note long columella, short philtrum, retrognathia and

prominent antihelix; (c, d) patient 2 at the age of 33 showing mild

bitemporal narrowing, upslanting palpebral fissures, midface

retraction, low nasal bridge, long tip of the nose andmicrognathia; and

(e, f) patient 3 presenting similar facial features of her brother (patient

2). [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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electrical disorganisation with signs of irritative
activity in the left temporal region. However, she
never had seizures and there was no history of cardiac
anomalies.

Cranial magnetic resonance imaging at 21-year-old
indicated a nodular image with cystic foci measuring
about 7 × 10 mm in the pineal gland.

Ophthalmological evaluation disclosed astigmatism
and myopia. Hearing assessment and bone
densitometry test had normal results. She
experienced menarche at 11 years of age.

A formal cognitive profile made at 15 years revealed
mild ID (estimated intelligence quotient - IQ - of 56).
She currently (26 years of age) attends a special
school dedicated to people with disabilities.

She is illiterate and is very dependant on assistance
with daily personal hygiene, clothing choice and
household tasks, has impaired interactions and has no
friends.

Between the ages of 17 and 22 years old, she
presented obsessive–compulsive aggressive
behaviour, anxiety, trichotillomania, skin picking,
self-harm and polyphagia. There were also reports of
hallucinations.

On physical examination at 22 years old, she
weighed 94 kg and a height of 1.53 m (�1.58
SD); [body mass index (BMI) = 40.2 kg/m2 – grade
III obesity]. Her obesity was probably caused to the
hyperphagic behaviour that the patient presented
between 17 and 22 years of age, in combination with
some medications that she used, which can lead to
weight gain (antipsychotics risperidone and
quetiapine).

Blood samples were collected from the proband
and her parents for genetic evaluation. Previous
genetic testing included G-banding karyotype,
multiplex ligation-dependant probe amplification
(MLPA - P036, P070, P245 and GOD – MRC-
Holland, Amsterdam, the Netherlands) for analysis of
subtelomeric regions, as well as known regions for
prevalent microdeletion syndromes, and methylation
test to Prader–Willi region; all analyses were normal.

Familial case: patients 2 and 3

Patient 2 (33-year-old man) and patient 3 (27-year-
old woman) are siblings presenting with ID and facial
dysmorphisms that were initially evaluated as part of
an old project aimed at validating the use of SNP

arrays in routine chromosome diagnosis. They both
attended a clinic for dental care for people with
special needs run by a non-profit organisation (Dental
Assistance Centre for People with Deficiency –

CAOE). This is part of the Faculty of Dentistry –

Araçatuba Campus – São Paulo State University
(UNESP), Brazil.

Both patients were born to healthy,
non-consanguineous parents, who had a total of 11
children, two of them affected (pedigree on Fig. 2 –

patients 2 and 3). There was no history of
miscarriages.

Patient 2 (Fig. 1c,d) was born at term, by vaginal
delivery. Motor milestones were delayed: he sat
unsupported at 1-year, crawled at 2-year and walked
at 3-year. He has moderate ID and lack of speech.
He is not able to read but understands commands
and is independent in daily household tasks,
including washing his own clothes. He has normal
sphincter control. He has collaborative and sociable
behaviour. Audiological evaluation was normal.
There is no history of seizures and cardiac
anomalies.

Physical examination disclosed mild bitemporal
narrowing, upslanting palpebral fissures, midface
retraction, low nasal bridge, long tip of the nose and
micrognathia.

Patient 3 (Fig. 1e,f) was also born at term by
vaginal delivery. She also presented with DD: sat
unsupported at 1-year, crawled at 1-year-2-month
and walked at 2-year. Similar to her brother, she has
moderate ID, is independent in daily tasks and has
normal sphincter control. However, she has more
difficulty understanding commands than her
brother. Her speech development is severely delayed
(speaks just a few words), but her hearing is normal.
There is no history of seizures and cardiac
anomalies. She also had facial dysmorphisms,
similar to her brother: upslanting palpebral fissures,
low nasal bridge, long tip of the nose and
micrognathism.

Saliva DNA from the affected siblings was obtained
for genetic analyses. We were unable to obtain DNA
from the parents once the father was deceased, and we
were unable to re-contact the family. The fragile X
syndrome (AmplideX® FMR1; Asuragen, Austin,
TX, USA) and genomic imbalances (850K platform;
Illumina, San Diego, CA, USA) had previously been
excluded in these siblings.
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Genetic diagnosis

For patient 1 and her parents, CNV analyses and
whole-exome sequencing (WES) were simultaneously
performed using the V6 + Oneseq from Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, USA), which, in
addition to targeting exome regions (WES), includes
a backbone for genome-wide copy number estimates
(Villela et al. 2017).

The CNV analyses (850K cytochip Illumina) of
patients 2 and 3 showed no relevant copy number
alterations. WES of these individuals was performed
using Nextera Rapid Capture Expanded Exome Kit
(Illumina).

For all WES analyses, the raw paired-end reads
were aligned to the GRCh37/hg19 reference genome
using the Burrows–Wheeler Aligner - BWA (Li &
Durbin 2009) and preprocessed according to GATK
toolkit (DePristo et al. 2011). Exome data were
analysed using the VarSeq software (Golden Helix,
Bozeman, MT, USA).

In patient 1, we identified a novel de novo frameshift
variant [MED13L(NM_015335.5):c.2318delC – p.
Ser773LeufsTer28] in the MED13L gene. The variant
is not present in control population databases,
including the Brazilian population (gnomAD, 1KG
and AbraOM). Following the ACMG (American
College of Medical Genetics and Genomics)
guidelines (Richards et al. 2015), the variant was
classified as pathogenic (PVS1, PS2 and PM2).

In patients 2 and 3, we identified a novel nonsense
variant [MED13L(NM_015335.5):c.4417C>T-p.
Gln1473Ter] in the same gene. The variant is not
present in control population databases and was
classified as pathogenic (PVS1 and PM2).
Segregation analyses could not be performed because
the father was deceased and the family could not be
contacted. There is no report of any of the parents
presenting mental impairment or dysmorphic
features.

Images of the BAM files from all patients showing
the region of the pathogenic genetic variants
identified are shown in Fig. 2b.

A deletion of a single base pair in patient 1 leads to a
frameshift and an early stop codon, resulting in loss of
protein function, as shown on Fig. 2c. The change of
a C nucleotide (cytosine) by T (thymine) in patients 2
and 3 leads to an early stop codon, causing loss of
protein function, as shown on Fig. 2d.

Literature review and discussion

The human gene MED13L has a chromosomal
location at 12q24.21, size about 317 kb and 31 exons.
MED13L gene encodes a 2210aa protein
(NP_056150.1), which has two LxxLL (where L is
leucine and x is any amino acid) motifs, which have a
biological function of participating in many protein–
protein interactions, associated with activation or
repression of transcription (Plevin et al. 2005).

MED13L protein is a subunit of the multiprotein
Mediator complex (Yamamoto et al. 2017) that
interacts with RNA polymerase II, transcription
factors and enhancers. The Mediator complex is
considered an essential transcriptional co-activator of
protein-coding genes. The presence of the Mediator
complex is characteristic in eukaryotes, and although
the number of subunits varies among species, the
general structure and subunit organisation are
relatively conserved (Jeronimo & Robert 2017).

ID/DD was related to variants in genes that encode
the subunits MED12 (Risheg et al. 2007; Schwartz
et al. 2007), MED13 (Snijders Blok et al. 2018),
MED13L (Asadollahi et al. 2013; Cafiero et al. 2015;
van Haelst et al. 2015), MED17 (Agostini et al. 2018),
MED20 (Vodopiutz et al. 2015), MED23 (Hashimoto
et al. 2011), MED25 (Basel-Vanagaite et al. 2015;
Figueiredo et al. 2015) and CDK19 (Mukhopadhyay
et al. 2010).

5

Figure 2. (a) Patient’s pedigrees, (b) BAM files highlighting the variants identified in MED3L and (c, d) related genetic mechanisms. (a)

Patient’s pedigrees. (b) On the left, we present the BAM files referring the parents–proband trio of isolated case (patient 1). As can be seen, the

MED13L:c.2318delC variant was identified only in patient 1. On the right, we present patients 2 and 3 BAM files. As can be seen, the

MED13L:c4417C>T variant was identified in both siblings. (c) Schematic representation of the MED13L(NM_015335.5):c.2318delC variant

(patient 1) and its consequence in the nucleotide and amino acid sequences. The deletion of 1 bp leads to a shift in the reading frame and forms

an early stop codon (p.Ser773LeufsTer28). (d) Schematic representation of the MED13L:c4417C>T variant (patients 2 and 3) and its

consequence. As can be seen, the change of a C nucleotide (cytosine) by T (thymine) leads to an early stop codon, causing loss of protein

function. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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CDK8, MED12 and MED13 encode proteins that
are part of the CDK kinase module of the Mediator
complex and went through independent gene
duplication events, originating their paralogs in
vertebrates: CDK19, MED12L and MED13L (Allen &
Taatjes 2015). The CDK kinase module may or may
not be present in the Mediator complex, and each of
the paralogs is mutually exclusive with each other; for
example, MED13L is not present in MED13

isolations and vice versa (Daniels et al. 2013). This is
probably due to the relay of information from
particular temporal/spatial signals (Asadollahi
et al. 2017).

MED13L protein is considerably conserved among
mammalian species. In primates, the similarity is even
more evident (>99%). Highly conserved sequences
usually have crucial biological functions and new
genetic variants that are compatible with life can
produce functional changes causing genetic disease.
However, the human MED13L gene appears to be
poorly tolerant to non-synonymous variants –
especially loss of function (pLi score = 1) according to
the prediction tools of gnomAD (Genome
Aggregation Database – a megaproject which
currently includes 125 748 exomes and 15 708

genomes).
Human MED13L exon 1 contains the start codon,

which is embedded in a CpG island (Muncke
et al. 2003; Musante et al. 2004), which suggests an
important control of gene expression, because the
inhibitory effect of the intragenic DNA methylation
on transcription elongation is larger when it occurs
nearer the start codon (Choi et al. 2009). In fact,
MED13L is expressed in several human tissues; the
mRNA has been detected in foetal brain and heart,
and adult tissues including skeletal muscle, brain,
heart, aorta, kidney and peripheral blood leukocytes,
but appears to have a relatively greater expression in
the foetal and adult brain – especially cerebellum –,
heart and skeletal muscle (Muncke et al. 2003;
Musante et al. 2004; Asadollahi et al. 2017).

Utami et al. (2014) published a relevant functional
study showing a defective migration of cranial neural
crest cells following knockdown of the of a MED13L
orthologue in zebrafish (med13b), which leads to
inappropriate development of branchyal and
pharyngeal arches. At 2 days postfertilisation, more
than 95% of morphants showed a curved body axis,
underdeveloped head, pericardial oedema and

microphthalmia. Additionally, they performed a
transcriptomic analysis of MED13L-knockdown
neurons derived from embryonic stem cells showing a
differential expression of components of the Wnt and
FGF signalling pathways, both crucial for directing
neural crest induction and neurogenesis. In summary,
clinical and experimental data demonstrate that
MED13L plays an important role in development,
especially in the regulation of neural crest cells and
neurogenesis. Accordingly, the syndrome involved is
a probable neurocristopathy (Asadollahi et al. 2017).

MED13L mutations were related to the clinical
condition OMIM#616789 (mental retardation and
distinctive facial features with or without cardiac
defects) and with several types of genetic variants
involving MED13L gene: nonsense (Cafiero
et al. 2015; Caro-Llopis et al. 2016), frameshift
(Hamdan et al. 2014; Redin et al. 2014; Adegbola
et al. 2015; Cafiero et al. 2015; Codina-Solà et al. 2015;
Asadollahi et al. 2017; Yamamoto et al. 2017), CNV
deletion including MED13L (Adegbola et al. 2015),
CNV duplication including MED13L (Adegbola
et al. 2015), CNV triplication including MED13L
(Asadollahi et al. 2013), intragenic CNV deletion
(Asadollahi et al. 2013; Adegbola et al. 2015; van
Haelst et al. 2015; Yamamoto et al. 2017), intragenic
CNV duplication (Adegbola et al. 2015), disruptive
translocation (Muncke et al. 2003; Utami et al. 2014)
and missenses (Gilissen et al. 2014; Asadollahi
et al. 2017; Yi et al. 2020). In general, they are cases of
heterozygous variants. However, Najmabadi
et al. (2011) reported a missense variant in
homozygosity.

The observed/expected missense variants ratio for
the gene is 0.7 (z-score = 3.69), according to
gnomAD. The positive z-score indicates intolerance
to this class of variant. However, the clinical relevance
of missense mutations in MED13L is poorly
understood, and only a limited number of patients
have been described (Jiménez-Romero et al. 2018;
Smol et al. 2018). The majority of MED13L missense
variants reported are of uncertain significance
(Asadollahi et al. 2017). Therefore, additional
functional studies are necessary to reclassify them as
to their pathogenicity.

Recently, Smol et al. (2018) published a study
proposing two mutational hotspots for missense
variants: exons 15–17 and 25–31. To conclude this,
they considered seven missense variants identified in
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their study as well as the other fiveMED13L-missense
variants previously reported in the literature.However,
according to these same authors, precise roles of these
domains and specific residues remain to be
determined to better understand the molecular
mechanisms underlying MED13L-related ID. They
also suggest that patients carrying missense variants
develop epilepsy earlier, compared with patients with
protein-truncating variants (4/9 vs. 1/26). Further,
according to Yi et al. (2020), patients with missense
mutations in MED13L also have a more severe
phenotype in other aspects, including hypotonia,
absent speech and severely delayed motor function,
compared with patients with truncating variants. The
occurrence of truncating variants involving the entire
MED13L gene would lead to the conclusion that the
clinical condition is due to haploinsufficiency.
However, the clinical status of our patients (1, 2 and 3)
can be explained by the haploinsufficiency mechanism
because the variants are loss of function. Effectively,
MED13L appears to be a dose-sensitive gene, because
duplications (Adegbola et al. 2015) and triplications
including this gene (Asadollahi et al. 2013) also lead to
an overlapping clinical condition.

With respect to the phenotypic profile, according
to Asadollahi et al. (2017), 100% of patients with
pathogenic variants in MED13L have DD/ID and
facial dysmorphism (although these dysmorphisms
are variable). Other common characteristics are
hypotonia (60%), severe speech delay (50%),
abnormal growth parameters (50%), coordination
problems (38%), abnormal magnetic resonance
imaging (38%), autistic features (20%), seizures or
abnormal EEG (16%), persistent foramen
ovale/ventricular septal defect (17%), complex
congenital heart defects (13%) and aggressive
behaviour (9%). The following frequencies are
described for specific facial dysmorphisms:
depressed/flat nasal bridge (86%), broad/prominent
forehead (76%), bulbous nose (71%), upslanting
palpebral fissures (62%), abnormal chin
(micrognathia/prognathia/retrognathia) (55%), low
set ears (52%), bitemporal narrowing (50%),
horizontal eyebrows (29%) and macroglossia (29%).
The following frequencies are described for specific
abnormal growth parameters: microcephaly (15%),
low birth weight (15%), postnatal underweight
(15%), macrocephaly (5%) and postnatal overweight
(5%).

We would like to point out that clubfoot, which is a
characteristic presented by patient 1, does not seem to
be common in the phenotype of the MED13L
syndrome. However, this characteristic was also
reported by van Haelst et al. (2015) and Cafiero
et al. (2015). It is worth noting that our patient 1 was
referred to a genetic investigation service for
syndromic obesity. A genetic investigation of Prader–
Willi syndrome was carried out (with negative results),
because of the marked polyphagia and obesity.
Previously, Cafiero et al. (2015) also described a
patient with central obesity (90th centile). Further, the
literature suggests differential diagnosis for the
syndrome caused by variants in MED13L: 22q11.2
(Asadollahi et al. 2013, 2017), 1p36 (Cafiero et al. 2015)
and Kleefstra syndromes (Asadollahi et al. 2017).

We describe the first familial case report with a
MED13L nonsense variant. Previously, Yamamoto
et al. (2017) described a familial case involving two
brothers with intragenic deletion involving exons 3–14
of MED13L, and the variant was inherited from the
mother (mosaic carrier).

Considering that only two (patients 2 and 3) of the
11 siblings in the family are affected (Fig. 2a) and the
parents are apparently clinically normal, the most
likely explanation is gonadal mosaicism in one of the
parents. It should be noted that, despite the variable
expressiveness of the syndrome caused by the
haploinsufficiency of MED13L, ID and facial
dysmorphisms are present in 100% of the cases,
according to the wide review published by Asadollahi
et al. (2017). Thus, the hypothesis of incomplete
penetrance to explain familial cases is unlikely.
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Abstract

The causal link between variants in the SCAF4 gene and a syndromic form of intellec-

tual disability (ID) was established in 2020 by Fliedner et al. Since then, no additional

cases have been reported. We performed exome sequencing in a 16-year-old

Brazilian male presenting with ID, epilepsy, behavioral problems, speech impairment,

facial dysmorphisms, heart malformations, and obesity. A de novo pathogenic variant

[SCAF4(NM_020706.2):c.374_375dup(p.Glu126LeufsTer20)] was identified. This is

the second study reporting the involvement of SCAF4 in syndromic ID, and the

description of the patient's clinical features contributes to defining the phenotypic

spectrum of this recently described Mendelian disorder.

K E YWORD S

epilepsy, exome sequencing, human genetics, intellectual disability, obesity, SCAF4

1 | INTRODUCTION

Recently, Fliedner et al. (2020) published a study describing heterozy-

gous loss-of-function (LoF) variants in the SCAF4 gene associated with

a novel autosomal dominant neurodevelopmental disorder character-

ized by intellectual disability (ID), seizures, behavioral abnormalities,

facial dysmorphisms, and skeletal anomalies. Nine LoF SCAF4 variants

classified as likely pathogenic were reported, eight of which were de

novo and one inherited. An additional LoF variant present in two sib-

lings with neurodevelopmental phenotypes was classified as a variant

of unknown significance (VUS) because it mapped to the C-terminal

part of the protein. A missense variant was also described by Fliedner

et al. as a VUS.

Here, we report a de novo frameshift SCAF4 variant mapped to

exon 5/20 in a Brazilian patient with clinical features overlapping

those described by Fliedner et al. (2020). This is the second publica-

tion supporting the involvement of SCAF4 in a new Mendelian neuro-

developmental disease.

2 | CASE REPORT

The patient was first referred to the Institute of Biosciences of

the University of Sao Paulo for genetic evaluation at the age of

4.4 years due to presentation of microcephaly and speech delay.

He was born at term gestation from consanguineous parents (dou-

ble first cousins) and exhibited feeding difficulties in early infancy,

apparently without a significant degree of neonatal hypotonia. His

motor development progressed without significant delay (seated

and walking without support at the ages of 9 months and

1.5 years, respectively). His physical examination confirmed the

presence of microcephaly (occipitofrontal circumference 45.5 cm,

�3.43 SD) and slightly long protruding ears with a moderate

degree of cartilage hypoplasia, epicanthus, slight convergent stra-

bismus, bulbous nasal tip, high palate, joint hyperextensibility, pes

planus, and obesity (20 kg, 1.03 m—BMI z-score 2.38); the patient

did not exhibit brachydactyly (Figure 1a). Magnetic resonance

imaging and cranial tomography were performed, both with
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normal results. The patient has no history of kidney problems,

although renal ultrasound was not performed. Brazil has a high

degree of ethnic admixture, but the patient is phenotypically Cau-

casian. His family has no previous history of individuals with ID or

syndromic characteristics.

The family reported that at 6 years of age, he underwent cardiac

surgery to correct a congenital atrial communication. Currently, he

has mild mitral and tricuspid regurgitation. At the age of 8 years, he

presented with epileptic seizures that are currently well-controlled

with anticonvulsants.

F IGURE 1 Photographs and
SCAF4 sequencing results of the
patient. (a) Patient at 4.4 years
old. (b, c) Patient at 16.6 years
old. Note the presence of slightly
long protruding ears, epicanthus,
convergent strabismus,
prominent nasal bridge, bulbous
nasal tip, long philtrum and

obesity (BMI z-score: 2.27). (d) In
the top of the image, a schematic
representation of SCAF4 shows
the localization of the patient's
pathogenic variant at exon 5 of
the gene. Underneath the SCAF4
(NM_020706.2):c.374_375dup
variant segregation analysis by
Sanger sequencing, showing the
duplication of two nucleotides
(AA) in the patient's sample and
the absence is noted in the other
family members' samples.

2 CARVALHO ET AL. 152



T
A
B
L
E
1

C
lin

ic
al
ch

ar
ac
te
ri
st
ic
s
o
f
th
e
pa

ti
en

ts
w
it
h
Lo

F
SC

A
F4

va
ri
an

ts

Fl
ie
dn

er
et

al
.(
2
0
2
0
)p

at
ie
nt
sa

T
h
is
p
u
b
lic
at
io
n

F
re
q
u
en

cy
1

2
3

5
6

7
8

9

G
en

o
ty
pe

c.
3
2
1
+
1
G
>
T

c.
4
5
3
_4

5
6
de

lT
G
A
A

c.
1
0
2
8
de

lC
c.
1
4
2
3
C
>
T

c.
1
6
1
4
+
1
G
>
C

c.
1
6
4
9
du

pT
c.
1
8
1
2
G
>
A

c.
1
8
8
9
G
>
A

c.
3
7
4
_3

7
5
d
u
p

D
D
/I
D

+
+

+
+

+
+

+
+

+
9
/9

Sp
ee

ch
im

pa
ir
m
en

t
+

n/
a

+
+

+
n/
a

+
+

+
7
/7

B
eh

av
io
ra
lp

ro
bl
em

s
+

n/
a

+
+

+
�

+
+

+
7
/8

E
pi
le
ps
y

+
�

�
+

�
+

+
�

+
5
/9

M
R
Ia

no
m
al
ie
s

+
n/
a

n/
a

�
n/
a

+
+

+
�

4
/6

M
us
cu

la
r
hy

po
to
ni
a

+
+

�
�

n/
a

n/
a

H
yp

er
to
n
ia

+
n
/a

3
/6

H
ea

rt
m
al
fo
rm

at
io
ns

n/
a

�
+

+
n/
a

n/
a

n
/a

+
+

4
/5

M
ic
ro
ce
ph

al
y

�
�

n/
a

�
�

n/
a

�
�

+
(in

in
fa
n
cy
)

1
/7

O
be

si
ty

b
(B
M
Iz
-s
co

re
)

�
(+

1
.0
4
)

�
(+

1
.2
8
)

�
(+

1
.4
3
)

�
(�

0
.4
6
)

�
(+

0
.1
9
)

+
(+

2
.8
6
)

�
(+

1
.4
4
)

n
/a

+
(+

2
.3
8
;+

2
.2
7
)

2
/8

R
en

al
an

o
m
al
ie
s

n/
a

n/
a

+
+

�
n/
a

n
/a

+
n
/a

3
/4

U
ro
ge

ni
ta
la
no

m
al
ie
s

�
�

+
�

�
n/
a

n
/a

+
n
/a

2
/6

G
as
tr
o
in
te
st
in
al
an

o
m
al
ie
s

�
�

+
�

�
n/
a

n
/a

�
n
/a

1
/5

Sk
el
et
al
an

o
m
al
ie
s

�
�

+
+

�
�

+
�

n
/a

3
/8

A
bb

re
vi
at
io
ns
:D

D
,d

ev
el
o
pm

en
ta
ld

el
ay
;I
D
,i
nt
el
le
ct
ua

ld
is
ab

ili
ty
;L

o
F
,l
o
ss
-o
f-
fu
nc

ti
o
n;

M
R
I,
m
ag
ne

ti
c
re
so
na

nc
e
im

ag
in
g;

n/
a,
no

t
av
ai
la
bl
e
o
r
no

t
ap

p
lic
ab

le
.

a
W

e
o
nl
y
co

ns
id
er
ed

P
at
ie
nt
s
1
–3

an
d
5
–9

;t
he

va
ri
an

ts
o
f
P
at
ie
nt
s
1
0
an

d
1
1
w
er
e
cl
as
si
fi
ed

as
V
U
S,

an
d
P
at
ie
nt

4
al
so

ha
d
an

N
SD

1
pa

th
o
ge

ni
c
va
ri
an

t.
b
O
be

si
ty

w
as

co
ns
id
er
ed

w
he

n
th
e
B
M
Iz
-s
co

re
w
as

gr
ea

te
r
th
an

+
2
.

CARVALHO ET AL. 3 153



Further clinical evaluation was performed at 16.6 years, in which

facial dysmorphisms (convergent strabismus, epicanthus, prominent

nasal bridge, bulbous nasal tip, long philtrum, and long ears—

Figure 1b) and obesity (87 kg, 1.7 m—BMI z-score 2.27—Figure 1c)

were observed. Notably, his father and brother also presented obe-

sity. Microcephaly was no longer present (occipitofrontal circumfer-

ence 54 cm, �0.74 SD).

The patient exhibited ID associated with speech impairment and

behavioral problems, including anxiety and aggressiveness, particularly

related to feeding. The following genetic tests were performed previ-

ously, all with normal results: G-banding karyotype, chromosome

microarray analyses (CMA—Agilent 180K), and PCR for Fragile-X syn-

drome investigation (Haddad et al., 1996).

Genomic libraries for exome sequencing were produced from the

proband's blood DNA using SureSelect QXT Human All Exon V6 tech-

nology (Agilent). The raw paired-end reads (Fastq) were aligned with

the reference genome GRCh38 (hg38) using the Burrows–Wheeler

Aligner (BWA; Li & Durbin, 2009) and processed with GATK tools

(Depristo et al., 2011). The annotation was performed using Varseq

software (Golden Helix), and the filtering involved the following cri-

teria: read depth, population frequency—1KG Phase3 (The 1000

Genomes Project Consortium, 2015), gnomAD (Cummings

et al., 2020), and ABraOM (Naslavsky et al., 2022)-, clinical data—

ClinVar 2018 (Landrum et al., 2018)-, OMIM (Amberger et al., 2015),

functional prediction—Ensembl (Hunt et al., 2018)-, and pathogenicity

prediction algorithms. Filtered variants were classified according to

the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)

guidelines (Richards et al., 2015) using Varsome with manual review

(Kopanos et al., 2019).

Segregation analyses were performed by Sanger sequencing with

genomic DNA samples extracted from saliva from the patient's par-

ents and unaffected brother.

3 | RESULTS

We identified a pathogenic variant in the SCAF4 gene [SCAF4

(NM_020706.2):c.374_375dup(p.Glu126LeufsTer20)] of a patient

with syndromic ID. Figure 1d shows the presence of the variant in the

proband and the absence in his parents and unaffected brother. The

variant, which leads to a frameshift and consequent premature stop

codon, was classified as pathogenic (ACMG criteria: PVS1, PM2, and

PM6). Other clinically relevant variants were not identified.

4 | DISCUSSION

There is a significant overrepresentation of epigenetic machinery-encoding

genes in ID etiology in general (Scandaglia & Barco, 2019), with SCAF4 fall-

ing into this category. SCAF4 is an exclusively nuclear anti-terminator

mRNA protein associated with RNA polymerase II; it inhibits the use of

early alternative polyA sites to diminish the production of nonfunctional

mRNAs and proteins (Gregersen et al., 2019). An RNAseq assay performed

by Fliedner et al. (2020) using blood lymphocytes of SCAF4-deficient indi-

viduals revealed a broad deregulation of more than 9000 genes and a sig-

nificant differential splicing of more than 2900 genes.

Our patient presents a partial clinical overlap with those

described by Fliedner et al. (2020) carrying likely pathogenic SCAF4

variants (Table 1). Variable levels of cognitive and speech impairment

were present in all cases. Other features described in some patients

reported by Fliedner et al. (2020), including epilepsy and heart malfor-

mations, were also present in this patient. Behavioral problems were

frequent, and our patient exhibited anxiety and aggressiveness. Nota-

bly, we report the first observations of microcephaly (in early develop-

ment) associated with SCAF4 LoF variant.

Patients 7 and 11 from the study of Fliedner et al. (2020) also had

obesity, but Patient 11 carried a SCAF4 VUS. Obesity is a common

feature and has a high prevalence among people with cognitive

impairment (Carvalho et al., 2022; Emerson et al., 2016; Hsieh

et al., 2014; Melville et al., 2008). There are many factors that may

contribute to this higher prevalence in people with ID, such as low

levels of physical activity, poor nutritional habits (Melville et al., 2017),

and the use of psychiatric drugs (de Winter et al., 2012). In particular,

our patient does not exercise, is very anxious regarding food and uses

some medications that can lead to weight gain (currently: chlorproma-

zine, periciazine, and clobazam; in previous years: risperidone). In addi-

tion, he has a family history of obesity, which is a condition with high

heritability (Sandholt et al., 2012).

This publication substantiates the role of SCAF4 LoF variants as a

cause of syndromic ID and contributes to broadening the associated

clinical spectrum.
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Capítulo 4 

Artigos de educação em genética e divulgação científica 

 

 

 

 

 

Apresentamos três artigos voltados para educação em genética 

e divulgação científica, com conteúdos redigidos em conjunto 

com outros colegas do Programa de Pós-graduação em 

Ciências Biológicas (Biologia Genética). Esses artigos versam 

sobre alguns dos temas que foram trabalhados pela candidata 

em função desta tese, são eles: deficiência intelectual, modelos 

animais e CRISPR-Cas9.  

 

Os artigos apresentados nos capítulos 4.1 (“Inteligência e 

deficiência intelectual: bases genéticas e fatores ambientais”) 

e capítulo 4.2 (“Modelos animais no estudo de doenças 

genéticas humanas”) foram publicados na revista Genética na 

Escola em 2020 e 2022, respectivamente. O capítulo 4.3 é um 

manuscrito que ainda pretendemos submeter a uma revista de 

escopo compatível e se intitula “CRISPR-Cas9: conceitos 

fundamentais e aplicações em saúde humana”. 

 

Cabe mencionar que a revista Genética na Escola é voltada 

sobretudo para alunos e professores de ensino médio, de 

linguagem acessível ao público geral. Já o artigo apresentado 

no capítulo 4.3 é voltado para um público de graduação/pós-

graduação, por descrever mecanismos que exigem 

conhecimento prévio básico de biologia molecular, sobretudo 

de estrutura e função de ácidos nucleicos, e por isso será 

submetido a outra revista.  
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Capítulo 4.1 

Inteligência e deficiência intelectual: bases genéticas e fatores 

ambientais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TOLEZANO, G. C.; CARVALHO, L. M. L; KREPISCHI, A. C. V.; KOIFFMANN, C. 

P.; ROSENBERG, C. Inteligência e deficiência intelectual: bases genéticas e fatores 

ambientais. Genética na Escola. 2020. ISSN: 1980-3540. DOI: 10.55838/1980-

3540.ge.2020.332 



Giovanna Cantini Tolezano1*, Laura Machado Lara Carvalho1*,  
Ana Cristina Victorino Krepischi2, Carla Rosenberg2

1 Pós-graduanda do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo, SP
2 Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo, SP
* As autoras Giovana Tolezano e Laura Carvalho contribuíram igualmente para o artigo

Autor para correspondência - carlarosenberg@ib.usp.br

Palavras-chave: inteligência, deficiência intelectual, genética humana, neurodesenvolvimento, fatores ambientais,  
herança multifatorial

Inteligência 
e deficiência 
intelectual:  
bases  
genéticas  
e fatores 
ambientais

GENÉTICA E SOCIEDADE

18Genética na Escola  |  Vol. 15  |  Nº 1  |  2020 Sociedade Brasileira de Genética

Genética na Escola – ISSN: 1980-3540

188188

mailto:carlarosenberg@ib.usp.br


“Inteligência” é um termo genérico que abrange dife-
rentes habilidades cognitivas. Pessoas com deficiên-

cia intelectual apresentam limitações identificáveis tanto 
no desempenho cognitivo quanto no comportamento 
adaptativo (por exemplo, no cuidado pessoal, uso de di-
nheiro e meios de transporte). Será que existe um gene da 
inteligência que, quando não funciona direito, causa defi-
ciência intelectual? O ambiente também contribui para a 
inteligência? Este artigo explora a relação entre inteligên-
cia, deficiência intelectual e fatores genéticos e ambientais.

Cognitivo – a cognição 
refere-se ao processo de 
aquisição e construção do 
conhecimento.

Comportamento 
adaptativo – atitude que 
resulte em adequação a 
diferentes contextos.
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Albert Einstein é considerado um gê-
nio da física; Marie Curie um gênio da 

química; Beethoven, um gênio da música e 
J. K. Rowling, um gênio dentre os escritores 
de livros juvenis. Tais pessoas destacam-se 
por capacidades em áreas muito distintas, 
porque não existe uma única forma de in-
teligência. Inteligência é um termo genérico 
que abrange diferentes habilidades cogniti-
vas como lógica, memorização, comunicação, 
aprendizado, resolução de problemas, plane-
jamento e abstração.

Mas, será que é possível medir a inteligência 
de alguém? E, se existem áreas distintas de 
habilidades, como saber em qual delas uma 
pessoa é “mais inteligente”? Uma das manei-
ras mais utilizadas para avaliar as capacida-
des cognitivas de um indivíduo é estimar o 
Quociente de Inteligência, ou QI, cujo resul-
tado é um valor numérico obtido a partir do 
desempenho de uma pessoa em diferentes 
testes. Ou seja, aplica-se um modelo mate-
mático que permite, grosso modo, medir o 
quão inteligente uma pessoa é. No entanto, 

todos os testes têm algumas limitações: por 
exemplo, a maioria deles apenas avalia pes-
soas alfabetizadas e que conheçam as opera-
ções matemáticas básicas.

Além disso, como dito acima, existem dife-
rentes áreas de inteligência e, dessa forma, 
os testes mais modernos de QI subdividem 
o resultado de modo a identificar os pontos 
mais fortes e os mais fracos de cada um. Vale 
dizer que os testes de QI devem ser aplica-
dos por profissionais de saúde devidamente 
habilitados para esse tipo de avaliação como, 
por exemplo, psicólogos.

A figura 1 mostra a distribuição das fai-
xas de valores de QI na população geral. A 
maior parte das pessoas tem QI entre 85 e 
115, sendo mais comuns valores em torno 
de 100. Indivíduos com QI acima de 130 são 
considerados superdotados, enquanto aque-
les com resultado abaixo de 70 apresentam 
o que chamamos de deficiência intelectual, 
classificada como leve (QI 50-70), moderada 
(QI 35-50) e grave/profunda (QI <35).

Figura 1.
Gráfico apresentando a 
distribuição de QI na população 
geral, sendo que a maior parte 
das pessoas tem QI próximo de 
100. Fonte dos dados: BHATE, 
S.; WILKINSON, S. Aetiology 
of learning disability. Aetiology 
and epidemiology, v. 5, n. 9, p. 
298-301, 2006.

Abstração – ação de isolar 
mentalmente um objeto de 
reflexão para considerá-lo 
individualmente, independente 
do todo.
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A INTELIGÊNCIA É MULTIFATORIAL
Niels, Aage e Tomas Bohr (Figura 2) são avô, filho e neto, res-
pectivamente, e assumiram grande destaque em suas carreiras 
como cientistas. Será que Niels passou o alelo da inteligência 
para Aage, que por sua vez o passou para Tomas? A resposta 
é muito mais complexa do que sim ou não. Diversas pesqui-
sas científicas sugerem que a genética é responsável por grande 
parte das diferenças cognitivas entre os indivíduos. Entretanto, 
não há um único gene que seja responsável pela inteligência. 
Sabemos que, dos aproximadamente 20 mil genes que os seres 
humanos têm, cerca de mil estão associados ao neurodesen-
volvimento e, portanto, contribuem para o desempenho cog-
nitivo. Cada um deles apresenta uma pequena contribuição 
para a composição do que chamamos de inteligência.

Por outro lado, Niels, Aage e Tomas Bohr também compar-
tilharam o mesmo ambiente. Como saber se foi a herança 
genética ou a similaridade no ambiente que promoveu o alto 
desempenho científico dos três? Em combinação com os fato-
res genéticos, fatores ambientais também são importantes no 
desenvolvimento da inteligência. Diz-se então que a inteligên-
cia tem um padrão de mecanismo multifatorial (Figura 3), 
isto é, há vários genes e também muitas variáveis ambientais 
que em conjunto influenciam o neurodesenvolvimento e o de-
sempenho intelectual de cada indivíduo.

Figura 2.
Niels Bohr, seu filho Aage Bohr 
e Tomas Bohr, filho de Aage. Os 
três cientistas desenvolveram 
importantes pesquisas em seus 
campos de estudo dentro da 
Física.

Alelo – alelos são formas 
alternativas de um mesmo gene.

Gene – Sequência de DNA 
contendo informações 
necessárias para a produção 
de proteínas ou regulação de 
processos biológicos.

Neurodesenvolvimento 
– desenvolvimento físico e 
psíquico do sistema nervoso.

Sabe-se que um ambiente propício para estu-
dos permite um maior aprendizado e desem-
penho intelectual. Fatores como o relaciona-
mento da criança com sua família, recursos 
educacionais, desenvolvimento de atividades 

extracurriculares, boa nutrição, entre outros, 
influenciam diretamente o desempenho cog-
nitivo do indivíduo e, como consequência, 
potencializam suas chances de obter bons 
resultados em testes de inteligência.

Mecanismo multifatorial 
– diz respeito a características 
cujas manifestações resultam 
de interações entre múltiplos 
fatores genéticos e ambientais.
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Figura 3.
Modelo de mecanismo 
multifatorial, no qual o 
fenótipo é dado pela atuação 
conjunta de fatores genéticos 
e ambientais. Diversos genes 
em associação com fatores 
ambientais como, por exemplo, 
nutrição, educação, interações 
sociais e infecções, têm 
impacto no desenvolvimento 
cognitivo. Então, qual é a 
contribuição da genética e do 
ambiente para a inteligência em 
termos quantitativos? Muitos 
estudos mostram que fatores 
genéticos são responsáveis 
por aproximadamente 70% da 
variação de QI observada entre 
indivíduos. No entanto, essa 
contribuição varia dependendo 
da idade e das condições 
socioeconômicas da população 
averiguada.

ENTENDENDO O QUE É A 
DEFICIÊNCIA INTELECTUAL
A deficiência intelectual é uma condição que 
afeta de 1 a 3% da população global, trazendo 
um alto custo financeiro, social e emocional, 
afetando tanto os sistemas de saúde quanto 
as famílias dos indivíduos afetados, já que 
é uma condição irreversível; os tratamentos 
disponíveis visam apenas amenizar os sinto-
mas e melhorar a qualidade de vida. O termo 
anteriormente utilizado para essa condição 
era "retardo mental" mas, em 2004, a Orga-
nização Mundial da Saúde (OMS) aprovou 
a Declaração de Montreal sobre Deficiência 
Intelectual, que prioriza o uso do termo “de-
ficiência intelectual”.

Conforme mencionado no início deste ar-
tigo, considera-se que indivíduos com QI 
abaixo de 70 têm deficiência intelectual. A 
deficiência intelectual manifesta-se antes 
dos 18 anos e é caracterizada por limitações 
significativas no desempenho intelectual 
(raciocínio, aprendizagem e resolução de 
problemas) e em pelo menos duas habili-
dades do chamado comportamento adap-
tativo: comunicação, autocuidado, vida em 
casa e em comunidade, aptidão social, auto-
nomia, saúde e segurança, desempenho aca-
dêmico, lazer e trabalho. Casos de declínio 
cognitivo com início tardio não são conside-
rados deficiência intelectual e se originam, 
sobretudo, por processos neurodegene-
rativos (como na Doença de Alzheimer, 
por exemplo).

Para crianças de até cinco anos, o termo 
preferencialmente usado para diagnóstico é 
“atraso global de desenvolvimento” ao invés 

de “deficiência intelectual”. Esta distinção se 
faz porque os testes de QI só têm robustez 
quando aplicados após os cinco anos de ida-
de.

No caso da deficiência intelectual leve, os 
fatores ambientais apresentam maior contri-
buição para o quadro clínico. Em países com 
menores níveis socioeconômicos, fatores 
ambientais, tais como: desnutrição, ausência 
de assistência pré-natal e baixa escolaridade 
resultam em uma prevalência maior de defi-
ciência intelectual leve. Por outro lado, a de-
ficiência intelectual de moderada a profunda 
é determinada preponderantemente por fa-
tores genéticos. As frequências de deficiência 
intelectual moderada a grave são similares 
entre populações, pois frequentemente, nes-
tes casos, a deficiência intelectual resulta de 
mutações ou alterações cromossômicas que 
perturbam gravemente o neurodesenvolvi-
mento. No gráfico apresentado anteriormen-
te (Figura 1) há um desvio à esquerda da 
curva mostrando um aumento de indivíduos 
com deficiência intelectual moderada a pro-
funda em relação à distribuição dos valores 
de QI da população.

Frequentemente, indivíduos diagnosticados 
com deficiência intelectual também apre-
sentam outras alterações do neurodesenvol-
vimento, como transtorno do espectro 
autista, epilepsia e distúrbios comporta-
mentais ou psiquiátricos. Adicionalmente, a 
deficiência intelectual pode se apresentar iso-
lada ou associada a malformações congê-
nitas. Nesses casos em que há outros sinais 
físicos, diz-se que se trata de uma deficiência 
intelectual sindrômica.

Fenótipo – características 
observáveis de um 
indivíduo.

Processos 
neurodegenerativos – 
neurodegeneração é a perda 
progressiva da estrutura ou 
funcionamento dos neurônios.

Doença de Alzheimer – 
transtorno neurodegenerativo 
que causa a deterioração 
cognitiva e da memória, além 
de alterações comportamentais 
que comprometem a vida diária.

Transtorno do espectro 
autista – o termo engloba 
diferentes distúrbios do 
neurodesenvolvimento 
caracterizados por problemas 
de interação e comunicação 
social, padrões estereotipados e 
repetitivos de comportamento.

Epilepsia – distúrbio no qual 
os neurônios se comportam 
de maneira hiperexcitável, 
levando a convulsões e perda 
de consciência.

Malformações congênitas 
– qualquer defeito de 
nascença na constituição 
de um ou mais órgãos, 
que alterem sua estrutura 
física e, possivelmente, seu 
funcionamento.
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HÁ FATORES GENÉTICOS E 
AMBIENTAIS QUE ISOLADAMENTE 
SÃO SUFICIENTEMENTE FORTES PARA 
CAUSAR DEFICIÊNCIA INTELECTUAL
Alguns fatores ambientais isolados (ou seja, sem estarem 
associados a fatores genéticos) têm impacto muito forte no 
neurodesenvolvimento, podendo levar então à deficiência in-
telectual (Tabela 1), como é o caso de algumas infecções ma-
ternas no período de gestação (por exemplo, rubéola), ou 
durante a infância (como a meningite); problemas durante 
o parto (hipóxia neonatal); lesões traumáticas decorrentes 
de acidentes; subnutrição dentre outros. Um dos fatores mais 
importantes como causa de deficiência intelectual é o consu-
mo de álcool durante a gestação, que pode causar a síndrome 
alcoólica fetal; não há consumo de álcool considerado seguro 
durante a gravidez.

Tabela 1.
Principais causas de deficiência 
intelectual.

Rubéola – Infecção viral 
contagiosa conhecida pela sua 
erupção vermelha característica. 
É possível de prevenir por 
meio de vacinação. Durante os 
primeiros meses de gestação, 
pode causar aborto ou 
deficiências no feto.

Principais causas de deficiência intelectual

Genéticas
Ambientais

Pré-natal Pós-natal

Alterações cromossômicas 
(ex.: síndrome de Down)

21

Infecções 
(ex.: Zica)

Desnutrição

Toxinas 
(ex.: álcool)

Trauma mecânico
Irradiação 
(ex.: raios X)

Mutações em genes únicos 
(ex.: síndrome do X Frágil)

           - FMR1

Desnutrição materna
Infecção 
(ex.: meningite)

Oxigenação insuficiente  
no parto

Baixa escolaridade
Trauma mecânico

Fatores genéticos são responsáveis por gran-
de parte dos casos de deficiência intelectual 
moderada a profunda, sejam decorrentes de 
alterações cromossômicas (numéricas e 
estruturais), ou devido a mutações em ge-

nes específicos que têm grande impacto no 
neurodesenvolvimento. Estima-se que exis-
tam mais de 1000 genes que, quando mu-
tados individualmente, estão relacionados à 
deficiência intelectual.

Alteração cromossômica 
– considerando que as células 
humanas têm 46 cromossomos 
(ou 23 pares), é a alteração 
do número ou morfologia dos 
cromossomos de uma célula.

Meningite – Inflamação das 
meninges (membranas que 
revestem o cérebro e medula 
espinhal). É geralmente causada 
por infecções, que podem ser 
virais, bacterianas ou fúngicas.

Hipóxia neonatal – Também 
chamada de “sofrimento 
fetal”, consiste na diminuição 
ou ausência de absorção de 
oxigênio pelo feto.

Mutação –qualquer alteração 
na sequência do DNA.
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A trissomia do cromossomo 21 (Figura 4), isto é, a presen-
ça de três cópias do cromossomo 21, causa a Síndrome de 
Down, que é a causa genética mais comum de deficiência in-
telectual. Em cerca de 95% dos casos, a chance de haver re-
corrência na família é ínfima. Cabe dizer que a idade materna 
avançada no momento da concepção (a partir de 35 anos) é 
um fator de risco para a ocorrência de síndrome de Down.

Figura 4.
Cariótipo humano de uma 
menina (note a presença de 
dois cromossomos X e nenhum 
cromossomo Y) com trissomia 
do 21. Imagem cedida pelo 
Laboratório de Genética 
Humana do Instituto de 
Biociências da USP.

Cariótipo – conjunto 
de cromossomos de uma 
espécie, ordenados de 
acordo com seu número, 
forma e tamanho.

Síndrome de Down – 
condição genética causada pela 
presença de um cromossomo 
21 a mais. Causa uma variedade 
de sinais clínicos, incluindo 
deficiência intelectual.

Trissomia – alteração 
genética na qual a célula tem 
três cópias de um cromossomo 
específico em vez de duas.

A segunda causa genética mais comum de 
deficiência intelectual – e primeira dentre 
os casos hereditários – é a Síndrome do X-
-Frágil. Esta síndrome é causada por muta-
ções no gene FMR1, localizado no cromos-
somo X, e que exerce um papel importante 
no funcionamento dos neurônios. Por te-
rem apenas uma cópia do cromossomo X, 

homens são mais frequentemente afetados. 
As mulheres podem não manifestar quadro 
clínico ou apresentar grau variável de defici-
ência intelectual; no entanto, independen-
temente do quadro clínico, mulheres por-
tadoras de mutações no gene FMR1 têm 
risco alto de terem filhos com a síndrome 
do X-Frágil.

GENÉTICA E SOCIEDADE

24Genética na Escola  |  Vol. 15  |  Nº 1  |  2020 Sociedade Brasileira de Genética

Genética na Escola – ISSN: 1980-3540

194



QUAIS SÃO OS GENES 
ASSOCIADOS À DEFICIÊNCIA 
INTELECTUAL E QUAL O SEU 
PAPEL NO ORGANISMO?
Genes relacionados à capacidade cognitiva 
desempenham função relevante no nosso 
organismo e só causam problemas caso apre-
sentem algum defeito e tenham sua função 
alterada ou anulada. Foi demonstrado, por 
exemplo, que o gene MEF2C atua no proces-
so de aprendizagem e de formação de memó-
ria; mutações nesse gene estão relacionadas à 
deficiência intelectual.

Mencionamos aqui o exemplo do gene 
FMR1, que causa a Síndrome do X-Frágil, e 
demos algumas estimativas da quantidade de 
genes já associados à deficiência intelectual. 
Mas, afinal, o que eles têm em comum? Em 

linhas gerais, são genes que, embora desem-
penhem funções diferentes, apresentam pa-
pel essencial no cérebro em desenvolvimento. 
Assim, quando a função de algum deles está 
comprometida por uma mutação, o proces-
so de formação e funcionamento do sistema 
nervoso é alterado, trazendo consequências 
como a deficiência intelectual.

As pesquisas que se dedicam a identificar 
quais são os fatores genéticos e também am-
bientais associados à deficiência intelectual 
são essenciais para que se possa entender 
melhor o funcionamento do cérebro, incluin-
do os processos de aprendizagem, formação 
de memória e diferentes tipos de inteligência. 
No futuro, esperamos que essas pesquisas 
possam ser base para o desenvolvimento de 
possíveis terapias para indivíduos com defi-
ciência intelectual.
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Capítulo 4.2 

Modelos animais no estudo de doenças genéticas humanas 
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Modelos animais são espécies não humanas que têm sido utilizadas em inúmeras pesqui-
sas científicas, permitindo a compreensão do funcionamento de organismos vivos complexos, 
além do desenvolvimento de tecnologias aplicadas à saúde humana, como medicamentos, so-
ros e vacinas. Esses modelos são utilizados na mimetização de doenças, na expectativa de se 
poder posteriormente utilizar o conhecimento gerado em humanos. Nesta leitura você pode-
rá conhecer alguns dos principais modelos utilizados em experimentação, implicações éticas e 
legais do seu uso, além de exemplos de aplicações que contribuíram significativamente para a 
sociedade, principalmente no campo da genética humana. 

Por que utilizar 
animais para 
estudar doenças 
humanas?
Ao longo da história, os estudos com ani-
mais permitiram melhor compreensão de 
aspectos de fisiologia, patologia, farmacolo-
gia e genética. Os modelos animais dão aos 
pesquisadores a possibilidade de experimen-
tar em situações controladas e mimetizar 
condições biológicas complexas de um ser 
vivo, contribuindo para encontrar soluções 
para questões de saúde humana. A Figura 1 
apresenta uma linha do tempo com alguns 
exemplos de avanços importantes a partir de 
estudos com animais no campo das ciências 
biomédicas.

Os experimentos com modelos animais con-
tribuem para o conhecimento científico e 
melhorias na qualidade de vida, através do 
desenvolvimento de novos medicamentos e 
vacinas, bem como novas técnicas cirúrgicas 
e protocolos de administração de fármacos. 
Praticamente 90% das pesquisas laureadas 
com o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medi-
cina utilizaram experimentos com animais.

Em genética, costuma-se usar modelos ani-
mais para identificar a função de genes e en-

tender como estão relacionados às doenças e a 
outras características fenotípicas. A partir da 
década de 1980, com o aperfeiçoamento das 
tecnologias de biologia molecular e edição 
gênica, houve uma explosão nas possibilida-
des de manipulação genética de animais mo-
delo. Assim, pode-se, por exemplo, silenciar 
um gene específico e verificar o efeito resul-
tante em escala molecular e fisiológica, como 
também observar as características visíveis 
a olho nu. Dessa forma, é possível avaliar se 
um gene candidato realmente é causador de 
uma doença. No extremo oposto, podemos 
aumentar a expressão, ou mesmo adicionar 
cópias de um ou mais genes, inclusive genes 
não pertencentes à espécie, e observar as 
consequências. Outras possibilidades são os 
estudos funcionais que investigam os me-
canismos fisiopatológicos das doenças, além 
dos testes de novos tratamentos. 

Com o advento recente de uma nova técni-
ca muito eficaz e específica de edição gênica 
(CRISPR), aumentou consideravelmente o 
potencial de se obter resultados promissores 
para a sociedade a partir de estudos de doen-
ças genéticas humanas utilizando modelos 
animais. Sobre a técnica de CRISPR, esta 
revista publicou dois artigos esclarecedores 
em 2017 (Carli e colaboradores; Souza e Pe-
reira), de maneira que você pode consultá-los 
para entender melhor os mecanismos mole-
culares envolvidos e as implicações sociais.

Farmacologia - ciência 
que estuda como diferentes 
substâncias, os fármacos, 
interagem com o organismo e 
que resposta desencadeiam.

Biologia molecular - ciência 
que busca compreender a 
estrutura e o funcionamento 
de moléculas biológicas, em 
especial as que constituem o 
material genético.

Edição gênica - alteração 
artificial de sequência de DNA 
em organismo vivo.

Gene candidato - considera-
se como candidato um gene 
para o qual há evidências 
preliminares de que possa estar 
relacionado mecanisticamente 
à manifestação de determinada 
doença ou característica. A 
relação do gene candidato com 
uma doença é uma hipótese 
que precisa ser confirmada ou 
refutada a partir de evidências 
experimentais complementares.

Estudos funcionais - no 
âmbito da genética, são 
estudos que buscam entender 
mecanisticamente a relação 
entre genes e seus fenótipos.

CRISPR - técnica de 
edição gênica que mimetiza 
mecanismos bacterianos de 
clivagem de DNA. A clivagem é 
seguida de reparo do DNA pela 
célula utilizada no experimento, 
o que frequentemente resulta 
em mutações. A sigla significa 
Repetições Palindrômicas Curtas 
Agrupadas e Regularmente 
Interespaçadas (do inglês 
Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats), em 
referência ao lócus bacteriano 
que desencadeia tal mecanismo 
de combate a DNAs exógenos.
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Figura 1.
Exemplos de experimentos com 
modelos animais que foram 
importantes para a humanidade.

Princípio genético da 
transformação - também 
chamado de transformação 
bacteriana. Por esse processo, 
ocorre a captura de pedaços 
de DNA do ambiente e 
incorporação ao genoma da 
bactéria.

Animais knockout - animais 
em que ocorreu a inativação ou 
deleção de um gene.
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Figura 2.
Monumento ao camundongo de 
laboratório, em um parque em 
frente ao Instituto de Citologia 
e Genética da Academia de 
Ciências da Rússia, na cidade 
de Novosibirsk. Observa-se 
um camundongo tricotando 
uma molécula de DNA, que 
representa a gratidão da 
humanidade pelo animal 
que é utilizado em pesquisas 
genéticas para entender 
mecanismos biológicos e 
desenvolver novas drogas e 
tratamentos para doenças. 
Autora: Irina Gelbukh (2013). 
Licença Creative Commons 
atribuída. 

Apresentaremos a seguir três modelos ani-
mais muito utilizados nas pesquisas de 
doenças genéticas humanas: o zebrafish, o 
camundongo e o cão. 

Zebrafish ou  
peixe-zebra  
(Danio rerio)
O zebrafish, também conhecido no Brasil 
como paulistinha, é um peixe de água doce 
que tem origem asiática. 

À primeira vista, o zebrafish não se parece 
muito conosco, mas as aparências enganam. 
Cerca de 70% dos genes humanos têm pelo 
menos um ortólogo em zebrafish e, vários 
órgãos desse modelo são bastante similares 
aos dos humanos. Isso quer dizer que, se nos 
perguntarmos para que servem determina-
dos genes humanos, muitas vezes estudá-los 
no modelo zebrafish poderá nos levar a res-
postas. Além disso, trata-se de um modelo 
relativamente barato e de rápido desenvol-

vimento. Em cerca de três meses, o zebrafish 
atinge a maturidade sexual e cada casal pode 
produzir de 200 a 300 ovos semanalmente. 
Outra vantagem é que os embriões são trans-
parentes e se desenvolvem fora do corpo, o 
que permite a visualização macroscópica 
para estudo desse desenvolvimento.

Não só o desenvolvimento, mas também a fe-
cundação ocorre fora do corpo, fazendo com 
que a edição gênica seja metodologicamente 
facilitada. Em contraste, a fecundação e o de-
senvolvimento de mamíferos ocorrem dentro 
do corpo das fêmeas, dificultando sua mani-
pulação. A edição gênica é realizada a partir 
da injeção em ovos de substâncias necessá-
rias para modificar parte específica do gene 
de interesse. Assim, é possível obter animais 
com mutação em um gene de interesse, o que 
é importante, por exemplo, para desenvolver 
um modelo de zebrafish com determinada 
doença, no qual podem ser testados novos 
tratamentos que poderão em longo prazo ser 
aplicados em humanos acometidos pela mes-
ma patologia. 

Ortólogo - genes que estão 
em espécies diferentes, mas 
possuem funções semelhantes e 
origem evolutiva comum.
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Outra utilidade é validar genes candidatos 
a doenças. Por exemplo, se for observado 
que alguns recém-nascidos com microcefalia 
têm mutação em certo gene, essa causalida-
de pode ser verificada em zebrafish. Pode-se 
editar o gene candidato no embrião de zebra-
fish para verificar se o peixinho expressará tal 
fenótipo (cabeça pequena) (Figura 4). Por 
exemplo, mutações nos genes map11 e cdc6 

Figura 3.
Alguns benefícios da utilização 
do zebrafish como modelo 
animal.

Figura 4.
Microcefalia em zebrafish.

induzidas pela metodologia CRISPR cau-
saram microcefalia em zebrafish e o fenótipo 
em humanos é correspondente.

O zebrafish tem sido utilizado, por exemplo, 
em estudos sobre distrofias musculares, 
obesidade, câncer, albinismo ocular, micro-
cefalia, fendas orofaciais, doenças hepáticas, 
surdez etc. 

Distrofias musculares - grupo 
de doenças caracterizadas por 
fraqueza progressiva e perda de 
massa muscular.

Albinismo ocular - forma 
de albinismo que leva à 
falta de pigmentação da íris, 
prejudicando a visão.

Fendas orofaciais - 
malformações no palato (céu da 
boca) e/ou lábio.
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Roedores
O uso de roedores como modelo em pesqui-
sa experimental já data de mais de um século 
e há muitas razões para isso: disponibilidade, 
facilidade de manuseio e cuidado, alta pro-
lificidade (com gestações que resultam em 
vários filhotes por ninhada), e relativo baixo 

Figura 5.
Benefícios de se utilizar o 
camundongo (Mus musculus) 
como modelo animal.

custo. As linhagens selvagens de camun-
dongo, por exemplo, têm entre cinco e dez 
filhotes por ninhada e cada fêmea pode ter 
até cinco ninhadas ao longo da vida. 

Entre os roedores utilizados estão os camun-
dongos, ratos, hamsters, porquinhos-da-ín-
dia e gerbis. Mas os mais utilizados são ratos 
e camundongos.

As linhagens dos animais de laboratório podem ser divididas em dois grandes grupos:

1. heterogênicas - outbred, não consanguíneas 

2. isogênicas - inbred ou consanguíneas

Animais não consanguíneos são os que apresentam na constituição genética uma alta taxa de 
heterozigose (~99%), o que faz com que seja mantida uma grande diversidade genética e feno-
típica num grupo de animais. 

Um animal isogênico é o produto de pelo menos 20 gerações consecutivas do acasalamento en-
tre irmãos, ou pais e filhos. Utilizando esse tipo de acasalamento, conseguimos obter um índice 
de homozigose de 99%, o que torna tais animais os mais semelhantes entre si que se pode obter. 

As linhagens isogênicas são de especial interesse para os grupos de pesquisa pois apresentam 
um conjunto único de características. Mas, por que isso é interessante? Imagine que se pretende 
comparar um grupo de animais em que foi utilizada determinada terapia com um grupo em que 
não se utilizou. É importante, nesse caso, que ambos os grupos sejam geneticamente parecidos, 
porque variações genéticas poderiam interferir nos resultados do experimento. Ao se comparar 
um grupo de animais que teve um gene editado com um grupo não editado, deve-se seguir o 
mesmo raciocínio: é importante que os animais que os originaram tenham uma constituição 
genética muito próxima pois, do contrário, variantes em outros genes que não o editado podem 
interferir fenotipicamente, atrapalhando a análise dos resultados do experimento.

Linhagens selvagens - formas 
típicas, como ocorrem na 
natureza.

Linhagens - grupos de 
indivíduos de uma espécie 
cujos organismos apresentam a 
mesma composição genotípica 
e que geram descendentes 
com essa mesma composição 
quando entrecruzados.

GENÉTICA E SOCIEDADE

Genética na Escola  |  Vol. 17  |  Nº 1  |  2022 Sociedade Brasileira de Genética 31

Genética na Escola – ISSN: 1980-3540 202



Existem mais de mil linhagens diferentes de camundongos. E 
muitas delas são modelos para doenças humanas como câncer, 
doenças neurodegenerativas (como doença de Huntington 
e o Alzheimer); neuromusculares (como as distrofias muscu-
lares); do neurodesenvolvimento (como autismo); imunode-
ficiências, doenças autoimunes, obesidade, entres outras.

Uma outra razão pela qual camundongos são amplamente uti-
lizados como modelos em pesquisa experimental é a alta simi-
laridade com o genoma do ser humano, havendo semelhança 
de aproximadamente 85% nas regiões codificadoras de pro-
teínas. Alguns genes apresentam quase 100% de equivalência. 
Além disso, cerca de 80% dos genes desses dois genomas são 
ortólogos. 

Uma linhagem relevante nas pesquisas biomédicas é a nude 
(Figura 6). Ela apresenta uma mutação espontânea em ho-
mozigose no gene Foxn1, o que acarreta defeitos na produ-
ção das células do timo - glândula localizada no tórax que é 
responsável pela maturação de células do sistema imune. Em 
decorrência da ausência do timo, trata-se de um animal imu-
nodeprimido e isso faz com que esse modelo seja amplamente 
utilizado para estudar diversos mecanismos, sem interferência 
do sistema imune. Além disso, apresenta deficiência na produ-
ção dos pelos, por isso a ausência de pelagem.

Figura 6.
Camundongo nude.

Doenças neurodegenerativas 
- doenças nas quais ocorre 
perda progressiva da estrutura 
e do funcionamento dos 
neurônios.

Doença de Huntington - 
doença genética que acomete 
progressivamente o sistema 
nervoso central, causando 
movimentos involuntários, 
alterações comportamentais e 
declínio cognitivo.

Alzheimer - transtorno que 
causa a deterioração cognitiva e 
da memória, além de alterações 
comportamentais que 
comprometem a vida diária.

Neuromusculares - doenças 
neuromusculares são 
aquelas que afetam, direta 
ou indiretamente, a função 
muscular, isto é, incluem 
patologias intrínsecas do 
músculo e também aquelas do 
sistema nervoso que afetam 
o comando das contrações 
musculares.Neurodesenvolvimento 

- desenvolvimento físico e 
psíquico do sistema nervoso.

Doenças autoimunes - são 
caracterizadas por respostas 
imunológicas contra estruturas 
do próprio organismo.

Imunodeprimido - indivíduo 
que tem baixa resposta 
imunológica devido a uma 
condição patológica.

Os pesquisadores aproveitam que os camundogos nude não 
apresentam uma boa resposta imunológica para fazer experi-
mentos sobre câncer. É possível inserir um pedaço de tumor 
humano no animal, pois o organismo do modelo nude não rea-
ge adequadamente para combatê-lo. Assim, pode-se observar 
tanto o desenvolvimento de tumores derivados de pacientes 
humanos quanto testar a resposta a diferentes tratamentos. 
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Mutações homozigóticas no gene FOXN1 em humanos tam-
bém são muito prejudiciais, causando desde problemas na pele 
e alopecia congênita até deficiência do sistema imunológico, o 
que torna essas pessoas muito suscetíveis a infecções. 

Existem algumas linhagens de camundongos que são utiliza-
das para estudar diferentes doenças neuromusculares. Uma 
delas é a linhagem Dmdmdx para Distrofia Muscular de Du-
chenne, que tem uma mutação espontânea do tipo mutação 
sem sentido no gene Dmd murino, o que faz com que não 
haja a produção da proteína distrofina no músculo esqueléti-
co desses animais. Entretanto, diferentemente dos humanos, 
nos camundongos Dmdmdx o quadro clínico é muito leve e a 
sobrevida é bastante próxima da normal. Nos humanos, a Dis-
trofia Muscular de Duchenne se manifesta em meninos desde 
os primeiros anos de vida e se caracteriza pela degeneração 
muscular progressiva, com perda da força muscular com uma 
série de consequências que comprometem a expectativa e a 
qualidade de vida.

Além dos modelos espontâneos de camundongo, também os 
modelos induzidos são muito úteis em pesquisas biomédicas. 
Uma das abordagens com esse tipo de modelo é o de valida-
ção de genes candidatos a diversas doenças. Um exemplo é o 
autismo, que é uma condição que pode ter origem monogêni-
ca ou multifatorial. Quando se tem um gene candidato para 
determinada forma de autismo, pode-se editar esse gene em 
camundongos e verificar se os animais apresentam caracterís-
ticas semelhantes às dos pacientes humanos. Um dos testes 
que pode ser feito para avaliar o comportamento social dos 
camundongos é o chamado teste de sociabilidade três câmaras 
(Figura 7). Nele, o camundongo central é observado pelos pes-
quisadores e suas ações são quantificadas. Entre os parâmetros 
avaliados, estão o tempo de exploração da gaiola, número de 
vezes e tempo gasto na interação com os outros camundongos 
etc. 

Alopecia - também chamada 
de calvície, é a perda ou 
ausência de cabelo.

Distrofia Muscular de 
Duchenne - doença genética 
causada por variantes deletérias 
no gene da distrofina. Trata-se 
do tipo mais comum de distrofia 
muscular.

Mutação sem sentido - 
variante genética na qual um 
códon que levaria à inclusão 
de um aminoácido à cadeia 
polipeptídica é alterado, 
passando a sinalizar o término 
da tradução, isto é, torna-se 
um códon de parada (no RNA: 
UAG, UAA ou UGA).

Murino - referente ao grupo 
Murinae, do qual fazem parte 
os camundongos.

Distrofina - proteína muscular 
que liga o citoesqueleto 
da célula do músculo a um 
complexo de proteínas de 
membrana que, por sua vez, 
interage com o colágeno 
extracelular.

Degeneração - deterioração de 
um tecido ou órgão.

Multifatorial - diz respeito 
a características cujas 
manifestações resultam de 
interações entre múltiplos 
fatores genéticos e ambientais.

Congênita - condição que, 
independentemente da sua 
causa, já se apresenta ao 
nascimento.
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Cão 
(Canis lupus 
familiaris)
Por que utilizar o melhor amigo do homem 
em pesquisas? Existem pelo menos 450 
doenças que surgem espontaneamente em 
cães e 80% delas também afetam humanos. 
Além disso, em muitos casos, a manifesta-
ção dessas doenças nos cães é comparável ao 
que ocorre em humanos - considerando sua 
complexidade social, comportamental, e do 
ambiente em que estão inseridos - e, assim 
sendo, o potencial translacional do modelo 
canino para o estudo de doenças humanas é 

maior que de outros modelos que são mais 
utilizados como, por exemplo, camundongos 
e zebrafish.

A resposta imune dos cães tem maior simila-
ridade com a do humano do que outros mo-
delos. Além disso, o tamanho maior dos cães 
torna-os fisiologicamente mais próximos dos 
humanos. Isso contribui, por exemplo, para 
mimetizar melhor a biodistribuição de fár-
macos em um tratamento experimental. Afi-
nal, a biodistribuição tende a ser facilitada 
no corpo de animais menores. Muitos me-
dicamentos testados em pequenos animais 
podem não alcançar seus alvos moleculares 
em humanos com a mesma eficácia, já que 
somos muito maiores, o que é uma barreira 
translacional. 

Figura 7.
Teste de sociabilidade.

Teste de sociabilidade três câmaras
Normalmente, os roedores preferem passar mais tempo com 
outro roedor e investigam um novo indivíduo mais do que um 
familiar (novidade social). Com base nessa tendência, este teste 
é útil para avaliar o comportamento social dos animais. Nele, a 
gaiola é dividida em três câmaras com aberturas entre elas. Após 
a habituação à câmara vazia (a do meio), o animal em análise 
encontra outros indivíduos nas outras câmaras. O tempo gasto 
cheirando cada animal, o tempo gasto em cada câmara e o número 
de entradas são registrados e analisados.

É aplicável, por exemplo, a estudos envolvendo autismo, efeito 
de medicamentos na sociabilidade, comportamento parental e 
interesse em novidades sociais.

Biodistribuição - passagem 
de um fármaco da corrente 
sanguínea para os tecidos. É 
afetada por fatores fisiológicos 
e propriedades físico-químicas 
do próprio fármaco.

Potencial translacional - 
potencial de gerar informações 
ou ferramentas aplicáveis à 
saúde humana.
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Figura 8.
Alguns benefícios de se utilizar 
o cão como modelo animal. 

A variação genética entre cães de raças dife-
rentes é maior que entre os da mesma raça. 
Assim sendo, cada raça de cão possui uma 
alta homogeneidade de fenótipo, em grande 
parte por causa do processo de seleção arti-
ficial conduzida por humanos para gerar ani-
mais com características desejadas em apa-
rência e comportamento. No entanto, esse 
processo de seleção imposto por criadores 
acabou gerando também uma alta frequência 
de doenças genéticas em cães ditos “de raça/
pedigree”. Isso acontece porque a consangui-
nidade propicia uma maior probabilidade de 
ocorrer em homozigose alelos recessivos po-
tencialmente patogênicos, ou seja, cães ditos 
“de raça” são mais propensos a certas doenças 
(as autossômicas recessivas) que os sem raça 
definida (ditos “vira-latas”). Isso abre oportu-
nidades na pesquisa científica para elucidar a 
relação entre genes e doenças.

Doenças são causadas por alterações genéti-
cas, condições ambientais, ou por uma inte-
ração entre variantes genéticas e o ambiente. 
Os cães domésticos compartilham, em gran-
de parte, do mesmo ambiente que os seres 
humanos e, em consequência, disso podem 
desenvolver diversas patologias que nos afe-
tam, já que estão expostos a microrganismos, 
poluentes, toxinas e outras variáveis am-

bientais. O mesmo não ocorre com animais 
mantidos em biotérios especializados com 
ambiente rigidamente controlado (quanto à 
temperatura, dieta, luminosidade, condições 
sanitárias etc.). Embora em muitos contex-
tos científicos o ambiente controlado seja 
positivo para o sucesso do experimento, é 
importante avaliar também uma intervenção 
em um ambiente mais comparável ao do ser 
humano e, nesse caso, o cão doméstico tende 
a reproduzir melhor o que acontece conosco.

A sociabilidade e o comportamento emoti-
vo dos cães facilitam a avaliação clínica das 
condições de saúde e intervenções terapêuti-
cas, pois eles expressam mais claramente dor 
e incômodo. Essas características também 
permitem que os próprios donos consigam 
relatar a melhora ou a piora dos cães, o que 
também pode facilitar a detecção de efeitos 
colaterais e efetividade de tratamentos a lon-
go prazo.

Apesar das vantagens apresentadas, os es-
tudos com cães não são tão frequentes e as 
principais razões são a dificuldade de se ob-
ter o número necessário de indivíduos com a 
condição estudada (o que é importante para 
que os resultados sejam estatisticamente sig-
nificativos) e o alto custo de manutenção de 

Biotérios - ambientes em 
que são mantidos animais 
em condições adequadas à 
utilização em experimentos 
científicos ou produção 
biotecnológica (ex.: de vacinas 
e soros).

Seleção artificial - processo 
pelo qual humanos selecionam 
animais ou plantas com 
características desejáveis para 
efetuar cruzamentos, com o 
objetivo de obter organismos 
com fenótipos desejados.
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um canil - desde a alimentação, contratação 
de pessoal especializado (como médicos ve-
terinários e cuidadores), à alocação de espaço 
físico adequado e limpeza. 

Um bom exemplo de modelo canino para o 
estudo de uma doença humana é a Distrofia 
Muscular em Golden Retrievers (GRMD), 
que ocorre por mutação espontânea no gene 
da distrofina. Ao contrário do camundongo 

Dmdmdx, que tem um quadro leve, os cães 
GRMD têm uma progressão clínica compa-
rável com a Distrofia Muscular de Duchenne 
em humanos. Em ambos os casos (cão e hu-
mano), os afetados têm perda progressiva de 
massa muscular e a doença culmina na morte 
por insuficiência respiratória ou cardíaca em 
idade prematura. Por isso, esse modelo ca-
nino mimetiza melhor tal condição humana 
que o modelo Dmdmdx murino (Figura 9).

Figura 9.
Análise comparativa entre 
modelos de Distrofia Muscular 
de Duchenne.Recentemente, percebeu-se que uma va-

riante genética rara no gene JAGGED1, 
quando presente no modelo GRMD, é pro-
tetiva para a progressão da doença, isto é, 
animais com variante patogênica no gene da 
distrofina tinham uma melhor qualidade de 
vida (mais semelhante à dos cães selvagens) 
se apresentassem também a variante em 
JAGGED1. Os pesquisadores agora procu-

ram estudar o gene JAGGED1 para tentar 
encontrar soluções técnicas terapêuticas 
para a Distrofia Muscular de Duchenne em 
humanos. Esse tipo de descoberta pode aju-
dar no desenvolvimento de novas terapias 
para esta e outras doenças, tendo como alvo 
genes que podem impedir que o indivíduo 
desenvolva a patologia, os chamados “genes 
protetores”.
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Os cães também são um interessante modelo 
para avaliar tratamentos de câncer. A partir 
de um estudo de necropsias de 2000 cães 
descobriu-se que 23% do total e 45% da-
queles acima de 10 anos morreram de cân-
cer. Outro estudo, realizado pelos grupos de 
Mayana Zatz e Oswaldo Keith Okamoto, 
da Universidade de São Paulo, avaliou o po-
tencial do vírus Zika para combater células 
tumorais do sistema nervoso central e os 
cães foram um dos modelos utilizados. Sa-
bia-se até então que esse tipo de vírus causa 
microcefalia em bebês durante a gestação por 
atacar células progenitoras neuronais, mas 
que não há prejuízo neuronal em indivíduos 
adultos infectados. O resultado deste estudo 
mostrou que o vírus Zika é capaz de reduzir 
tumores cerebrais, o que pode ser uma possí-
vel terapia para cânceres no cérebro.

Como escolher um 
modelo animal?
Cada modelo animal tem suas particulari-
dades (Figura 10). Uma escolha criteriosa 
do modelo animal é um ponto fundamental 
do planejamento da pesquisa. A decisão por 
um modelo específico depende dos objetivos 
do projeto e deve ser tomada com base em 
argumentos científicos e verificação de carac-
terísticas intrínsecas das opções de espécies 

Figura 10.
Comparações entre zebrafish, 
camundongo e cão.

ou linhagens disponíveis. Um modelo ina-
dequado pode implicar em resultados pouco 
confiáveis ou um menor potencial translacio-
nal. 

Não há um melhor modelo animal para pes-
quisas envolvendo doenças genéticas huma-
nas. Há modelos mais adequados a depen-
der do tipo de doença, objetivo do estudo e 
infraestrutura disponível (espaço físico, di-
nheiro e equipamentos). E não se pode pre-
sumir que uma espécie é melhor por ser ge-
neticamente mais semelhante aos humanos, 
ainda que esse possa ser um bom ponto de 
partida caso as evidências na literatura cien-
tífica ainda sejam escassas para fundamentar 
uma escolha, por isso, é preciso verificar se 
alguma pesquisa anterior indicou que deter-
minada espécie poderia ser inadequada para 
o tipo de estudo pretendido. 

Sabemos que naturalmente existem diferen-
ças entre humanos e modelos animais e, a 
depender do modelo, uma mutação em um 
gene pode ser patogênica em humanos, mas 
ter consequências mínimas em animais no 
contexto clínico, isto é, alterações fenotípi-
cas imperceptíveis ou mesmo inexistentes. A 
escolha do melhor modelo depende de que 
pergunta queremos responder e de que ma-
neira podemos extrapolar e aplicar os resul-
tados obtidos à espécie humana. 

zebrafish camundongo cão

Prolificidade 200-300 ovos/semana 5-10 filhotes/ninhada muito variável

Tempo de gestação - 21 dias 58-68 dias

Maturidade sexual 3 meses pós-fertilização 6-8 semanas pós-parto 6-9 meses

Expetativa de vida média de 3,5 anos média de 2 anos 10-13 anos

Comprimento do adulto 1,8-3,8 cm 8,2-8,7 cm (sem cauda) 15-110 cm

Custo $ $$ $$$

Potencial translacional + ++ +++

Necrópsias - exame de cadáver 
para determinar a causa da 
morte.

Células progenitoras 
neuronais - células que se 
diferenciam nas células maduras 
do sistema nervoso (neurônios, 
astrócitos e oligodendrócitos).
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Em casos de divergência funcional entre 
animais e humanos, pode-se procurar aper-
feiçoar o uso do modelo a fim de responder 
às questões centrais da pesquisa. Um exem-
plo é o caso do camundongo duplo mutante  
Dmdmdx/Largemyd desenvolvido em 2013 
pelo grupo de pesquisa coordenado por Ma-
riz Vainzof da Universidade de São Paulo. 
Enquanto o camundongo Dmdmdx apresenta 
as mesmas características genéticas e bioquí-
micas que pacientes humanos com Distrofia 
Muscular de Duchenne, a fraqueza muscular 
é um componente que não está presente de 
forma muito evidenciada, ou seja, tal modelo 
não manifesta todos os aspectos funcionais 
da doença. Então os animais Dmdmdx foram 
cruzados com animais com mutação (tam-
bém espontânea) no gene Large1 (relaciona-
do a uma outra forma de distrofia muscular). 
A linhagem obtida, Dmdmdx/Largemyd, apre-
senta grave e progressiva fraqueza muscular, 
semelhante ao que acontece em humanos, 
associada a deficiência de distrofina no mús-
culo, de forma que é um modelo para estudo 
das distrofias musculares em geral. 

Há um debate a respeito da usabilidade e 
confiabilidade dos animais para modelagem 
de algumas características humanas. Parte 
dos críticos argumenta que, mesmo em ca-
sos em que há grande similaridade genética, 
algumas características podem não ser tão 
similares. Sobre isso, cabe dizer que a repro-
dutibilidade de estudos nos quais são usa-
dos modelos animais, que são organismos 
complexos, depende de um rigoroso controle 
de variáveis que podem influenciar nos re-
sultados. Essas variáveis podem ser o back-
ground genético de uma linhagem, tipo de 
alimentação oferecida, controle do ciclo de 
dia/noite, exposição a fatores estressantes, 
como barulho etc. Os animais de experimen-
tação, sempre que possível, devem ainda ser 
mantidos em biotérios cuja estrutura e res-
ponsáveis pelo seu cuidado sejam adequada-
mente preparados para seu uso em pesquisa. 
Dessa forma, reduz-se a chance de observa-
ções experimentais contraditórias.

Vale a pena lembrar que toda pesquisa clí-
nica realizada em humanos para validação 
de qualquer medicamento é precedida pela 
experimentação em modelos animais. A 

quantidade de trabalhos científicos em todo 
o mundo em que foram usados modelos ani-
mais em seu desenvolvimento para uma infi-
nidade de aplicações e todos os avanços que 
propiciaram à sociedade, como medicamen-
tos, vacinas, técnicas etc, não deixam dúvidas 
de que são importantes ferramentas quando 
usados corretamente.

Aspectos legais da 
experimentação 
animal no Brasil
No Brasil, todos os projetos de ensino ou 
pesquisa que envolvam animais vertebrados 
devem passar por uma apreciação ética pré-
via da CEUA (Comissão de Ética no Uso de 
Animais) da instituição na qual os animais 
serão utilizados. Trata-se de um procedimen-
to obrigatório. As CEUAs são credenciadas 
e reguladas por um órgão hierarquicamente 
superior, o CONCEA (Conselho Nacional 
de Controle de Experimentação Animal), 
que está vinculado ao Ministério de Ciência, 
Tecnologia e Inovações do governo federal. 
Somente após a aprovação do projeto pela 
CEUA podem ser iniciados experimentos 
envolvendo animais. A apreciação ética da 
CEUA envolve a verificação de que o plano 
de trabalho proposto pelos pesquisadores 
está de acordo com legislação vigente, sobre-
tudo a Lei nº. 11.794/2008, conhecida como 
Lei Arouca. 

De maneira geral, a apreciação ética envolve 
as seguintes verificações: 

1. A real necessidade da realização do expe-
rimento, tendo em vista os benefícios que 
poderia trazer à sociedade:

- Vale a pena investigar/solucionar o 
problema de pesquisa em questão? 

- Foi verificado se alguém já solucionou 
ou estudou esse problema anterior-
mente? 

- Quais benefícios a pesquisa trará? 

- Que parcela da população e que seg-
mentos da economia serão beneficia-
dos?

Reprodutibilidade 
- característica de um 
experimento científico passível 
de ser reproduzido novamente 
apresentando resultados 
equiparáveis aos de execuções 
anteriores. Trata-se de uma 
condição importante para que 
os experimentos científicos 
tenham credibilidade, pois 
é preciso evitar conclusões 
errôneas a partir de efeitos 
aleatórios, erros de análise 
ou mesmo manipulações 
inadequadas.

Background genético - 
“fundo genético”; composição 
genética de uma linhagem ou 
espécie (todos os alelos do 
genoma), excluindo-se o(s) 
gene(s) de interesse do estudo.

Lei Arouca - é assim conhecida 
por ser de autoria do Deputado 
Sergio Arouca. Link de acesso 
a essa legislação: http://www.
planalto.gov.br/ccivil_03/_
ato2007-2010/2008/lei/
l11794.htm

Pesquisa clínica - testes 
realizados em humanos, após 
etapas prévias em modelos 
animais, para averiguar a 
segurança e a eficácia de 
uma intervenção (vacinas e 
medicamentos).

Problema de pesquisa - 
questão para a qual se buscam 
respostas em uma pesquisa 
científica.
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2. Se o projeto de pesquisa segue o princí-
pio dos 3R’s, que será apresentado mais 
adiante;

3. Se há pessoas na equipe capacitadas tec-
nicamente para os procedimentos propos-
tos.

Além disso, a Lei Arouca proíbe a utilização 
de animais em atividades educacionais de 
primeiro e segundo graus, ficando restrita 
somente a estabelecimentos de ensino supe-
rior ou de educação profissional técnica da 
área biomédica.

A Lei Arouca também prevê sanções legais 
às pessoas físicas (pesquisadores) e jurídicas 
(instituições) que transgredirem essa legis-
lação. As sanções variam entre advertência, 
multa, interdição, impedimento temporário 
ou definitivo do exercício da atividade com 
animais e suspensão de financiamentos pro-
venientes de fontes oficiais de crédito e fo-
mento científico. 

Os princípios  
dos 3R’s
Os Princípios dos 3Rs compõem uma nor-
ma técnica proposta em 1959 por William 
Russell e Rex Burch e amplamente difun-
dida entre os países para uso de animais em 
pesquisas. Baseia-se em três pilares: “reduzir, 
substituir e aprimorar/refinar” (do inglês: 
reduction, replacement and refinement) (Fi-
gura 11). É imperativa, de acordo com esses 
princípios, a reflexão de sempre tentar redu-
zir o número de animais por procedimento 
experimental, substituir sempre que possível 
o uso de animais e aprimorar métodos para 
minimizar o desconforto animal.

Para minimizar o desconforto animal, uti-
lizam-se, por exemplo, instalações limpas 
e adequadas (em espaço, temperatura, com 
disponibilidade de água, alimento, etc), além 
de sedativos, analgésicos ou anestésicos du-
rante eventuais procedimentos que poderiam 
causar dor. Também é preciso que os pesqui-
sadores que os manipulam tenham passado 
por treinamento prévio de capacitação e re-
comendável que não utilizem cosméticos que 

possam ter odores durante os procedimentos 
com animais, porque isso causa desconforto.

Uma opção bastante factível de substituição 
de animais, especificamente para fins de en-
sino, são vídeos e técnicas modernas de apre-
sentação 3D em computador, pois permitem 
a demonstração de fenômenos fisiológicos. 
Além disso, o uso de bonecos realísticos para 
treinamento de estudantes da área de saúde 
(por exemplo, na realização de suturas) são 
aliados muito interessantes na redução do 
uso desnecessário de animais nas aulas prá-
ticas.

Do ponto de vista da pesquisa científica, além 
das melhorias que têm ocorrido no desenvol-
vimento de melhores modelos animais, um 
grande esforço está sendo dedicado à busca 
de abordagens alternativas ou mesmo pré-
vias ao uso de animais: culturas celulares, 
abordagens in vitro e o uso de células-tron-
co para diferenciação no tecido de interesse. 
Quando nos referimos a “abordagens pré-
vias”, quer dizer que resultados pouco pro-
missores nesses ensaios preliminares podem 
levar à desistência de se seguir avaliando tal 
hipótese, excluindo a necessidade de se tes-
tar em animais. No entanto, cabe dizer que 
nenhum processo vivo ocorre isoladamente. 
Portanto, em algumas situações, os estudos 
envolvendo animais tendem a mimetizar me-
lhor a complexidade dos processos biológi-
cos de organismos vivos.

Para saber mais
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3765201720170238.
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PR”. Genética na Escola. v. 12, n. 2, p. 114-123, 
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SOUZA, T. A. J., Pereira, T. C. O impacto na socie-
dade da tecnologia de edição gênica com base no 
sistema CRISPR-Cas9. Genética na escola. v. 12, 
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Modelos animais na pesquisa em DMD #Fala, Mariz! 
- Com Mariz Vainzof: https://youtu.be/y5u-
k33rYlrs

Culturas celulares - são 
conjuntos de células 
desenvolvidas sob condições 
controladas em ambientes 
artificiais.

In vitro - expressão latina que 
designa experimentos da área 
biológica que têm lugar fora 
de sistemas vivos como, por 
exemplo, em tubos de ensaio.

Células-tronco - células que 
conseguem se diferenciar e se 
transformar em diversos tipos 
celulares.
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Figura 11.
A norma técnica dos 3R’s.

Ilustrações

As figuras 1 e 3 a 11 foram produzidas pelos 
autores utilizando recursos Mind the Graph 
(https://www.mindthegraph.com/), respei-
tando as condições de seus termos de uso.
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232 

 

Discussão geral 

 

Nesta tese apresentamos uma investigação de SNVs, indels e CNVs que pudessem 

justificar o quadro clínico de 20 pacientes de uma coorte de obesidade sindrômica. Para 

uma das entidades genéticas identificadas, a síndrome de Xia-Gibbs, desenvolvemos 

modelos de iPSC (induced pluripotent stem cells) e zebrafish para estudar mecanismos 

fisiopatológicos. A seguir, discutimos as contribuições específicas e apresentamos as 

principais conclusões deste trabalho. 

 

Contribuições no diagnóstico de obesidade sindrômica 

 

Em anos anteriores, o grupo de pesquisa da Profa. Celia Koiffman - sobretudo 

através dos trabalhos da Dra. Carla D’Angelo (D’ANGELO et al., 2014, 2013, 2018; 

D’ANGELO; KOIFFMANN, 2012) - investigou casuísticas de obesidade sindrômica 

com um olhar para as variantes de número de cópias (CNVs; copy number variations). 

Nesta tese, miramos também nas variantes dos tipos de nucleotídeo único (SNVs; single-

nucleotide variants) e indels (inserções e deleções). Trata-se do primeiro estudo a aplicar 

uma investigação genômica abrangente envolvendo uma análise em conjunto de CNVs, 

SNVs e indels para uma coorte de obesidade sindrômica. Especificamente para CNVs, a 

taxa diagnóstica (3/15; 20%) foi similar à encontrada em outros trabalhos envolvendo 

casuísticas maiores analisadas por microarranjos (D’ANGELO et al., 2018; 

VUILLAUME et al., 2014). Mas a investigação combinada de CNVs, SNVs e indels a 

partir de dados de NGS teve alto rendimento diagnóstico (7/15; ~47%) e demonstrou ser 

mais efetiva.  

Outro achado relevante do nosso estudo foi que todas as variantes causais 

identificadas estavam em genes conhecidos de deficiência intelectual, sendo que apenas 

para dois deles (MYT1L e EHMT1) é reconhecida a associação com obesidade. Ao olhar 

para esses dados, é preciso ter em conta que a obesidade é uma característica comum na 

população, conforme dados epidemiológicos brasileiros apresentados na Introdução 

Geral. Além disso, alguns trabalhos indicam uma maior prevalência de obesidade em 

indivíduos com deficiência intelectual em comparação com a população geral 

(EMERSON et al., 2016; HSIEH; RIMMER; HELLER, 2014; KRAUSE et al., 2016; 

MELVILLE et al., 2008; STEDMAN; LELAND, 2010). Vários fatores podem justificar 
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essa maior prevalência de obesidade em pessoas com deficiência intelectual: menos 

atividade física, hábitos nutricionais ruins, distúrbios psiquiátricos e uso de medicamentos 

psiquiátricos. Com isso, estabelecemos que uma regra geral para a investigação de 

pacientes com obesidade sindrômica é que a etiologia da condição sindrômica pode ser 

independente da origem da obesidade.  

Considerando que apenas dois dos genes envolvidos nos diagnósticos positivos da 

nossa casuística têm associação bem estabelecida com obesidade, uma análise baseada 

em painel de genes de obesidade sindrômica nos levaria a uma taxa diagnóstica muito 

inferior à que obtivemos. Dessa forma, deve-se priorizar na investigação genética de 

casos de obesidade sindrômica abordagens com análises genômicas globais, como 

microarranjos e sequenciamento de exoma / genoma. 

Ao interrogar a possibilidade de cada variante causal ter associação com 

obesidade, nos chamou a atenção que, além do paciente 5 da nossa casuística, outros dois 

com a síndrome de Xia-Gibbs que chegaram ao nosso conhecimento também tinham 

comportamento hiperfágico. Como a associação entre a síndrome de Xia-Gibbs com 

hiperfagia e obesidade não está descrita na literatura e as fotos de pacientes presentes em 

relatos de casos publicados nos indicam que muitos não têm obesidade, entramos em 

contato com a Xia-Gibbs Society (organização de pais) e com o Dr. Richard Gibbs (Baylor 

College of Medicine), quem descreveu a síndrome. Ambos nos relataram que alguns 

pacientes têm obsessão por comida e problemas de saciedade. Além disso, no site da Xia-

Gibbs Society (organização de pais - xia-gibbs.org/) há uma parte dedicada a apresentar 

os gostos de alguns pacientes, chamada de “our favorite things” e, para muitos deles, 

“comer” - de maneira geral ou pratos específicos – está entre as três atividades favoritas. 

Dessa forma, trabalhamos com a hipótese de que variantes em AHDC1 poderiam interferir 

em vias de fome e saciedade, podendo causar quadros de obesidade sindrômica. Essa 

hipótese e o fato de não existirem modelos biológicos bem estabelecidos para estudo da 

síndrome de Xia-Gibbs e do papel de AHDC1 no neurodesenvolvimento nos levaram a 

propor o estabelecimento de modelos com essas finalidades. A descrição do 

desenvolvimento desses modelos foi apresentada no Capítulo 3. 

Apresentamos um artigo original descrevendo a investigação genética de uma 

casuística de obesidade sindrômica (Capítulo 2.1) e um artigo de revisão (Capítulo 1.1) 

sobre as principais formas sindrômicas de obesidade, com suas características clínicas, 

etiologia e diagnóstico molecular. Por não terem sido apresentados nesta tese em ordem 

cronológica, é possível notar que os achados do artigo original contribuíram na discussão 



234 

 

do artigo de revisão. A partir do artigo de revisão de obesidade sindrômica (Capítulo 

1.1), também foi possível estabelecer algumas observações gerais sobre sua etiologia; 

embora a obesidade sindrômica tenha vias biológicas diversas, é possível identificar uma 

convergência para mecanismos que impactam no neurodesenvolvimento.  Também foi 

possível categorizar esses mecanismos nas seguintes classes: (1) relacionados a 

imprinting genético (síndromes de Prader-Willi, pseudoparatireoidismo e Temple); (2) 

causados por mutações em genes diretamente envolvidos em regulação de atividade 

transcricional (síndromes de Kleefstra tipo 1, Börjeson‐Forssman‐Lehmann, Cohen, 

relacionada ao MYT1L e Luscan-Lumish); e (3) ciliopatias (síndromes de Alström, 

MORM e Carpenter tipo 1). 

Esperamos que os nossos achados contribuam para o diagnóstico genético de 

indivíduos com obesidade sindrômica. Afinal, além do efeito psicológico positivo de se 

conseguir um diagnóstico, essa informação também impacta no tratamento dos pacientes 

e planejamento familiar. No entanto, cabe lembrar que a maioria dos casos de obesidade 

sindrômica não tem sua etiologia identificada (KAUR et al., 2017), o que deve ser motivo 

para encorajar o desenvolvimento de mais pesquisas clínicas e genéticas para essa 

condição, inclusive com casuísticas maiores. 

 

Contribuições dos relatos de casos 

 

Descrevemos o primeiro caso brasileiro da síndrome relacionada ao MYT1L,  

fizemos uma revisão de mais 21 casos relatados na literatura envolvendo SNVs e indels  

nesse gene e determinamos as frequências fenotípicas nesses casos (CARVALHO et al., 

2021b - Capítulo 2.2). O fenótipo é variável, mas deficiência intelectual / atraso de 

desenvolvimento e atraso de fala estavam sempre presentes. Obesidade estava presente 

em 47,6% dos pacientes e sobrepeso em outros 23,8%. A maioria dos pacientes com 

obesidade ou sobrepeso apresentavam comportamento hiperfágico, sendo esse o provável 

mecanismo para ganho excessivo de peso nessa síndrome. Macrocefalia, estrabismo, 

alterações de comportamento e malformações de mãos / pés também eram características 

recorrentes.  

Relatamos dois casos envolvendo o gene MED13L, sendo um isolado (no qual a 

obesidade está presente) e um familial (CARVALHO et al., 2021a - Capítulo 2.3). Até 

então, todos os casos descritos na literatura eram de novo, tendo sido o primeiro relato de 
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caso familial, em decorrência de suposto mosaicismo gonadal. Não há uma associação 

reconhecida dessa forma sindrômica de deficiência intelectual com obesidade.   

Publicamos o segundo trabalho, e primeiro caso brasileiro, relacionando o gene 

SCAF4 a uma síndrome mendeliana do neurodesenvolvimento (CARVALHO et al., 

2022) . Até então, apenas o trabalho de Fliedner et al. (2020) havia feito essa relação. 

Esperamos que a descrição das características clínicas do nosso paciente possa contribuir 

para definir o espectro fenotípico da síndrome. De acordo com a nossa análise, níveis 

variados de deficiências cognitivas e de fala estão presentes em todos os casos descritos 

até o momento. Outras características descritas em alguns pacientes incluem epilepsia, 

malformações cardíacas e problemas de comportamento. Microcefalia na infância foi 

observada apenas no nosso paciente. Ainda que o número de casos descritos seja limitado, 

identificamos que 2/8 pacientes apresentaram IMC z-score superior a +2 (Table 1- 

CARVALHO et al., 2022 - Capítulo 2.4), de maneira que provavelmente não há uma 

associação dessa nova síndrome com obesidade. 

 

As linhagens de iPSC estabelecidas para estudo da síndrome de Xia-Gibbs 

 

 A reprogramação de células adultas para obter iPSC, sua diferenciação em tecidos 

de interesse e identificação de vias biológicas alteradas é uma estratégia para estudar a 

fisiopatologia de doenças genéticas (BASSETT, 2017), visto que essas células mantêm 

particularidades genômicas dos indivíduos, incluindo a mutação causal (PERKEL, 2015). 

Trata-se de uma alternativa a coletas invasivas, como de partes do cérebro, o que seria 

eticamente proibitivo para pacientes vivos. A reprogramação a partir de diferentes tipos 

celulares já foi descrita. Nossa escolha pelas PBMC (peripheral blood mononuclear cells) 

foi com base em sua coleta minimamente invasiva (HOKAYEM et al., 2016; Mack et al., 

2011) e conveniência.   

O método de reprogramação proposto por Okita et al. (2011) tem sido bastante 

utilizado com bons rendimentos pelo grupo da Profa. Maria Rita Passos-Bueno, que foi 

colaboradora nessa parte do trabalho. Nós obtivemos quatro linhagens de iPSC, sendo 

três derivadas de pacientes com a síndrome de Xia-Gibbs, com diferentes mutações de 

perda de função em AHDC1, e uma de um indivíduo não afetado. Essas quatro linhagens 

apresentaram fenótipo de pluripotência, capacidade de diferenciação nos três folhetos 

germinativos e foram aprovadas em testes de qualidade, conforme descrito no Capítulo 
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3. Esses resultados permitem que as linhagens estabelecidas sejam utilizadas com 

confiabilidade em estudos funcionais futuros sobre a síndrome de Xia-Gibbs. Duas outras 

linhagens derivadas de indivíduos não afetados foram estabelecidas por grupos parceiros 

(da Profa. Maria Rita Passos-Bueno e da Profa. Lygia Pereira) e poderão completar o 

grupo controle nesses estudos.  

Para estudo de condições clínicas em que há prejuízo de funções cognitivas, como 

é o caso da síndrome de Xia-Gibbs, é muito utilizada a diferenciação de iPSC em 

neurônios corticais (ARDHANAREESWARAN et al., 2017).  O grupo da Profa. Maria 

Rita Passos-Bueno tem bem estabelecido um protocolo de diferenciação de iPSC em 

neurônios corticais por dupla inibição de SMAD seguida de neurogênese in vitro, 

conforme Shi e colaboradores (2012) e adaptações introduzidas na dissertação de Branco 

(2020). Em suma, as colônias de iPSC são cultivadas em um meio de indução neural 

contendo N2 e B27 e suplementado com fatores de inibição de SMAD (dorsomorfina e 

SB4315420). Após o aparecimento das rosetas, as células são mantidas sem 

suplementação de fatores de SMAD, mas com suplementação de FGF2 (basic fibroblast 

growth fator) para promover a expansão das NSC (neural stem cell). Entre o terceiro e o 

quarto dia após essa etapa, elas passam a ser mantidas em meio de indução neural com 

N2 e B27 e sem suplementação dos demais fatores utilizados anteriormente. Uma vez que 

uma neurogênese substancial tenha ocorrido (por volta do dia 28), as células são 

cultivadas por mais 50 a 60 dias.  

Para verificar se as NSC e neurônios obtidos expressam os marcadores esperados, 

serão realizados experimentos de caracterização desses tipos celulares baseados em 

imunofluorescência – utilizando, por exemplo, como anticorpos primários anti- SOX2, 

PAX6, MAP2, Synapsin, TBR2, PSD95 e GFAP - e RTqPCR – por exemplo para os 

fatores PAX6, SOX2, TBR1 e MAP2. Esses protocolos já estão padronizados no 

laboratório da Dra. Maria Rita Passos-Bueno (BRANCO, 2020).  

Como próximos passos, para identificar em larga escala as vias biológicas 

alteradas, empregaremos tecnologias ômicas em abordagens caso-controle. Iniciaremos 

essa investigação com o RNAseq. Para o modelo celular, iremos diferenciar as iPSC em 

neurônios corticais e comparar os grupos caso e controle nos seguintes estágios: iPSC, 

NSC, neurônio imaturo (35 dias de diferenciação), neurônio maduro (60 dias de 

diferenciação).  

Considerando as características clínicas da síndrome de Xia-Gibbs, nós 

entendemos ser relevante priorizar a investigação de vias relacionadas com 
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neurodiferenciação, plasticidade, função sináptica, mielinização, remodelamento de 

cromatina e outros genes relacionados a deficiência intelectual / neurodesenvolvimento. 

Além do RNAseq, outras abordagens poderão ser adotadas em futuros estudos 

funcionais para propor vias biológicas alteradas na síndrome de Xia-Gibbs. Pode-se, por 

exemplo, investigar por espectrometria de massas quais proteínas são diferentemente 

expressas (proteômica), por ATAC-Seq quais regiões da cromatina apresentam alterações 

de acessibilidade, ou ainda identificar por sequenciamento de bissulfito em escala 

genômica as alterações de metilação.  

Outra possibilidade interessante é a avaliação eletrofisiológica dos neurônios 

corticais que pretendemos obter. O Centro de Estudos do Genoma Humano e Células-

tronco fez recentemente a aquisição do Multielectrode Array (Axion Byosistems), 

aplicável ao estudo de células excitáveis, como é o caso de neurônios. Esse equipamento 

tem sistemas de matrizes de múltiplos eletrodos que capturam o potencial de campo ou 

atividade em toda uma população de células. Além de diferenças no padrão 

eletrofisiológico espontâneo entre caso e controle, podemos comparar também a reposta 

a diferentes neurotransmissores.  

São várias as possibilidades de uso do modelo celular desenvolvido para 

investigação fisiopatológica da síndrome de Xia-Gibbs. Dessa forma, haverá 

desdobramentos em projetos desenvolvidos pelo nosso laboratório e também por 

colaborações, o que é facilitado pelo depósito que fizemos das linhagens de iPSC com 

mutações em AHDC1 no hpscreg.eu. 

 

O modelo de zebrafish ahdc1+/- 

 

Estudos funcionais envolvendo modelos animais têm potencial de contribuir no 

entendimento da relação entre mutação e fenótipo. Nós escolhemos o zebrafish pelas 

várias vantagens apresentadas por esse modelo: genoma com considerável similaridade 

com o humano, manutenção relativamente barata (em comparação com modelos 

mamíferos), rápido desenvolvimento, grande prole (SETH; STEMPLE; BARROSO, 

2013), ovos visíveis a olho nu (o que facilita sua manipulação) (SPENCE et al., 2007), 

embriões transparentes e com desenvolvimento fora do corpo (SANTORIELLO; ZON, 

2012; SPENCE et al., 2007). Adicionalmente, o zebrafish tem sido usado como modelo 

para estudar doenças do neurodesenvolvimento (DE ABREU et al., 2020; 
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MESHALKINA et al., 2018; PEREZ et al., 2019; SAKAI; IJAZ; HOFFMAN, 2018) e o 

gene ahdc1 está presente em uma só cópia em seu genoma (dado do 

ncbi.nlm.nih.gov/gene).  

O zebrafish pode ser usado como modelo de doenças monogênicas ao se editar o 

gene de interesse. O fato de a fecundação ocorrer fora do corpo da fêmea nesse modelo 

torna mais fácil a obtenção de zigotos para injeção. Utilizamos a técnica de edição 

mediada por CRISPR-Cas9 para obter nosso modelo de zebrafish com mutação em 

ahdc1. Essa técnica de edição tem sido utilizada para gerar modelos de estudo para 

diversas doenças humanas, incluindo as do neurodesenvolvimento (LIU et al., 2018; 

MENEGHETTI et al., 2019; PEREZ et al., 2019). Nós verificamos que o protocolo 

proposto por Vejnar et al. (2016) é reproduzível e foi eficiente para a nossa proposta de 

gerar a mutação de perda de função no gene ahdc1. Nós também recomendamos os 

checkpoints metodológicos que utilizamos (teste de eficiência in vitro e edição do gene 

de pigmentação slc45a2), pois eles evitam o uso desnecessário de animais quando os 

reagentes de edição genética não estão adequados.  

O modelo zebrafish ahdc1+/- estabelecido é fértil e a prole apresentou proporções 

genotípicas mendelianas. Ele não tem alterações fenotípicas visíveis óbvias, embora ainda 

devamos realizar avaliação mais detalhada; cabe mencionar, porém, que os dismorfimos 

observáveis em pacientes humanos com a síndrome de Xia-Gibbs costumam ser leves. 

Para facilitar colaborações, depositamos o modelo desenvolvido no zfin.org. 

 Como próximos passos, pretendemos avaliar a expectativa de vida do modelo, 

sua fecundidade em comparação com cruzamentos entre selvagens e verificar se o 

homozigoto é viável. Outra pretensão é conseguir padronizar uma técnica de 

criopreservação de gametas em nosso laboratório, para que seja possível ter um backup 

da linhagem que desenvolvemos. 

Considerando que muitos pacientes com a síndrome de Xia-Gibbs têm diagnóstico 

de autismo (JIANG et al., 2018) e que alguns podem apresentar hiperatividade 

(MUBUNGU et al., 2021), pretendemos realizar ensaios comportamentais. Para isso, foi 

estabelecida uma colaboração com a Dra. Alline de Campos, da USP de Ribeirão Preto, 

com experiência em ensaios de comportamento com zebrafish.  

Sobre a hipótese de que AHDC1 possa interferir em vias neurais de fome e 

saciedade, pretendemos utilizar o modelo de zebrafish em um ensaio que avalia o apetite 

por observação, conforme descrito por Falcinelli e colaboradores (2016). Aos oito dias 

pós-fertilização, larvas de zebrafish serão alimentadas por seis minutos com nauplios 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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recém-eclodidos de Artemia salina. A atividade de ingestão alimentar de cada larva de 

zebrafish será monitorada por filmagem e quantificada. Somente após o ensaio será 

realizada a genotipagem para categorizar os animais como pertencentes ao grupo caso ou 

controle.   

Assim como para o modelo celular, realizaremos uma avaliação transcriptômica 

do modelo de zebrafish. Usaremos diferentes fases do desenvolvimento (dois e cinco dias 

pós-fertilização e peixe adulto) e compararemos animais ahdc1+/- com selvagens. Na 

obtenção das amostras de zebrafish para RNAseq, a dificuldade inicial é distinguir as 

larvas heterozigotas das selvagens. Por isso, padronizamos um protocolo de coleta 

(adaptado de DUPRET et al., 2018), que esquematizamos na Figura 1. Em suma, as 

larvas são cortadas em ponto padronizado (imediatamente inferior ao vitelo), sendo que 

a porção caudal é encaminhada para genotipagem e a porção na qual estão os tecidos 

encefálicos em desenvolvimento é armazenada. Após genotipagem, são feitos pools com 

as porções superiores de mesmo genótipo. Ao extrair RNA de um pool de 30 cabeças com 

dois dias pós-fertilização, obtivemos pouco mais de 5 ug de RNA, o que é muito superior 

à quantidade que precisamos para o RNAseq (~1 ug), de maneira que os pools poderão 

ter menos animais que nesse teste. Empregaremos a mesma metodologia para larvas com 

cinco dias pós-fertilização. Para animais adultos, podemos genotipar utilizando 

fragmento de nadadeira caudal, abordagem que é amplamente utilizada já que ocorre 

regeneração após a coleta. Após resultados das genotipagens, os encéfalos serão coletados 

de acordo com o descrito por Lopez-Ramirez (2016). Cada pool é considerado n=1. 

Utilizaremos um tamanho amostral n=3 para cada grupo. 

Os conhecimentos da fisiopatologia da síndrome de Xia-Gibbs e o papel de 

AHDC1 no neurodesenvolvimento podem ser aprofundados com modelos celulares e 

animais, além da possibilidade de propor potenciais alvos terapêuticos. Porém, a 

relevância do período pré-natal no neurodesenvolvimento aliado ao diagnóstico somente 

pós-natal são fatores limitantes na efetividade dos possíveis tratamentos farmacológicos. 

Ainda assim, talvez seja possível reverter certos déficits moleculares, eletrofisiológicos e 

comportamentais, principalmente em indivíduos mais jovens, em que ainda há maior 

plasticidade neural.  

Sendo AHDC1 uma proteína intrinsecamente desordenada (IDP - intrinsically 

disordered protein), conforme proposto na discussão do Capítulo 3, sua estrutura é tão 

dinâmica que métodos convencionais de design de drogas baseados em estrutura não 

podem ser aplicados diretamente (RUAN et al., 2019), ou seja, a eventual proposta de 
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opções terapêuticas deveria ser pensada tendo como alvo outras moléculas envolvidas 

nos mecanismos fisiopatológicos da síndrome. Portanto, é imperativo investigar os 

mecanismos subjacentes às mutações em AHDC1 e nossos modelos podem ser 

ferramentas valiosas para esse propósito. 

 

Figura 1: Fluxograma de obtenção de amostras em diferentes estágios de 

desenvolvimento de zebrafish para análises ômicas. 

 
dpf – dias pós-fertilização 
 

 

Conclusões 

 

A etiologia da obesidade sindrômica tende a ser relacionada com o 

neurodesenvolvimento. Há uma ampla variabilidade genética e diversas vias biológicas 

podem estar implicadas, mas os mecanismos fisiopatológicos gerais podem ser separados 

três grupos principais: (1) relacionados a imprinting genético; (2) causados por mutações 

em genes diretamente envolvidos em regulação de atividade transcricional; e (3) 

ciliopatias. 

Em investigações de casos de obesidade sindrômica, não se deve descartar a 

possibilidade de que a etiologia seja independente da obesidade. Por isso, métodos de 

investigação abrangente do genoma (como microarranjos e sequenciamento de exoma / 

genoma) devem ser priorizados em detrimento de painéis de genes de obesidade 

sindrômica. 
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Para estudo da síndrome de Xia-Gibbs, desenvolvemos uma linhagem de 

zebrafish com mutação de perda de função em ahdc1, além de três linhagens de iPSC 

derivadas de células de pacientes com essa síndrome. Tais modelos biológicos são os 

primeiros para a síndrome de Xia-Gibbs e serão utilizados para investigar seus 

mecanismos fisiopatológicos, inclusive vislumbrando a proposição de alvos terapêuticos, 

bem como para avaliar a nossa hipótese de que mecanismos neurais de fome e saciedade 

possam estar alterados nos pacientes. 
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Anexo 1 - SnapShot: Directed Differentiation of Pluripotent 

Stem Cells 

 

Anexo 2 – Dados dos pacientes com síndrome de Xia-Gibbs 

que tiveram células utilizadas para desenvolvimento de 

modelos de iPSC 

 

Anexo 3 - Outras produções durante o período do doutorado e 

distinções 

 



M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

S
E

N
D

O
D

E
R

M
 D

E
R

IV
A

T
IV

E
S

G
E

R
M

 C
E

L
L

S
E

C
T

O
D

E
R

M
 D

E
R

IV
A

T
IV

E
S

B
M

P
4

F
G

F
2

E
G

F
V

E
G

F

E
p

ib
la

st
-l

ik
e

 c
e

lls
P

ri
m

o
rd

ia
l g

e
rm

 
c

e
ll-

lik
e

 c
e

lls

S
or

t
In

te
g

ri
n-
β3

+
S

se
a1

+

S
or

t 
C

D
73

+

S
or

t
N

C
A

M
+

N
2

-S
er

um

S
p

e
rm

a
to

zo
a

P
ri

m
o

rd
ia

l g
e

rm
 

c
e

ll-
lik

e
 c

e
lls

B
M

P
4

B
M

P
7

B
M

P
8B

In
su

lin
E

g
f

h
C

G

+
 t

ra
ns

d
uc

ti
o

n 
o

f 
D
A
Z

 g
en

es

C
ul

tu
re

 o
n

ar
ti

�c
ia

l
m

at
ri

x
A

d
he

re
nt

cu
lt

ur
e

S
o

rt
 p

75
+

, H
N

K
1+

R
A

Ta
u

ri
n

e

β-
G

P
D

e
xa

A
sc

o
rb

ic
a

c
id

A
sc

o
rb

ic
 a

c
id

T
G

Fβ
3

D
e

xa
, 

IB
X

T
In

su
lin

3D
 m

at
ri

g
el

cu
lt

ur
e

3D
 m

at
ri

g
el

cu
lt

ur
e

P
A

6/
M

S
-5

 c
o

cu
lt

ur
e

S
F

E
B

q
 c

ul
tu

re

S
em

is
o

lid
cu

lt
ur

e

O
P

-9
 o

r 
M

S
-5

co
cu

ltu
re

S
em

is
o

lid
cu

lt
ur

e

O
P

-9
 c

o
cu

lt
ur

e

O
P

-9
co

cu
lt

ur
e

O
P

-9
 c

o
cu

lt
ur

e

K
S

R
 o

r 
ad

he
re

nt
 c

ul
tu

re

U
tr

ic
le

st
ro

m
a

co
cu

lt
ur

e

B
m

p
4

S
cf Li
f

E
g

f
A

ct
iv

in
 a

Fg
f2

S
p

o
nt

an
eo

us
d

iff
er

en
ti

at
io

n

F
o

lli
c

le
-l

ik
e

st
ru

c
tu

re
s

+
O

o
c

yt
e

-l
ik

e
c

e
lls

P
ri

m
o

rd
ia

l g
e

rm
 

c
e

ll-
lik

e
 c

e
lls

+
M

e
io

ti
c

c
e

lls
+

H
a

p
lo

id
c

e
lls

K
er

at
in

o
cy

te
s

N
e

u
ra

l
p

ro
g

e
n

it
o

rs

B
M

P
4

L
E

F
T

Y

IN
S

U
LI

N
, T

R
A

N
S

FE
R

IN
S

e
le

n
iu

m

N
O

D
A

L
A

C
T

IV
IN

A
sc

o
rb

ic
a

c
id

S
B

43
15

42

E
p

id
e

rm
is

E
ct

o
d

er
m

N
O

G
G

IN
L

D
N

/
D

o
rs

o
m

o
rp

h
in

B
M

P
4

F
G

F
2

E
G

F

A
st

ro
c

yt
e

s
O

lig
o

d
e

n
d

ro
c

yt
e

s
O

ti
c

 h
a

ir
 c

e
lls

 

N
eu

ro
ec

to
d

er
m

S
p

in
a

l m
o

to
r 

n
e

u
ro

n
s

D
A

 n
e

u
ro

n
s

N
e

u
ra

l c
re

st
st

e
m

 c
e

lls

W
NT

DKK

O
p

ti
c

 c
u

p
N

eu
ra

l r
et

in
a 

(N
R

)
R

et
in

al
 p

ig
m

en
t

ep
it

he
liu

m
 (

R
P

E
) C
o

rt
ic

al
 la

ye
rs

R
A

S
H

H

R
e

ti
n

a
l p

ig
m

e
n

t
e

p
it

h
e

liu
m

M
e

se
n

c
h

ym
o

-
a

n
g

io
b

la
st

M
e

se
n

c
h

ym
a

l s
te

m
/

p
re

c
u

rs
o

r 
c

e
lls

A
d

ip
o

g
e

n
ic

 c
e

lls

O
st

e
o

g
e

n
ic

c
e

lls
C

h
o

n
d

ro
g

e
n

ic
c

e
lls

E
n

d
o

th
e

lia
l c

e
lls

S
m

o
o

th
m

u
sc

le
 c

e
lls

C
a

rd
io

m
yo

c
yt

e
s

S
m

o
o

th
m

u
sc

le
 c

e
lls

C
a

rd
io

m
yo

c
yt

e
s

S
k

e
le

ta
l

m
yo

b
la

st
s

O
st

e
o

c
la

st
s

P
ri

m
it

iv
e

 s
tr

e
a

k
m

e
so

d
e

rm

H
e

m
a

n
g

io
b

la
st

C
a

rd
io

va
sc

u
la

r 
c

o
lo

n
y-

fo
rm

in
g

 c
e

lls

B
M

P
4

S
e

ru
m

V
E

G
F

FG
F2

D
K

K

W
N

T

F
g

f2
Ig

f1

Tr
an

sp
la

nt
at

io
n

in
to

 t
es

te
s

S
H

H

G
A

B
A

 n
e

u
ro

n
s

S
H

H
F

G
F

8

R
et

in
o

id
s

Nicotinamide 

F
G

F

FG
F2

S
H

H

P
D

G
F

CNTF

W
N

T
3A

F
G

F
4

H
in

d
g

u
t

e
n

d
o

d
e

rm

EG
F

In
te

st
in

a
l

ti
ss

u
eH

e
p

a
ti

c
 

p
ro

g
e

n
it

o
rs

H
e

p
a

to
c

yt
e

s

NOGGIN

A
nt

er
io

r
en

d
o

d
er

m

B
M

P
4

FG
F2

W
N

Ts

M
u

lt
ip

o
te

n
t

lu
n

g
 p

ro
g

e
n

it
o

rs

M
u

lt
ip

o
te

n
t

e
n

d
o

d
e

rm
a

l
p

ro
g

e
n

it
o

r 
c

e
lls

A-83-01 

TGFβ 

FG
F1

0

R
A

SH
H

C
yc

lo
pa

m
in

e

P
a

n
c

re
a

ti
c

p
ro

g
e

n
it

o
rs

NO
TC

H
D

AP
T

IG
F1 HG

F

N
ic

ot
in

am
id

e 

β 
c

e
lls

H
G

F

FG
F4 EG

F

A
C

T
IV

IN
 A

FG
F1

0

R
A

SB
43

15
42

A
C

TI
VI

N
/

N
O

D
A

L

BMP4 
N

O
G

G
IN

B
M

P
4

D
e

fi
n

it
iv

e
e

n
d

o
d

e
rm

A
C

T
IV

IN
 A

P
h

o
to

re
c

e
p

to
rs

H
e

m
a

to
p

o
ie

ti
c

p
ro

g
e

n
it

o
rs

Fi
b

ro
ne

ct
in

, E
G

M
2

B
M

P
4

V
E

G
F

S
C

F
T

P
O

F
LT

-3

B
M

P
4

F
G

F
2

A
C

T
IV

IN
 A

C
S

F,
 I

L
-3

, 
IL

-6
S

C
F,

 V
E

G
F,

 B
M

P
4

F
LT

-3
, 

E
P

O
, 

T
P

O

V
E

G
F,

 
IL

-3
, 

IL
-6

,
IL

-1
1,

 S
C

F

N
T

4
B

M
P

4,
 F

G
F

2
F

O
L

L
IS

TA
T

IN

F
G

F
2,

 P
D

G
F

-B
B

N
T

4,
 G

D
F

5
B

M
P

4,
 F

G
F

2

E
ry

th
ro

p
o

ie
ti

c
 

c
e

lls

M
o

n
o

c
yt

e
/

m
a

c
ro

p
h

a
g

e
p

ro
g

e
n

it
o

rs

V
E

G
F

T
P

O
 

E
P

O
IL

-3
IL

-6
IL

-1
1

S
C

F
S

C
F

T
P

O
IL

-3
F

P
6

E
P

O
M

-C
S

F
R

A
N

K
L

Ly
m

p
h

o
id

p
ro

g
e

n
it

o
rs

C
o

rt
ic

a
l n

e
u

ro
n

s

Serum Sort CD73+

D
K

K

W
N

T

V
E

G
F

V
E

G
F

S
B

43
15

42

T
G

F
β

In
te

st
in

a
l

NO
TC

H

N
ic

ot
in

am
id

e
IG

F1 HG
F

N
ic

ot
in

am
id

e

β 
c

e
lls

H
e

p
a

ti
c

 
p

ro
g

e
n

it
o

rs
p

ro
g

e
n

it
o

rs

NO
TC

H

NO
TC

H
D

AP
T

EG
F NO

TC
H

NO
TC

H

H
e

p
a

to
c

yt
e

s

NO
TC

H

NO
TC

H
D

AP
T

H
G

F

FG
F4 EG

F NO
TC

H

S
or

t 
C

D
73

+

A
sc

o
rb

ic
 a

c
id

T
G

F

D
e

xa
, 

IB
X

T
In

su
lin

O
P

-9
 c

o
cu

lt
ur

e

M
e

se
n

c
h

ym
o

-
a

n
g

io
b

la
st

A
d

ip
o

g
e

n
ic

 c
e

lls

N
T

4,
 G

D
F

5
B

M
P

4,
 F

G
F

2

M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

S

O
st

e
o

c
la

st
s

Fi
b

ro
ne

ct
in

, E
G

M
2

M
o

n
o

c
yt

e
/

m
a

c
ro

p
h

a
g

e
p

ro
g

e
n

it
o

rs
M

-C
S

F
R

A
N

K
L

Ly
m

p
h

o
id

p
ro

g
e

n
it

o
rs

S
o

rt
 C

X
C

R
+

,C
D

11
7h

ig
h

N
2

-S
er

um

O
st

e
o

g
e

n
ic

c
e

lls

S
k

e
le

ta
l

m
yo

b
la

st
s

C
a

rd
io

va
sc

u
la

r 
c

o
lo

n
y-

fo
rm

in
g

 c
e

lls
c

o
lo

n
y-

fo
rm

in
g

 c
e

lls

D
K

K

W
N

T

T
G

Fβ
3 V
E

G
F

c
o

lo
n

y-
fo

rm
in

g
 c

e
lls

M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

S

S
B

43
15

42

M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

S

S
B

43
15

42

M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

S

S
B

43
15

42

T
G

F
β

m
u

sc
le

 c
e

lls

C
a

rd
io

m
yo

c
yt

e
s

c
o

lo
n

y-
fo

rm
in

g
 c

e
lls

c
o

lo
n

y-
fo

rm
in

g
 c

e
lls

c
o

lo
n

y-
fo

rm
in

g
 c

e
lls

M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

S

S
B

43
15

42 β

C
a

rd
io

m
yo

c
yt

e
s

M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

S

S
B

43
15

42

C
a

rd
io

m
yo

c
yt

e
s

E
n

d
o

th
e

lia
l c

e
lls

M
E

S
O

D
E

R
M

 D
E

R
IV

A
T

IV
E

SE
n

d
o

th
e

lia
l c

e
lls

E
n

d
o

th
e

lia
l c

e
lls

E
n

d
o

th
e

lia
l c

e
lls

V
E

G
F

V
E

G
F

FG
F2

FG
F2

S
B

43
15

42

P
lu

ri
p

o
te

n
t

S
te

m
 C

e
ll

s
(E

S
C

s/
iP

S
C

s)

See online version for legend and references.1174 Cell 149, May 25, 2012 ©2012 Elsevier Inc. DOI 10.1016/j.cell.2012.05.015 

S
n
ap

S
h
o
t:

 D
ir

e
ct

e
d
 D

if
fe

re
n
ti

at
io

n
 o

f 
P

lu
ri

p
o
te

n
t 

S
te

m
 C

e
lls

Lu
is

 A
. W

ill
ia

m
s,

 B
ra

nd
i N

. D
av

is
-D

us
en

b
er

y,
 a

nd
 K

ev
in

 C
. E

g
g

an
H

H
M

I, 
H

ar
va

rd
 U

ni
ve

rs
ity

, C
am

b
ri

d
g

e,
 M

A
 0

21
38

, U
S

A

246

Laura
Carimbo



250 

 

Anexo 3 

Outras produções durante o período do doutorado e distinções  

 

 

Artigos  

SILVA, I. S.; FERREIRA, C. N.; COSTA, L. B. X.; SOTER, M. O.; CARVALHO, L. 

M. L.; ALBUQUERQUE, J. C.; SALES, M. F.; CANDIDO, A. L.; REIS, F. M.; 

VELOSO, A. A.; GOMES KB. Polycystic ovary syndrome: clinical and laboratory 

variables related to new phenotypes using machine-learning models. Journal of 

Endocrinological Investigation, v. 5, n. 3, p. :497-505, 2021. DOI: 10.1007/s40618-

021-01672-8  

VASCONCELOS, F. T. G. R.; BARBOSA, I. N.; CARVALHO, L.M. L.; SOUZA, L. 

S.; KREPISCHI, A. C. V. Revisitando o Dogma Central: a relação entre genes e 

proteínas. Genética na Escola. v. 16, p. 196-207, 2021. DOI: 10.55838/1980-

3540.ge.2021.380 

RODRIGUES, K. F.; PIETRANI, N. T.; CARVALHO, L. M. L.; BOSCO A. A.; 

SANDRIM, V. C.; FERREIRA, C. N.; GOMES K. B. Haptoglobin levels are 

influenced by Hp1-Hp2 polymorphism, obesity, inflammation, and hypertension in type 

2 diabetes mellitus. Endocrinología, Diabetes y Nutrición, v. 66, n. 2, p. 99-107, 2019. 

DOI: 10.1016/j.endinu.2018.07.008 

CARVALHO, L.M.L.; REIS, F. M.; CANDIDO A. L.; NUNES F. F. C.; FERREIRA 

C. N.; GOMES K. B. Polycystic Ovary Syndrome as a systemic disease with multiple 

molecular pathways: a narrative review. Endocrine Regulations, v. 52, p. 208-221, 

2018. DOI: 10.2478/enr-2018-0026 

 

Trabalhos apresentados em eventos 

CARVALHO, L. M. L.; BRANCO, E. V.; MOREIRA, D. P.; KOBAYASHI, G. S.; 

SARAFIAN, R. D.; ARAUJO, F. T.; HSIA, G. S. P.; BERTOLLO, E. M. G.; BUCK, C. 

B.; PEREIRA, L. V.; KOIFFMANN, C. P.; PASSOS-BUENO, M. R. S. E.; MENDES, 

T. A. O.; KREPISCHI, A. C. V.; ROSENBERG, C. Development of cellular and animal 

models for the Xia-Gibbs syndrome. In: 67th Brazilian Congress of Genetics, Natal - 

RN, 2022 

FIALHO, D. M. C., CARVALHO, L. M. L; KREPISCHI, A. C. V. Etiologia genética 

da deficiência intelectual sindrômica em indivíduos com genitores consanguíneos. In: 

30º Simpósio Internacional de Iniciação Científica e Tecnológica da USP - SIICUSP, 

São Paulo – SP, 2022 

FIALHO, D. M. C., CARVALHO, L. M. L; BERTOLA, D. R.; ROSENBERG, C.; 

KREPISCHI, A. C. V. Genetic etiology of syndromic intellectual disability in 



251 

 

individuals with consanguineous parents. In: GeneTime Conference 2022 (UFMG), 

Belo Horizonte – MG, 2022 

FIALHO, D. M.; CARVALHO, L. M. L.; BERTOLA, D. R.; ROSENBERG, C.; 

KREPISCHI, A. C. V. Genetic etiology of syndromic intellectual disability in 

individuals with consanguineous parents. In: Mostra de Trabalhos acadêmicos da 25º da 

Semana Temática da Biologia do Instituto de Biociências da Universidade de São 

Paulo, São Paulo-SP, 2022 

CARVALHO, L.M.L.; COSTA, S. S.; CAMPAGNARI, F; KAUFMAN, A.; 

BERTOLA, D. R.; DA SILVA, ISRAEL T.; KREPISCHI, A. C. V.; KOIFFMANN, C. 

P.; ROSENBERG, C. NOVAS VARIANTES PATOGÊNICAS EM MED13L: 

RELATO DE UM CASO FAMILIAL E UM CASO ISOLADO. In: XXXII Congresso 

Brasileiro de Genética Médica, online, 2021. 

CARVALHO L. M. L.; D’ANGELO, CARLA S.; VILLELA, D. C. M.; COSTA, S. S.; 

BERTOLA, D. R.; DA SILVA, ISRAEL T.; KREPISCHI, A. C. V.; KOIFFMANN, C. 

P.; ROSENBERG, C. Investigation of genetic variants in a Brazilian cohort of 

syndromic obesity. In: 66th Brazilian Congress of Genetics, online., 2021. v. 66. 

CARVALHO, L. M. L.; COSTA, S. S.; Goloni-Bertollo, E. M.; GALBIATTI, A. L. S.; 

Pavarino, E.C.; KREPISCHI, A. C. V.; KOIFFMANN, C. P.; ROSENBERG, C. The 

Xia-gibbs syndrome caused by a novel variant in the AHDC1 gene. In: 65th Brazilian 

Congress of Genetics, Águas de Lindóia - SP, 2019 

GOMES K. B.; RODRIGUES, K. F.; PIETRANI, N. T.; CARVALHO L. M. L.; 

BOSCO, A. A.; SANDRIM, V. C.; FERREIRA, C. N. Os níveis de haptoglobina estão 

associados ao diabetes mellitus tipo 2 e são influenciados pelo polimorfismo hp1-hp2, 

obesidade e hipertensão. In: 33º Congresso Brasileiro de Endocrinologia e Metabologia, 

Belo Horizonte - MG, 2018. 

 

Cursos ministrados 

CARVALHO, L.M.L.; VASCONCELOS, F. T. G. R. CRISPR: do sal à edição 

genética. In: III Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto de Biociências da 

USP, 2022. (Duração: 1 hora) 

CARVALHO, L.M.L.; VASCONCELOS, F. T. G. R. Modelos animais no estudo de 

doenças genéticas humanas. In: III Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto 

de Biociências da USP, 2022. (Duração: 1 hora) 

CARVALHO, L.M.L. Redação científica. In: FMU - Centro Universitário das 

Faculdades Metropolitanas Unidas, 2022. (Duração: 3 horas) 

CARVALHO, L.M.L. Redação científica. In: FMU - Centro Universitário das 

Faculdades Metropolitanas Unidas, 2021. (Duração: 3 horas) 

CARVALHO, L.M.L.; VASCONCELOS, F. T. G. R. CRISPR: do sal à edição 

genética. In: II Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto de Biociências da 

USP, 2021. (Duração: 1 hora) 



252 

 

CARVALHO, L.M.L.; BARROS, J. S. C(r)omo(s)somos? Citogenética Humana. In: II 

Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto de Biociências da USP, 2021. 

(Duração: 3 horas) 

CARVALHO, L.M.L.; VASCONCELOS, F. T. G. R. Modelos animais no estudo de 

doenças genéticas humanas. In: II Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto 

de Biociências da USP, 2021. (Duração: 1 hora) 

CARVALHO, L.M.L.; SOUZA, L. S.; VASCONCELOS, F. T. G. R.; RIBEIRO 

JUNIOR, A. F. Genética Humana. In: I Curso de Férias em Genética e Evolução do 

Instituto de Biociências da USP, 2020. (Duração: 6 horas) 

 

Organização de eventos 

NETTO, L. E. S.; ARIAS, M. C.; FERRARI, M. F. R.; CARVALHO, L.M.L., et al. III 

Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto de Biociências da USP, 2022 

ARIAS, M. C.; FERRARI, M. F. R.; NETTO, L. E. S.; CARVALHO, L.M.L. et al. II 

Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto de Biociências da USP, 2021 

FERRARI, M. F. R.; ARIAS, M. C.; NETTO, L. E. S.; CARVALHO, L.M.L. et al. I 

Curso de Férias em Genética e Evolução do Instituto de Biociências da USP, 2020 

MENDES, T. A. O.; KREPISCHI, A. C. V.; CARVALHO L. M. L.; VASCONCELOS, 

F. T. G. R.; BARROS, J. S.; PIRES, S. F. Curso Crispr-Cas9: do desenho à análise dos 

experimentos, 2020 

 

Outros tipos de produções 

CARVALHO, L. M. L.; GRIECO, A.; SOARES, M.; TRENCH, B.; DESSEN, E. 

Como o PEIXE PAULISTINHA ajuda os cientistas a entender genética (participação: 

apresentação e roteiro), 2022 (vídeo educativo publicado no canal Genoma USP do 

Youtube - https://youtu.be/bNoLuPrxOS8) 

CARVALHO, L. M. L.; GRIECO, A.; SOARES, M.; TRENCH, B.; DESSEN, E. Ética 

na prática: animais na ciência (participação: apresentação e roteiro), 2022 (vídeo 

educativo publicado no canal Genoma USP do Youtube - 

https://youtu.be/gRDKRCxR4P4)  

CARVALHO, L. M. L.; VASCONCELOS, F. T. G. R.; SOUZA, L. S.; GRIECO, A.; 

ALEGRIA, T. G. P.; SOARES, M.; TRENCH, B.; DAVINA, L.; DESSEN, E. O 

tamanho do gene tem relação com o tamanho da proteína? (participação: apresentação e 

roteiro), 2021 (vídeo educativo publicado no canal Genoma USP do Youtube - 

https://youtu.be/nnloCGes01c) 

VASCONCELOS, F. T. G. R.; CARVALHO, L. M. L.; SOUZA, L. S.; GRIECO, A.; 

ALEGRIA, T. G. P.; SOARES, M.; TRENCH, B.; DAVINA, L.; DESSEN, E. Mais 

genes = mais complexo?, 2021 (participação no roteiro - vídeo educativo publicado no 

canal Genoma USP do Youtube - https://youtu.be/vAvHpLPMMaE) 



253 

 

NASLAVSKY M.; MENDES, C. B.; CARVALHO, L.M.L et al. Governo corta 42% da 

verba do Ministério da Ciência e Tecnologia. 2019. (Comentário em programa de TV - 

Rede TVT - https://youtu.be/aT6y8QbkqG0) 

 

Outras atividades 

Representante discente titular na Comissão Coordenadora do Programa de Pós-

graduação em Ciências Biológicas (Biologia Genética) – Instituto de Biociências da 

USP. Período: março/2019 a março/2022 

Representante discente suplente na Comissão de Pesquisa do Instituto de Biociências da 

USP. Período: março/2021 a março/2022 

Monitora da disciplina Genética Humana e Médica e Oncogenética, do curso de 

graduação em Medicina da USP. Carga horária semanal: 6 horas. Professora 

responsável: Maria Rita Passos-Bueno. Semestre: 2021/2 

Monitora da disciplina Genética Humana, do curso de graduação em Odontologia da 

USP. Carga horária semanal: 6 horas. Professora Responsável: Ana Krepischi. 

Semestre: 2021/1 

 

Distinções 

Menção honrosa concedida pela Sociedade Brasileira de Genética no Prêmio Painel Pós-

graduação pelo trabalho Development of cellular and animal models for the Xia-Gibbs 

syndrome. 67º Congresso Brasileiro de Genética. 2022 

Aprovação em primeiro lugar na seleção do Programa de Doutorado em Biologia 

Genética do Instituto de Biociências – USP (2017/2). 


	Genetic investigation of syndromic forms of obesity
	Introduction
	Subjects and methods
	Patients
	NGS sequencing
	CNV analysis of NGS data
	SNV and indel analysis

	Results
	Discussion
	Internet resources
	References
	Acknowledgements
	Author contributions
	Competing interests
	Ethical approval
	ADDITIONAL INFORMATION

	A novel MYT1L mutation in a boy with syndromic obesity: Case report and literature review
	Introduction
	Patient and methods
	Case report
	Clinical features
	Genetic investigation

	Compilation of literature data to help establishing the phenotypic spectrum

	Results
	Genetic diagnostic profile of our patient
	Phenotypic variation of patients with MYT1L SNVs/indels variants

	Discussion
	Molecular diagnosis of patients with MYT1L SNVs/indels
	MYT1L function and impact of variants on phenotype
	Conclusions

	Ethical standards
	Funding
	Internet resources
	Author contributions
	Conflicts of interest statement
	Acknowledgment
	References

	SCAF4-related syndromic intellectual disability
	1  INTRODUCTION
	2  CASE REPORT
	3  RESULTS
	4  DISCUSSION
	AUTHOR CONTRIBUTIONS
	ACKNOWLEDGMENTS
	CONFLICT OF INTEREST
	DATA AVAILABILITY STATEMENT

	REFERENCES

	SnapShot: Directed Differentiation ofPluripotent Stem Cells

