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I. Introdução  

 

I.1. Deficiência intelectual 

 

A deficiência intelectual (DI) é definida pela American Association on Intellectual and 

Developmental Disabilities (AAIDD) por limitações da função intelectual e do comportamento 

adaptativo presente antes dos 22 anos de idade (Schalock, Luckasson e Tassé, 2021). A função 

intelectual está ligada a aprendizado, raciocínio e resolução de problemas, enquanto o 

comportamento adaptativo engloba habilidades necessárias para a independência do indivíduo, 

tais como linguagem, escrita, noção de números, tempo e dinheiro e capacidade de executar 

atividades da vida diária, como higiene. As limitações do indivíduo devem ser consideradas 

dentro do contexto cultural em que está inserido. 

Historicamente, a DI é classificada de acordo com o Quociente de Inteligência (QI), em 

quatro categorias: leve (QI = 69 a 50), moderada (QI = 49 a 36), grave (QI  35 a 20) e profunda 

(QI < 20) (APA, 1994). Entretanto, existe uma tendência de diminuição do foco no QI para o 

diagnóstico, dando mais ênfase à necessidade de auxílio ou nível de acometimento do 

comportamento adaptativo, para a classificação da gravidade da DI. Enquanto o Manual de 

Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM) 4ª edição distinguia os graus de DI 

por meio do QI, o DSM 5ª edição (DSM-5), classifica a gravidade da DI, ainda em leve, 

moderada, grave e profunda, mas com base principalmente no acometimento do 

comportamento adaptativo em três domínios: conceitual, social e prático (APA, 2013)     

(Tabela 1). 

A frequência estimada de DI na população mundial é de aproximadamente 2-3% em 

países ocidentais desenvolvidos (Tzschach et al., 2015; Fieremans et al., 2016). A DI apresenta 

grande heterogeneidade clínica e etiológica, com causas que podem ser ambientais, genéticas, 

ou uma combinação de ambos os fatores. Entre as causas ambientais estão as infecções 

maternas, desnutrição, traumas durante o parto ou consumo de álcool pela mãe durante a 

gravidez (revisão em Ropers, 2008). Os fatores ambientais explicam a maior prevalência da DI 

em países de baixa e média renda, onde a frequência de DI, considerando todos os graus, é 
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Tabela 1. Classificação da gravidade da deficiência intelectual com base em diferentes critérios: critérios 

do DSM-4, do DSM-5, versão mais atualizada, e critérios da AAIDD. Tabela traduzida de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK332877/. 

Categoria 

de 

Gravidade 

Distribuição 

Percentual 

Aproximada 

de Casos por 

Gravidade 

Critérios do DSM-

4 (os níveis de 

gravidade foram 

baseados apenas 

nas categorias de 

QI) 

Critérios DSM-5 

(gravidade 

classificada com base 

nas habilidades 

diárias) 

Critérios AAIDD 

(gravidade classificada 

com base na 

intensidade do apoio 

necessário) 

Leve 85% 
Faixa aproximada 

de QI 50-69 

Pode viver de forma 

independente com 

níveis mínimos de 

apoio. 

Apoio intermitente 

necessário durante 

transições ou períodos 

de incerteza. 

Moderada 10% 
Faixa aproximada 

de QI 36-49 

A vida independente 

pode ser alcançada 

com níveis moderados 

de apoio, como 

aqueles disponíveis 

em instituições. 

Apoio limitado 

necessário em situações 

diárias. 

Grave 3,5% 
Faixa aproximada 

de QI 20-35 

Requer assistência 

diária com atividades 

de autocuidado e 

supervisão de 

segurança. 

Amplo apoio necessário 

para as atividades 

diárias. 

Profunda 1,5% QI <20 
Requer cuidados 24 

horas. 

Apoio abrangente 

necessário para todos os 

aspectos das rotinas 

diárias. 
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quase o dobro, em comparação com países de renda mais alta (Durkin, 2002; Maulik et al., 

2011). Uma das causas mais importantes de DI em países subdesenvolvidos é a desnutrição. 

Ou seja, algumas causas de DI são evitáveis - como desnutrição e consumo de álcool durante a 

gestação, e por isso o desenvolvimento de políticas públicas é essencial (Katz e Lazcano-Ponce, 

2008). Na Figura 1, pode-se observar uma representação esquemática dos estágios do 

neurodesenvolvimento, com fatores genéticos e ambientais causadores da DI e sua janela de 

tempo. Para fatores genéticos, foi representado o início dos sinais ou o momento da detecção 

(Chiurazzi e Pirozzi, 2016). 

 

 

Figura 1. Representação esquemática dos estágios do neurodesenvolvimento, com fatores genéticos e ambientais 

causadores da DI e sua janela de tempo. Modificada de Chiurazzi e Pirozzi (2016). 

 

A maior parte das pessoas com DI, em torno de 80-85%, apresenta DI de grau leve. A 

etiologia da DI leve é predominantemente multifatorial (Chiurazzi e Oostra, 2000; revisão em 

Leonard e Wen, 2002; Petterson et al., 2007; Ropers, 2010; Maulik et al., 2011; McKenzie et 

al., 2016)⁠. Estudos estimam que a DI considerada moderada, grave ou profunda tem maior 

probabilidade de ser causada por fatores genéticos e corresponde a 15-20% dos casos de DI, 

com frequência semelhante em diferentes níveis socioeconômicos, evidenciando o componente 
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genético (Drews et al., 1995; Yeargin-Allsopp et al., 1997; Knight et al., 1999; Chiurazzi e 

Oostra, 2000; Ropers, 2010; revisão em van Bokhoven, 2011)⁠. 

As causas genéticas da DI são heterogêneas, incluindo alterações cromossômicas 

estruturais detectáveis ao microscópio, microdeleções e microduplicações cromossômicas e 

alterações gênicas (van Bokhoven, 2011; Chiurazzi e Pirozzi, 2016; Neri et al., 2018; Hanna, 

2019; Hanna et al., 2019). Entretanto, a causa da DI permanece desconhecida em 40-60% dos 

casos, principalmente considerando os casos de DI leve (Ellison et al., 2012; De Ligt et al., 

2012; Fieremans et al., 2016; Wieczorek, 2018; De Luca et al., 2020). 

Tradicionalmente, a DI é classificada como sindrômica ou não-sindrômica (Ropers, 

2010; van Bokhoven, 2011; Neri et al., 2018; Tejada e Ibarluzea, 2020). Nas formas 

sindrômicas ocorrem sinais adicionais clinicamente reconhecíveis, como dismorfismos ou 

defeitos metabólicos, enquanto nas formas não-sindrômicas a DI é a única característica 

evidente. Avanços realizados no estudo da DI dificultam essa classificação em DI sindrômica 

ou não-sindrômica, tendo em vista que variantes em genes associados à DI foram identificadas 

como causa de ambos os quadros (Chiurazzi e Pirozzi, 2016; Neri et al., 2018; Tejada e 

Ibarluzea, 2020). 

Em pacientes que apresentam DI sindrômica, as alterações cromossômicas identificadas   

na análise após bandamento G são capazes de explicar cerca de 15% dos casos de DI. Em torno 

de 6 a 8% desses pacientes apresentam trissomia do cromossomo 21, ou síndrome de Down, 

que é a causa genética mais comum de DI, afetando 1:1000 nascidos vivos (Ropers, 2010; 

Vissers et al., 2016). As alterações detectadas por meio do bandamento G envolvem pelo menos 

5 Mbp (milhões de pares de base). Ou seja, essa técnica é capaz de detectar alterações de 

tamanho considerável, que geralmente incluem uma grande quantidade de genes, ou 

cromossomos inteiros. 

Uma técnica capaz de detectar alterações menores, como microdeleções e 

microduplicações submicroscópicas, é a análise cromossômica por microarray (CMA, do 

inglês “Chromosome Microarray Analysis”), que permite o diagnóstico de cerca de 15-20% 

dos pacientes com DI que apresentam cariótipo normal (Rosenberg et al., 2006; Miller et al., 

2010; Hanna, 2019). A resolução dessa técnica varia de acordo com a plataforma utilizada, 

podendo detectar alterações no número de cópias (CNVs, do inglês “Copy Number Variations”) 

de cerca de 100-500 quilobases, ou milhares de bases nitrogrenadas (kbp). Além de detectar 

CNVs, plataformas de SNPs (do inglês, “Single Nucleotide Polymorphisms”) também 
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conseguem detectar regiões de homozigose, identificando dissomias uniparentais (UPD, do 

inglês “Uniparental Disomy”) (Scionti et al., 2018). 

No caso de mutações gênicas, a DI monogênica pode apresentar herança autossômica 

recessiva (AR), autossômica dominante (AD), ligada ao X recessiva (XLR) ou ligada ao X 

dominante (XLD). Caso haja uma hipótese diagnóstica e um gene associado, esse gene pode 

ser sequenciado para que se identifique a mutação e se confirme o diagnóstico. Ou seja, o 

sequenciamento pode ser direcionado e apenas um gene ser sequenciado ou um pequeno 

número de genes. O sequenciamento de nova geração ou sequenciamento massivo paralelo 

(NGS, do inglês “Next Generation Sequencing”) pode ser aplicado em painéis que incluem 

genes já associados ao quadro clínico ou a quadros semelhantes. 

Quando não há uma hipótese diagnóstica, ou quando nada foi encontrado ao se 

sequenciarem alguns genes, uma possibilidade é o sequenciamento de todos os éxons, 

sequenciamento do exoma, ou de todo o genoma. Entretanto, apesar de ser a técnica mais 

eficiente para identificação de variantes patogênicas, ela também apresenta desafios. Por 

exemplo, a filtragem e a interpretação das variantes, pois é preciso diferenciar as variantes 

patogênicas das variantes benignas, que estão associadas à variabilidade entre as pessoas. Para 

auxiliar na filtragem e na interpretação das variantes, é importante que haja uma caracterização 

clínica detalhada do paciente e dos seus familiares (De Luca et al., 2020). Além desse desafio, 

há também o de armazenar a crescente quantidade de dados gerados, e a proteção e a segurança 

dos dados, garantindo a privacidade dos pacientes (Ozercan et al., 2018; Arshad et al., 2021; 

Gim, 2022, Gürsoy et al., 2022). 

A identificação da causa da DI é importante pois auxilia o aconselhamento genético e o 

manejo das manifestações clínicas, melhorando a qualidade de vida do paciente (De Luca et al., 

2020). Além disso, a identificação de mecanismos genéticos possibilita a pesquisa e o 

desenvolvimento de terapias direcionadas, como terapias de reposição enzimática e terapias de 

edição de genes (Webber et al., 2016; Fellmann et al., 2017; Ziccardi et al., 2019). 

 

I.2. Deficiência intelectual com herança ligada ao X 

 

O cromossomo X tem cerca de 156 Mbp e 850 genes codificadores (Ensembl Genome 

Browser 101, 2020). Os cromossomos X e Y compartilham duas regiões homólogas, as regiões 
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pseudoautossômicas PAR1 e PAR2, que se comportam como regiões autossômicas e se 

recombinam durante a meiose. Estima-se que haja em torno de 29 genes nessas regiões 

(Skaletsky et al., 2003; Ross et al., 2005; Blaschke e Rappold, 2006; Hinch et al., 2014). 

 O diagnóstico genético da DI começou com a observação da trissomia do 21, em 1959, 

como causa da síndrome de Down (Lejeune, Turpin e Gautier, 1959). Em 1967, a primeira 

alteração em gene único como causa de um quadro de DI foi identificada, associando alterações 

no gene HPRT1, localizado no cromossomo X, com a síndrome de Lesch-Nyhan (Seegmiller, 

Rosenbloom e Kelley, 1967). Em 1969, Lubs observou um “cromossomo X marcador” 

associado à DI em uma família com múltiplos homens afetados (Lubs, 1969); o gene associado 

a essa forma de DI foi identificado em 1991 (Verkerk et al., 1991) e a síndrome do X frágil foi 

reconhecida como a causa mais comum de DI em homens. À medida que o estudo da etiologia 

genética da DI se foi firmando, particularmente a partir dos anos 90, houve um foco no 

cromossomo X, pela maior prevalência de DI em homens do que em mulheres e pela facilidade 

de se realizarem estudos de ligação em famílias com homens afetados (Ropers, 2010; van 

Bokhoven et al., 2011; Vissers et al., 2015). 

Os genes presentes no cromossomo X são altamente expressos no cérebro. Estudos 

estimam que cerca de 40% dos genes codificadores de proteínas identificados no cromossomo 

X humano são expressos no cérebro (Ropers e Hamel, 2005; Nguyen e Disteche, 2006; De Luca 

et al., 2020). A análise das entradas dos genes associados à DI no banco de dados OMIM (do 

inglês “Online Mendelian Inheritance in Man”) mostra que há um enriquecimento desses genes 

no cromossomo X, com duas vezes mais do que o esperado, considerando o número de genes 

em cada cromossomo (Inlow e Restifo, 2004; Chiurazzi e Pirozzi, 2016) ⁠. 

Uma hipótese que explica o enriquecimento de genes expressos no cérebro no 

cromossomo X é a “Faster X Hypothesis”, que postula que novas variantes recessivas que 

ocorrem no cromossomo X se expõem à seleção natural mais rapidamente, pois se expressam 

no macho em dose simples, enquanto aquelas que ocorrem nos autossomos precisam chegar à 

homozigose para serem expressas e, por sua vez, submetidas à seleção; assim, novas variantes 

no cromossomo X podem ser fixadas sob seleção positiva mais rapidamente do que aquelas que 

ocorrem nos autossomos (Vicoso e Charlesworth, 2006).  

 Atualmente, 155 genes já foram definitivamente associados à DI ligada ao X, 

representando cerca de 18% dos genes do cromossomo X. Foram identificadas mutações 

exclusivamente responsáveis pelo quadro clínico de DI sindrômica em 100 desses genes; 
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mutações causando exclusivamente DI não sindrômica em 27 genes, e mutações associadas 

tanto a DI sindrômica quanto a não sindrômica em outros 28 genes. Mais sete genes foram 

relacionados a DI, mas aguardam confirmação (Greenwood Genetic Center, CGC, XLID, 

janeiro de 2022). 

Considerando que 400 genes foram associados a DI sindrômica ou não sindrômica com 

herança dominante e 684, com padrão de herança recessiva (Wieczorek, 2018; Jamra, 2018), 

aproximadamente 11% dos genes já associados a DI encontram-se no cromossomo X, que 

contém apenas 5% dos genes humanos, evidenciando densidade proporcionalmente elevada de 

genes nesse cromossomo que influenciam a capacidade cognitiva (Vissers et al., 2016). 

Apesar da identificação de 155 genes no cromossomo X cujas mutações estão 

definitivamente associadas à deficiência intelectual, a frequência de mutações em cada um 

desses genes é baixa e não é capaz de explicar os 10%-16% estimados de DI ligada ao X. A 

exceção é a perda de função do gene FMR1 - que codifica a proteína FMRP -, devida à expansão 

da repetição de trinucleotídeos (CGG)n em sua região 5’,  a causa a síndrome do X Frágil 

(SXF). Essa síndrome constitui a causa monogênica mais frequente de DI, afetando cerca de 

2,5% dos homens com DI, e que explica cerca de um quarto dos casos familiais de DI ligada 

ao X (de Brouwer et al., 2007). 

Em 1938, Penrose observou um excesso de homens afetados com DI em relação a 

mulheres. Em 1972, Lehrke estudou famílias em que a DI segregava de acordo com a herança 

ligada ao cromossomo X e propôs que as mutações no cromossomo X eram a explicação para 

o excesso de homens afetados. Estudos posteriores confirmaram a maior prevalência da DI 

moderada a grave em homens, sendo aproximadamente 1,4 vezes mais frequente em homens 

do que em mulheres (Ropers e Hamel, 2005; Ropers, 2010). Esse excesso de homens com DI é 

observado tanto na DI quanto em relação a outros distúrbios neuropsiquiátricos, como o autismo 

(Baron-Cohen et al., 2011). 

Se admitirmos que todo esse excesso de homens com DI moderada a grave é devido a 

alterações no cromossomo X, a frequência de DI ligada ao X, com manifestação apenas em 

homens, deveria ser de cerca de 30% (Ropers e Hamel, 2005). Estima-se, entretanto, que 

variantes no cromossomo X sejam responsáveis por cerca de 10% dos casos de DI moderada a 

grave em homens (Ropers, 2010). Assim, variantes em genes codificadores no cromossomo X 

não explicam a maior frequência de homens afetados entre as pessoas com DI e vários outros 

mecanismos foram propostos para explicar esse excesso, incluindo haplótipos no cromossomo 
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Y, efeito de andrógenos, imprinting de genes autossômicos e polimorfismos no X que modulam 

a capacidade cognitiva (Mandel e Chelly, 2004; Ropers e Hamel, 2005; Serajee e Huq, 2009; 

Ropers, 2010; Quartier et al., 2018). 

Uma hipótese para a maior prevalência de distúrbios do neurodesenvolvimento em 

homens é a de que existe um efeito protetor nas mulheres. Mandel e Chelly, em 2004, 

propuseram que diferenças no desenvolvimento do homem e da mulher durante o período 

embrionário podem tornar os homens mais susceptíveis a fatores ambientais prejudiciais. Outra 

hipótese sugerida envolvia polimorfismos no cromossomo X associados a outros fatores de 

predisposição genética. Essa hipótese do efeito protetor feminino teve apoio no estudo de 

Jacquemont et al. (2014), em que foi observado um número significativamente maior de 

variantes patogênicas autossômicas - CNVs e variantes de nucleotídeo únicos (SNVs, do inglês 

“Single Nucleotide Variant”) - em mulheres com distúrbios do neurodesenvolvimento, em 

comparação com homens. Eles estudaram 9.206 homens e 6.379 mulheres com transtornos do 

neurodesenvolvimento. Além disso, foi observado um número maior de variantes com herança 

materna do que paterna e as variantes deletérias de tamanho acima de 400 kbp foram herdadas 

via materna com maior frequência do que via paterna. Os autores concluíram que as mulheres 

necessitam de carga etiológica maior, não relacionada a variantes deletérias do cromossomo X, 

para que manifestem os quadros clínicos investigados, apoiando o “modelo de proteção 

feminina”. 

Progressos na elucidação das causas moleculares da DI ligada ao X foram obtidos em 

estudos colaborativos internacionais, como EURO-MRX e o Consórcio IGOLD, e várias 

revisões foram publicadas nos últimos anos. Esses estudos concluem que as CNVs e SNVs no 

cromossomo X não são capazes de explicar os cerca de 10% esperados da DI ligada ao X entre 

homens afetados (Ropers, 2010, van Bokhoven, 2011). 

Em um estudo de 600 famílias (EURO-MRX), com padrão de herança indicativo de 

herança ligada ao X, os probandos foram testados quanto a variantes patogênicas em 90 genes 

do cromossomo X já associados à DI. Variantes patogênicas foram detectadas em 42% dos 

casos (de Brouwer et al., 2007). O estudo estimou, ainda, que em 40% das famílias com dois 

ou mais homens afetados, a DI era causada por alterações em um gene do cromossomo X.  

 Com o objetivo de identificar genes associados à DI, Tarpey et al. (2009) investigaram 

208 famílias em que a DI tinha padrão de herança indicativo de ligada ao X, sequenciando os 
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éxons de 718 genes codificadores do cromossomo X, representando 84% dos genes registrados 

pelo Genome Browser. Foram identificadas variantes causais em 25% das famílias.  

 Uma técnica que revolucionou a genética clínica foi o sequenciamento de nova geração 

(NGS). Usando NGS pode-se sequenciar várias regiões do genoma em paralelo, facilitando a 

investigação genética. O sequenciamento do exoma é uma das técnicas do grupo do NGS e 

consiste no sequenciamento de todos os éxons do genoma. Assim, são investigados todos os 

genes codificadores de proteínas no genoma humano.   

 As taxas de detecção por NGS de variantes que causam deficiência intelectual são em 

torno de 25% (Vissers et al., 2015). Essa tem sido a taxa de detecção em estudos que 

investigaram famílias em que o padrão de herança da DI era indicativo de herança ligada ao X. 

Em 2015, Tzschach et al. aplicaram NGS no estudo de 50 famílias e detectaram 13 variantes 

patogênicas (26%); além disso, cinco variantes patogênicas foram detectadas entre 100 

pacientes do sexo masculino que eram casos isolados de DI. Hu et al. (2016) aplicaram o 

sequenciamento do exoma de genes do cromossomo X nos probandos de 405 famílias e 

identificaram variantes patogênicas em genes já associados à DI em 80 famílias (20%) e mais 

variantes potencialmente causativas em novos genes em 5% das famílias. Ibarluzea et al. (2020) 

identificaram variantes patogênicas em 23% das 47 famílias com indicação de DI ligada ao X, 

em que realizaram o sequenciamento do exoma de 82 genes do cromossomo X já associados à 

DI.  

Hu et al. (2016) relacionaram algumas possíveis explicações para a não identificação da 

causa da DI ligada ao X por meio do sequenciamento do exoma do cromossomo X: (1) 

limitações técnicas do sequenciamento em algumas famílias; (2) variantes causais não 

codificadoras ou não anotadas no cromossomo X; (3) apesar do padrão de herança indicativo 

de ligada ao X, em algumas famílias, este pode não ser realmente o tipo de herança da DI; (4) 

variantes de significado incerto podem na verdade ser patogênicas; (5) alguns casos podem ter 

como causa variantes em mais de um gene; (6) as variantes deletérias podem estar localizadas 

em elementos reguladores, em regiões não codificadoras.  

Rojano et al. (2019) observaram por meio de estudos de associação genômica (GWAS, 

do inglês “Genome-Wide Association Studies”) que aproximadamente 90% das variantes 

associadas a doenças estão localizadas em regiões não codificadoras. O sequenciamento do 

exoma não seria capaz de detectar essas variantes. Para isso, seria necessária a realização do 

sequenciamento do genoma completo. 
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Como mencionado anteriormente, há um enriquecimento de genes associados ao 

neurodesenvolvimento no cromossomo X, em torno de 15 % dos genes atualmente associados 

à DI se localizam nesse cromossomo. Assim, há grande interesse da pesquisa básica na 

compreensão da função e na dinâmica desses genes no sistema nervoso central (SNC). Além 

disso, a maior compreensão desses genes e de variantes patogênicas auxilia no entendimento 

de malformações cerebrais e de distúrbios neuropsiquiátricos além da DI, como por exemplo 

bipolaridade, esquizofrenia e TEA (Hu et al., 2016; Chiurazzi e Pirozzi, 2016). 

 

I.3. Padrão de inativação do cromossomo X em mulheres heterozigóticas quanto a 

variantes do cromossomo X que causam DI em homens  

 

A diferença de dosagem do cromossomo X entre homens e mulheres é compensada pela 

inativação aleatória de um dos cromossomos X na mulher no início do desenvolvimento 

embrionário. Uma vez tornado inativo, o mesmo cromossomo X mantém-se inativo nas células 

descendentes. Portanto, as mulheres são consideradas mosaicos quanto ao cromossomo X 

inativo, que pode ser o materno ou o paterno em cada uma de suas células, com igual 

probabilidade (Lyon, 1961; revisão em Balaton et al., 2018). O período exato em que a 

inativação ocorre não está totalmente elucidado, mas estudos são indicativos de que, em 

humanos, a inativação se inicie nos blastocistos  e esteja completa no final do primeiro mês de 

gestação (Tang et al., 2015; Moreira de Mello et al.,  2017; Shvetsova et al., 2019; Zhou et al., 

2019; Patrat, Ouimette e Rougeulle, 2020). 

Com relação ao padrão de inativação, as mulheres normais da população se distribuem 

de acordo com a curva normal, como esperado pela inativação aleatória. Sendo assim, a maior 

parte das mulheres apresenta um padrão de inativação em torno de 50:50. Desvios extremos de 

inativação são raros, e desvios na proporção 95:5 estão presentes em 1,7% da população 

feminina adulta, representando os extremos da distribuição normal dos padrões de inativação 

(Amos-Landgraf et al., 2006; Shvetsova et al., 2019). 

Amos-Landgraf et al. (2006) avaliaram o padrão de inativação do X, com base na 

metilação do gene AR, que codifica o receptor de andrógeno (Teste HUMARA, Allen et al., 

1992), de 415 mulheres adultas da população geral e observaram que apenas 1,7% dessas 

mulheres apresentavam padrões de inativação com desvios extremos 95:5. Os autores concluem 
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que uma mulher com desvio total de inativação do cromossomo X tem alta probabilidade de 

ser heterozigótica quanto a uma variante patogênica nesse cromossomo, o que explicaria o 

desvio de inativação. Assim, essas mulheres são boas candidatas para a investigação de 

variantes causadoras de DI ligada ao X. 

Shvetsova et al. (2019) avaliaram o padrão de inativação do X no sangue periférico de 

79 mulheres, com base na expressão gênica, analisando dados de sequenciamento de RNA e 

também de sequenciamento completo do genoma de seus genitores, incluídos no Genome of 

the Netherlands Project. Os autores observaram que 27% das mulheres tinham desvio de 

inativação ≥70:30 e 10% apresentavam desvio ≥80:20, resultados semelhantes aos obtidos por 

Amos-Landgraf et al. (2006), aplicando o teste HUMARA. 

   Um aspecto a se considerar é que os estudos relacionados à inativação do X são 

realizados, em geral, em sangue periférico. Sua correspondência com outros tecidos tem sido 

avaliada. Bittel et al. (2008) avaliaram a concordância entre os padrões de inativação do 

cromossomo X, comparando o tecido sanguíneo e outros 34 tecidos, que representavam as três 

camadas germinativas embrionárias, obtidos de autopsia de 26 mulheres de diferentes idades; 

verificaram que o padrão de inativação dos tecidos hematopoiéticos avaliados, sangue e baço, 

eram semelhantes ao encontrado no cérebro e em outros tecidos, com uma variação ≤10%. 

Esses resultados indicam que há um alto nível de concordância entre o padrão de inativação do 

cromossomo X em tecidos do sistema nervoso central e em tecidos hematopoiéticos. Em outro 

estudo em que foram utilizados tecidos obtidos de autópsias, o epitélio bucal mostrou 

correspondência maior com tecidos inacessíveis do que o sangue (De Hoon et al., 2015). 

Resultados de Shvetsova et al. (2019) são indicativos de que o padrão da inativação do X nas 

células do sangue permite estimar em parte o padrão de inativação em outros tecidos. Em outro 

estudo, que avaliou dados do projeto Genotype Tissue Expression, observou-se uniformidade 

da expressão de 681 genes do cromossomo X em 29 tecidos (Tukiainen et al., 2017). Porém, 

apenas dois desses tecidos eram cerebrais, provenientes de córtex cerebral e glândula pituitária. 

Sendo assim, ainda não é possível a conclusão de que a expressão de genes em certos tecidos 

seria semelhante àquela em células neuronais (Wu et al., 2014; Tukiainen et al., 2017; Ziats et 

al., 2019). 

Vários estudos vêm demonstrando que desvios extremos da inativação do X são 

frequentes em mulheres portadoras de alterações estruturais do cromossomo X e de variantes 

patogênicas ligadas ao X (Plenge et al., 2002; Fieremans et al., 2016; Neri et al., 2018; Ziats et 
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al., 2019; Ibarluzea et al., 2020). Várias doenças que incluem DI ligada ao X foram associadas 

a desvios extremos da inativação do X em mulheres heterozigóticas (Plenge et al., 2002; Dayer 

et al., 2007; Tzschach et al., 2015; Ziats et al., 2019). 

O estudo de Plenge et al. (2002) foi o primeiro a mostrar desvios extremos da inativação 

do X em mulheres normais portadoras de variantes patogênicas em genes do cromossomo X 

que causavam DI nos homens de suas famílias. Analisaram o padrão de inativação do 

cromossomo X em 155 mulheres pertencentes a 24 famílias em que segregavam 20 diferentes 

variantes associadas a DI ligada ao X, sendo 94 portadoras e 61 não portadoras. Observaram 

que 30% das mulheres heterozigóticas apresentavam desvios >90:10, presente em apenas 3,9% 

do grupo controle. A distribuição das mulheres não portadoras não diferiu da distribuição das 

mulheres do grupo controle. Os resultados permitiram concluir que desvios extremos da 

inativação são comuns em portadoras de variantes no cromossomo X que causam DI em 

homens, sendo específico para variantes em certos genes. Esse padrão de desvio extremo da 

inativação seria consequência da vantagem proliferativa das células com o alelo normal ativo, 

em detrimento das células em que o alelo normal era o inativo. 

 Os desvios extremos da inativação do X em mães de indivíduos do sexo masculino têm 

sido utilizados na seleção de pacientes para investigação de variantes patogênicas que causam 

DI.  Por exemplo, Ibarluzea et al. (2020) realizaram o sequenciamento de nova geração de 82 

genes já relacionados à DI ligada ao X, em 61 pacientes do sexo masculino com DI sindrômica. 

Desses 61 pacientes, 14 possuíam pelo menos um irmão também afetado por DI e suas mães 

tinham desvios de inativação do cromossomo X > 80:20. Foram detectadas variantes candidatas 

em ch16 probandos. As variantes foram interpretadas como patogênicas/provavelmente 

patogênicas em quatro probandos e dois deles faziam parte do grupo de 14 irmandades cujas 

mães apresentaram desvio extremo de inativação. Nessas 14 irmandades foram ainda detectadas 

três VUS. Em outro estudo similar, realizado por Giorgio et al. (2016), os autores selecionaram 

sete famílias em que havia indicação de a DI ter herança ligada ao X e as mães dos afetados 

tinham desvios de inativação entre 84:16 e 100:0. Detectaram a variante patogênica em três 

famílias. No estudo de Bueno (2022), o sequenciamento completo do exoma foi realizado em 17 

pacientes do sexo masculino, casos isolados de DI em suas famílias, selecionados pelos desvios 

extremos da inativação do cromossomo X (razão de inativação ≥ 95:5) em suas mães. Variantes 

candidatas foram identificadas em sete pacientes e em quatro deles, a relação com o fenótipo pôde 

ser claramente estabelecida.  
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Uma das questões relativas ao desvio de inativação relacionado a variantes patogênicas 

no cromossomo X diz respeito a se tratar de fenômeno que ocorre quando do estabelecimento 

da inativação do X ou posteriormente. Muers et al. (2007), estudaram fêmeas de camundongo 

portadoras de mutação de perda de função no gene Atrx, cujo ortólogo causa DI ligada ao X em 

humanos, e mulheres heterozigóticas quanto a essas mutações apresentam desvio total de 

inativação. As fêmeas de camundongo do grupo controle não apresentavam a mutação. A 

presença ou não da proteína nas células foi avaliada por imuno-histoquímica. Nos embriões 

com oito dias de idade, não houve diferença entre o número de células Atrx-negativas e 

positivas. Ou seja, na fase inicial da embriogênese, o padrão de inativação dos alelos foi 

compatível com a inativação casual. A análise de diferentes tecidos durante o desenvolvimento 

embrionário mostrou diminuição gradual das células que não expressavam a proteína. Assim, 

os autores concluíram haver seleção contra as células em que a mutação está no X ativo, no 

decorrer do desenvolvimento. 

Geralmente as mulheres heterozigóticas quanto a variantes patogênicas em genes do 

cromossomo X são assintomáticas ou são afetadas de forma mais leve, devido à compensação 

pelo segundo alelo normal ou ao desvio de inativação do cromossomo X com o gene alterado 

inativo na maioria das células. Entretanto, o desvio de inativação pode favorecer a variante 

patogênica e fazer com que mulheres portadoras apresentem fenótipo de DI (Fieremans et al., 

2016; Ziats et al., 2019). Entre os motivos para esse fenômeno estão a disrupção da regulação 

do complexo de inativação do X, como na deleção do promotor do Tsix (Lee, Davidow e 

Warshawsky, 1999; Nesterova et al., 2003) ou rearranjos estruturais que incluem o cromossomo 

X (Cottrell et al., 2009; Sisdelli et al., 2016; Ziats et al., 2019). Além disso, uma mulher pode 

manifestar uma doença recessiva ligada ao X, tendo um desvio extremo do padrão de 

inativação, em decorrência de a inativação do X ser casual, não havendo seleção que favoreça 

células com o alelo normal (Fieremans et al., 2016; Ziats et al., 2019). 

Fieremans et al. (2016) analisaram o padrão de inativação do cromossomo X em um 

grupo de 288 mulheres, que apresentavam DI, com o objetivo de correlacionar o desvio de 

inativação do X à presença de variantes que explicassem o fenótipo. Observaram que 22 

mulheres (7,6%) apresentavam desvios extremos de inativação do X (>90:10), número 

significativamente maior do que o observado em mulheres da população estudada por Amos-

Landgraf et al. (2006). Das 22 mulheres, 19 foram submetidas ao sequenciamento do exoma.  

Foram identificadas 11 variantes ligadas ao X, sendo seis variantes em genes associados a DI 

ligada ao X, uma taxa diagnóstica de 30%.  
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Dois estudos na população brasileira detectaram também aumento na frequência de 

desvio de inativação entre mulheres com DI idiopática. Vianna et al. (2020) analisaram 53 

mulheres com DI e detectaram desvio extremo de inativação do cromossomo X em sete 

pacientes (13%), identificando variantes potencialmente relacionadas a DILX em cinco delas. 

No estudo de Chaves et al. (2023), entre 136 mulheres com DI, 11 (8%) apresentaram desvio 

extremo de inativação do cromossomo X e em oito delas, todas casos isolados, foram 

encontradas variantes patogênicas em heterozigose que explicavam o quadro clínico; as 

variantes estavam em genes já associados a DI com herança dominante: quatro no cromossomo 

X e quatro em genes autossômicos, sendo um deles, YY1, diretamente relacionado ao processo 

de inativação do cromossomo X.   

Alguns genes escapam à inativação do X e são expressos no cromossomo X inativo, 

mesmo que em baixa taxa (Spatz et al., 2004; Carrel & Willard, 2005; Shvetsova et al., 2019). 

Vários estudos indicaram que, mesmo em baixas taxas, a expressão extra do alelo mutante no 

cromossomo X inativo pode causar o fenótipo clínico em mulheres heterozigóticas (Dayer et 

al., 2007; Fieremans et al., 2016; Mignot et al., 2018; Ziats et al., 2019; De Luca et al., 2020). 

Desvios extremos da inativação do X que favorecem a expressão do alelo normal já foram 

descritos em mulheres clinicamente normais heterozigóticas quanto a variantes patogênicas em 

genes que escapam à inativação, indicando seleção contra o alelo mutante no X ativo (Guerra 

et al., 2020). 

 

I.4. Importância da identificação de variantes causadoras de DI 

 

A investigação da etiologia genética da DI permite a identificação de novos genes 

candidatos ou de variantes novas em genes já associados a DI. A identificação da etiologia da 

DI impacta o aconselhamento genético da família e facilita sua conexão com associações e 

grupos de apoio específicos (Lenhard et al., 2005; Carmichael et al., 2014; Thevenon et al., 

2016; Macnamara et al., 2019). Identificar a causa da doença pode aliviar sentimentos negativos 

manifestados pela família, como culpa, incerteza e ansiedade, dando fim à “odisseia 

diagnóstica”, além de auxiliar no planejamento familial e no manejo dos sintomas (Antley & 

Hartlage, 1976; Lenhard et al., 2005; Carmichael et al., 2014; Thevenon et al., 2016; De Luca 

et al., 2020). Independentemente da gravidade do diagnóstico, pais reportaram preferir saber o 

prognóstico à incerteza (Carmichael et al., 2014). 
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O diagnóstico também pode beneficiar a autoestima da pessoa afetada pela doença 

genética, dando a ela a sensação de empoderamento, ao entender a razão dos seus sinais e 

sintomas, além de validação desses sintomas, que podem ter sido previamente desconsiderados 

pelos profissionais de saúde e outras pessoas na comunidade (Carmichael et al., 2014; Turriff 

et al., 2017). 

A DI não é condição temporária, por mais que se estimule a criança (APA, 2013) ⁠. Por 

esse motivo, os indivíduos podem continuar dependendo dos familiares mesmo na vida adulta. 

Entretanto, como foi mencionando anteriormente, a associação causal de variante patogênica 

com o quadro clínico permite a investigação do mecanismo que leva à DI, dando a oportunidade 

de desenvolvimento de terapias que possam atenuar a gravidade da DI (Vissers et al., 2015; 

Webber et al., 2016; Fellmann et al., 2017; Ziccardi et al., 2019). 

Além do impacto para o próprio indivíduo e para as pessoas responsáveis pelo seu 

cuidado, a DI tem impacto na economia de um país, que precisa alocar verbas para a atenção a 

esses indivíduos (Polder et al., 2002; CDC, 2004) ⁠. Pesquisas voltadas para o entendimento das 

causas genéticas da DI são essenciais, pois contribuem para o conhecimento científico e 

promovem acompanhamento de melhor qualidade às famílias afetadas. Além disso, tendo em 

vista o alto custo do cuidado a esses pacientes, é importante saber mais sobre a etiologia da DI, 

a fim de que se possa planejar políticas públicas voltadas à atenção aos pacientes e suas famílias. 

Estudos anteriores investigaram variantes do X que podiam causar DILX em filhos de 

mulheres com desvios extremos do padrão de inativação, visando ao enriquecimento de 

pacientes que teriam variantes patogênicas no cromossomo X (Giorgio et al., 2016; Ibarluzea 

et al., 2020; Bueno, 2022).  O objetivo deste estudo é justamente investigar variantes que 

causem DILX numa amostra que estaria enriquecida de variantes no X, com base no padrão de 

inativação do X das mães dos afetados. 
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II. Objetivo 

 O objetivo deste trabalho foi investigar variantes em genes do cromossomo X, 

detectadas por sequenciamento completo do exoma, que fossem causas da deficiência 

intelectual em irmandades em que ocorriam dois ou mais afetados do sexo masculino, 

cujas mães tinham desvios extremos da inativação do cromossomo X. Uma vez 

identificada a variante causal pode ser realizado o aconselhamento genético da família, 

identificando-se mulheres heterozigóticas com risco de virem a ter filhos com DI. 
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III. Casuística e Métodos 

 

III.1. Casuística 

 

Os pacientes com DI selecionados para este estudo foram averiguados no Serviço de 

Aconselhamento Genético do Laboratório de Genética Humana, Departamento de Genética e 

Biologia Evolutiva, Instituto de Biociências – Universidade de São Paulo, para onde foram 

encaminhados para diagnóstico e aconselhamento genético. Fazem parte de irmandades com 

dois ou mais indivíduos do sexo masculino com DI.  Os pacientes apresentavam DI moderada 

a grave, avaliada com base em suas limitações cognitivas e comportamentais, de forma isolada 

ou em associação com outros sinais.  Neles foram afastadas alterações cromossômicas e a 

síndrome do X Frágil.  

A pesquisa de alterações no cromossomo X que explicassem a recorrência da DI em 

irmandades foi iniciada em projetos anteriores do Laboratório de Genética Humana, com a 

determinação do padrão de inativação do cromossomo X nas genitoras e os desvios extremos 

de inativação (razão de inativação ≥ 95:5) considerados como indicação de herança ligada ao 

X.  Esses estudos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa - Seres Humanos do 

Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (Protocolos 058/2006 e 093∕2009). Os 

responsáveis pelos pacientes com DI deram consentimento para a investigação de alterações do 

cromossomo X, após receberem os resultados diagnósticos negativos quanto a alterações 

cromossômicas detectáveis após bandamento G e teste molecular para a síndrome do X frágil. 

As genitoras deram consentimento para a investigação do padrão de inativação do cromossomo 

X e busca de alterações que pudessem ser a causa de deficiência intelectual em seus filhos. 

O estudo da inativação do cromossomo X nas genitoras de 24 irmandades foi objeto da 

Tese de Doutorado de Santos (2013); nesse estudo, desvios extremos da inativação do X (razão 

de inativação ≥ 95:5) foram detectados em quatro genitoras; nenhuma variante patogênica de 

número de cópias de segmentos do cromossomo X foi identificada  em seus filhos. O estudo da 

inativação do X incluiu ainda as genitoras de outras 34 irmandades e em quatro delas foram 

detectados desvios extremos da inativação do X. Assim, dentre 58 genitoras de irmandades com 

dois ou mais indivíduos do sexo masculino com deficiência intelectual, oito apresentaram 

desvios extremos da inativação do cromossomo X. Essa frequência - 8/58 = 0,1379; IC 95% = 
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0,0615 - 0,2538, é significativamente maior do que aquela observada em mulheres adultas da 

população geral por Amos-Landgraf et al. (2006) - 7/415 = 0,017; IC 95% = 0,007 – 0,035 (P 

= 0.0001); teste exato de Fisher. Assim, essas oito mulheres foram consideradas candidatas a 

serem heterozigóticas quanto a variantes em genes do cromossomo X que causam DI em seus 

filhos. 

Nos quatro probandos cujas mães tinham desvios extremos da inativação do X não 

incluídos no estudo de Santos (2013), foram investigadas microduplicações e microdeleções 

cromossômicas e em um deles foi detectada uma microduplicação em Xq28, abrangendo o gene 

MECP2 (Irmandade 1; Tabela 2); essa microduplicação estava presente no irmão do probando 

e em sua mãe (Carvalho et al. 2009). 

O estudo teve continuação, com o objetivo de buscar variantes patogênicas causais de 

DI ligada ao X nas outras sete famílias, por meio do sequenciamento de nova geração (NGS, 

Next Generation Sequencing) do exoma completo. Antes do presente estudo, em uma das sete 

irmandades (Irmandade 2, Tabela 2), foi identificada variante patogênica no gene KDM5C, 

como causa do quadro clínico (Guerra et al., 2020).  Uma outra irmandade foi excluída do 

estudo, porque o sequenciamento não pôde ser realizado por falta de material e insucesso no 

contato com a família.  

 Assim, neste estudo, continuamos a investigação de variantes patogênicas no 

cromossomo X nos probandos das outras cinco irmandades, por meio da análise dos dados 

gerados pelo sequenciamento do exoma. O estudo da segregação nas famílias de variantes 

detectadas por sequenciamento completo do exoma e os Termos de Consentimento e 

Assentimento foram aprovados pelo CEP-Seres Humanos IBUSP (Protocolo 307/2021).  

A Tabela 2  mostra o número de irmãos e o padrão de inativação do cromossomo X 

materno das irmandades cujos  probandos foram analisados neste estudo (Irmandades 3, 4, 5, 6 

e 7) e das irmandades 1 e 2, que tiveram as alterações do cromossomo X identificadas em 

estudos anteriores, tendo sido incluídos na discussão do presente estudo.  
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Tabela 2. Irmandades incluídas no estudo, número de irmãos com deficiência intelectual (DI) e padrão 

de inativação do cromossomo X detectado em sangue periférico nas mães dos pacientes. 

Irmandades 
Número de 

irmãos com DI 

Padrão de 

inativação do 

cromossomo X 

materno 

1* 3(2 Gêmeos) 100:0 

2* 2 100:0 

3 2 100:0 

4 3 100:0 

5 2 97:3 

6 2 100:0 

7 2 100:0 

• * Alterações patogênicas no cromossomo X identificadas anteriormente a este estudo. 

 

III.2. Métodos 

 

III.2.1. Obtenção das amostras de DNA genômico 

 

As amostras de sangue periférico dos pacientes e de suas genitoras foram coletadas 

anteriormente a este estudo. O ácido desoxirribonucleico (DNA) foi extraído de leucócitos de 

sangue periférico, utilizando-se o aparelho Autopure LS (Gentra Systems, Minneapolis, USA). 

As amostras foram quantificadas e sua pureza avaliada, utilizando-se o NanoDrop ND-1000 

(Nanodrop Technologies, Rockland, USA). 
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III.2.2. Análise do padrão de inativação do cromossomo X 

 

A investigação do padrão de inativação do cromossomo X nas genitoras dos afetados 

foi realizada com base no padrão de metilação do gene AR – receptor de andrógeno, do inglês 

“Androgen Receptor” (Allen et al., 1992). A eletroforese foi realizada no analisador 

MegaBACE TM 1000 (Amersham Biosciences, New Jersey, USA) ou no analisador ABI 3700 

(Applied Biosystems) e para as análises foram utilizados, respectivamente, o software Genetic 

Profiler, v 2.2. e o software GeneMapper v 4.1. Essa etapa foi realizada como parte da Tese de 

Doutorado de José Santos (Santos, 2013) e pela Dra. Silvia Souza da Costa, Técnica de Nível 

Superior do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, IB - USP. Uma descrição 

detalhada dos procedimentos técnicos pode ser acessada na Dissertação de Mestrado de Luíza 

Dias Chaves (Chaves, 2022). 

 

III.2.3. Investigação de microdeleções e microduplicações no cromossomo X por CMA 

 

Para a investigação de alterações de número de cópias de segmentos do cromossomo X 

por array-CGH, foi utilizada a plataforma Cytosure™, Chromosome X HD microarray 2x105K 

ou 4x44K (Oxford Gene Technology, OGT, UK; Agilent Technologies Inc., USA). A 

investigação foi realizada por Santos (2013) e pela Dra. Silvia Souza da Costa, Técnica de Nível 

Superior do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, IB-USP.   

 

III.2.4. Sequenciamento do exoma 

 

O sequenciamento do exoma já havia sido realizado antes do início do Projeto e os 

arquivos com as variantes estavam disponíveis para a análise. O sequenciamento havia sido 

realizado pela Oxford Gene Technology - OGT UK (OGT) ou pelo Centro de Estudos do 

Genoma Humano e Células-Tronco - CEGH-CEL-IBUSP. Em 2022, as variantes foram 

reanotadas e analisadas novamente. 

O sequenciamento massivo paralelo do exoma foi realizado em apenas um dos irmãos 

da irmandade cuja genitora apresentava desvio de inativação do cromossomo X ≥ 95:5. Três 
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pacientes (irmandades 4, 5 e 6; Tabela 2) tiveram o sequenciamento realizado pela OGT, por 

meio do serviço de sequenciamento Genefficiency™. Esse serviço incorpora as plataformas 

Agilent SureSelect V4+UTR (captura e enriquecimento de éxons), Illumina HiSeqTM2000 

(sequenciamento com cobertura de 50x) e OGT-software (análise de imagens e base-calling). 

As planilhas fornecidas incluem informações sobre read depth, posição genômica, alteração em 

relação à sequência referência, ocorrência anterior (dbSNP132), gene, transcrito e proteína, 

alteração de aminoácidos e predição de patogenicidade (PolyPhen, SIFT e CONDEL). Para a 

visualização das sequências, foi utilizado o browser Integrative Genomics Viewer - Broad 

Institute (IGV). O software fornecido pela OGT permite filtrar variantes segundo critérios 

estabelecidos pelo usuário. 

Os pacientes das irmandades 3 e 7 (Tabela 2) tiveram o sequenciamento realizado pelo 

Centro de Estudos sobre o Genoma Humano e Células Tronco - CEGH-CEL-IBUSP. As 

bibliotecas foram preparadas por meio do kit Nestera DNA Library Prep Kits (Illumina INC, 

San Diego, California). A captura dos fragmentos foi realizada utilizando o kit Sure Select QXT 

Target Enrichment (Agilent Technologies, Santa Clara, California). O sequenciamento foi 

realizado utilizando o equipamento Hiseq 2500 (Illumina INC, San Diego, California) e as 

sequências resultantes foram alinhadas por meio do software Burrows-Wheeler Aligner (BWA) 

(http://bio-bwa.sourceforge.net/). O realinhamento das regiões de indel, chamada de variantes 

de recalibração de qualidade das bases, foram realizados por meio do software Genome 

Analysis Tool Kit (GATK) (https://software.broadinstitute.org/gatk/) para a produção de 

arquivos Variant Call Format (VCF). A anotação das variantes foi realizada pelo software 

Annovar (http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/). 

 

III.2.5. Análise de dados de exomas 

 

Após reanotação, as variantes foram analisadas inicialmente com auxílio do software 

VarSeq versão 2.2.5 (Golden Helix, Inc., Bozeman, Montana, EUA). O Varseq é um programa 

utilizado para priorização de variantes com base em diferentes parâmetros ajustáveis permitindo 

a anotação e a avaliação de diversos bancos de dados simultaneamente. A etapa inicial de 

reanotação dos VCFs e estabelecimento de critérios para priorização de variantes foi feita pela 

Profa. Dra. Ana Krepischi (IB-USP). O objetivo dessa filtragem inicial foi selecionar variantes 
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codificadoras raras de alta qualidade, com potencial efeito deletério, localizadas em genes do 

cromossomo X ou de autossomos, excluindo falsos positivos e artefatos. 

Os critérios de qualidade utilizados foram: (1) Phred quality score maior que 20 

(Medida da qualidade da identificação de nucleotídeos gerada pelo sequenciamento 

automatizado de DNA); (2) Read depth maior que 10 (Número de vezes em que uma base 

específica naquela posição está representada no conjunto de sequências - reads); (3) Frequência 

da variante (VAF) maior que 0,25 (variante detectada em mais de 25% do total de leituras e (4) 

Exclusão de genes hipervariáveis. 

A partir desse conjunto de variantes de alta qualidade, foi realizada a priorização de 

variantes codificadoras raras com potencial efeito deletério no gene/proteína, de acordo com os 

seguintes critérios: (1)  Frequência menor ou igual a 1% nos seguintes bancos de dados públicos 

de frequência populacional de variantes: gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org), 

ABraOM (http://abraom.ib.usp.br/) e 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org/); (2) 

Localização em região codificadora ou sítio consenso de processamento de splicing; (3) Efeito 

provável na proteína (variantes das classes missense, nonsense e frameshift). 

Esse conjunto de variantes raras codificadoras foi primeiro avaliado quanto a genes 

conhecidos como causa de deficiência intelectual, localizados em todo o genoma. Essa primeira 

etapa de priorização de variantes foi realizada com base em uma lista, compilada pelo grupo de 

pesquisa da Profa. Dra. Ana Krepischi, de genes conhecidos e candidatos a deficiência 

intelectual, a partir de revisão dos bancos de dados OMIM (https://www.omim.org/), SysID 

(https://www.sysid.dbmr.unibe.ch/) e DD2GP 

(https://www.deciphergenomics.org/ddd/ddgenes). 

Em seguida, as variantes codificadoras raras com potencial efeito deletério mapeadas 

no cromossomo X foram todas selecionadas para análise, independentemente de serem genes 

já previamente associados a doenças. 

 

III.2.6. Priorização funcional e classificação de variantes 

 

Após a filtragem descrita na seção anterior, as variantes selecionadas foram analisadas 

com base na expressão do gene no cérebro, função do gene, classificação em bancos de dados 

e na literatura. Utilizamos a classificação de variantes segundo os critérios do American College 
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of Medical Genetics and Genomics (ACMG) 2015 (Richards et al., 2015). As variantes são 

classificas em benigna (B), provavelmente benigna (PB), variante de significado incerto (VUS, 

do inglês “Variant of Uncertain Significance”), provavelmente patogênica (PP) e         

patogênica (P). 

As variantes classificadas pelo ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), 

Varsome (https:// https://varsome.com/) e Franklin (https://franklin.genoox.com/) como VUS, 

PP, P ou conflitantes foram mantidas. Em seguida, foram selecionadas variantes em genes com 

expressão no cérebro. A expressão no cérebro foi avaliada, utilizando o Human Protein Atlas 

(https://www.proteinatlas.org/). Assim, variantes em genes que não apresentavam expressão no 

cérebro ou cuja classificação era PB ou B por Franklin, Varsome e ClinVar foram excluídas da 

análise. 

Em uma segunda etapa, priorizamos aquelas variantes que apresentam perda de função 

(LoF) com valores de pLI > 0,9 ou as variantes missense com REVEL score >0,5. O pLI é um 

valor que indica genes sensíveis à dosagem. Já o REVEL indica variantes mais frequentemente 

definidas como patogênicas em bancos de predição do que frequentemente classificadas como 

benignas. O REVEL é um método utilizado para prever a patogenicidade de variantes missense 

com base em uma combinação de pontuações de 13 ferramentas individuais: MutPred, 

FATHMM v2.3, VEST 3.0, PolyPhen-2, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor, 

MutationTaster, LRT, GERP++, SiPhy, phyloP e phastCons. 
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IV. Resultados e Discussão 

 

Este estudo teve o objetivo de investigar variantes causais de DI no cromossomo X em 

uma coorte de cinco irmandades em que ocorriam pelo menos dois indivíduos do sexo 

masculino com DI, selecionados a partir do padrão de inativação do cromossomo X, com 

desvios maiores ou iguais a 95:5, em suas mães.  Os pacientes tiveram testes negativos quanto 

a alterações cromossômicas detectáveis após bandamento G, síndrome do X frágil e 

microdeleções ou microduplicações genômicas detectáveis por microarray. Em seguida, foi 

realizado o sequenciamento massivo paralelo do exoma de um dos irmãos com DI de cada 

irmandade. Analisamos os dados do sequenciamento. Utilizando os critérios para filtragem e 

priorização descritos acima, foram identificadas variantes potencialmente causais em três dos 

cinco propósitos (Tabela 3). 

 

IV.1. Análise das variantes e correlação genótipo-fenótipo 

 

Como mencionado, as Irmandades 1 e 2 foram analisadas e alterações no cromossomo 

X identificadas anteriormente a este trabalho. As duas irmandades foram consideradas neste 

estudo para fins estatísticos.  

 

IV.1.1. Irmandade 3  

 

A irmandade é composta pelo Paciente 3 e um irmão e foram avaliados no Serviço de 

Aconselhamento Genético quando tinham 23 e 21 anos de idade, respectivamente; ambos 

tinham DI aparentemente moderada. Apresentaram convulsões controladas por medicação 

desde a infância. Tiveram atraso na aquisição da fala, necessitando de fonoterapia. A mãe 

apresenta desvio total de inativação do cromossomo X. 

 Uma variante autossômica potencialmente causal foi filtrada no gene GRIN2A      

(Tabela 3).
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Tabela 3. Variantes priorizadas após análise do sequenciamento completo do exoma com potencial associação ao quadro clínico dos pacientes em três das cinco 

irmandades selecionadas pelos desvios extremos de inativação do cromossomo X (razão de inativação ≥ 95:5) em suas mães. As variantes estão descritas de 

acordo com coordenadas em hg19, GRCh37. 

Paciente 

Padrão 

materno de 

inativação 

do X 

Gene Variante 
Consequência 

molecular 

Significado 

clínico 

Padrão 

de 

herança 

MIM 

Número 

total de 

reads 

Frequência 

Alélica da 

Variante 

(VAF) 

3 100:0 GRIN2A 

NC_000016.10: g.9934656A>C 

NM_000833.5:c.1499T>G  

(NP_000824.1:p.Val500Gly) 

Missense VUS AD 245570 21 0,33 

4 100:0 RERE 

NC_000001.10: g.8419907G>A 

NM_012102.4:c.3535C>T 

(NP_036234.3:p.Arg1179*) 

Nonsense PP AD 616975 25 0,48 

7 100:0 

CDK16 

NC_000023.10: g.47085422T>C 

NM_006201.5:c.788T>C 

(NP_006192.1:p.Val263Ala) 

Missense VUS XLR - 31 0,97 

CDK19 

NC_000006.10: g.110953347T>C 

NM_015076.5:c.532A>G 

(NP_055891.1:p.Arg178Gly) 

Missense PP/VUS AD 618916 28 0,5 

UPF3B 

NC_000023.10: g.118971734G>A 

NM_080632.3:c.1288C>T 

(NP_542199.1:p.Arg430*) 

Nonsense P XLR 300676 101 1,00 

Legenda: P: patogênica, PP: possivelmente patogênica, VUS: variante de significado incerto, XLR: herança ligada ao X recessiva, AD: herança 

autossômica dominante.  

1 Ver item IV.1.5 – Variante considerada apesar de read depth = 10  
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GRIN2A (Glutamate Ionotropic Receptor NMDA Type Subunit 2A)     

 

O gene GRIN2A, mapeado no cromossomo 16 (16p13.2) codifica a proteína GRIN2A, 

uma subunidade do receptor de glutamato NMDA (N-methyl-D-aspartate), expresso no sistema 

nervoso e de alta importância para processos cognitivos como aprendizado e memória 

(Traynelis et al., 2010). A proteína é expressa no cérebro de forma ubíqua, com expressão mais 

elevada no córtex cerebral. 

O gene GRIN2A foi associado com “Epilepsy, focal, with speech disorder and with or 

without impaired intellectual development” (MIM #245570), que tem herança autossômica 

dominante. O quadro clínico inclui principalmente epilepsia e distúrbios de fala, presentes em 

cerca de 80% dos casos, mas existem variabilidade clínica e penetrância incompleta (Strehlow 

et al., 2019; De Bernardi et al., 2022). Em média 60% dos pacientes apresentam DI, de grau 

leve a profundo. Cerca de 250 pacientes com variantes em GRIN2A foram descritos e as 

variantes detectadas incluem deleções, truncamentos, variantes em sítios de splicing e variantes 

missense (Strehlow et al., 2019). Strehlow et al. realizaram análise da correlação genótipo-

fenótipo e concluíram que variantes missense parecem levar a quadros mais graves e que, apesar 

da expressividade variável, a mesma variante costuma levar a quadros similares; relatam três 

indivíduos assintomáticos. 

A variante NM_000833.5: c.1499T>G p.(Val500Gly), detectada no Paciente 3, é uma 

variante missense no éxon 8 (Tabela 3). Foi classificada pelas ferramentas Franklin e Varsome 

como VUS; o valor REVEL é 0,58. De acordo com o estudo de Strehlow et al. (2019), existem 

variantes patogênicas ao longo de todo o gene, inclusive no éxon 8, mas não no último éxon, o 

éxon 14. Variantes patogênicas e possivelmente patogênicas estão concentradas nos éxons 3 a 

13, enquanto variantes nonsense detectadas em indivíduos saudáveis no GnomAD estão 

localizadas no éxon 14. 

 

IV.1.2. Irmandade 4  

  

A irmandade é composta pelo Paciente 4 e dois irmãos, com DI moderada, sem 

malformações associadas. Foram encaminhados ao Serviço de Aconselhamento Genético, com 

15, 19 e 2 anos de idade, respectivamente, com solicitação de exame para a síndrome do X 
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frágil. Apresentavam hiperatividade e déficit de atenção, estando todos matriculados na APAE-

SP.  A irmandade incluía ainda uma menina clinicamente normal. A mãe apresenta desvio total 

de inativação do cromossomo X. 

Após análise de acordo com o descrito na metodologia, uma variante autossômica foi 

filtrada, no gene RERE (Tabela 3). 

 

RERE (Arginine-Glutamic Acid Dipeptide Repeats) 

 

O gene RERE, mapeado no cromossomo 1 (1p36.23), codifica um co-regulador de 

receptor nuclear, importante na regulação da sinalização do ácido retinóico (Vilhais-Neto et al., 

2010). Foi associado com “Neurodevelopmental disorder with or without anomalies of the 

brain, eye, or heart” (MIM #616975), cuja herança é autossômica dominante. Os principais 

sinais desse transtorno são similares a quadros de microdeleções no cromossomo 1, em 1p36, 

incluindo DI, TEA, epilepsia, problemas visuais e auditivos, malformações cardíacas, entre 

outros (Fregeau et al., 2016). Em 19 pacientes descritos, todas as variantes eram de novo (Scott 

e Sherr, 2019).                                                                                                                                                                                                                                                         

A variante NM_012102.4c.3535C>T p.(Arg1179*), detectada no Paciente 4, é uma 

variante nonsense, no éxon 20 (Tabela 3) . Foi classificada pelas ferramentas Franklin e 

Varsome como provavelmente patogênica. O valor de pLI é 0,99.  

Jordan et al. (2018) descreveram nove pacientes com variantes de novo. O Paciente 9 

apresentava um quadro mais leve, que incluía DI e traços dimórficos, sem malformações 

cerebrais ou oculares. O paciente 2 também parecia apresentar um quadro mais leve, tendo sido, 

porém, avaliado aos oito meses de idade; assim, existia a possibilidade de manifestações 

clínicas posteriores. Considerando o quadro clínico descrito por Jordan et al. (2018) e que o 

transtorno apresenta expressividade variável (Kim et al., 2013; Fregeau et al., 2016; Jordan et 

al., 2018), a variante encontrada no Paciente 4 pode ser causadora de quadro mais leve, afetando 

principalmente o SNC. 
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IV.1.3. Irmandade 5 

 

A irmandade inclui o Paciente 5 e um irmão também com DI e mais quatro irmãos e 

uma irmã clinicamente normais. Foram encaminhados ao Serviço de Aconselhamento Genético 

aos 20 e 17 anos de idade, respectivamente, com solicitação de teste para a síndrome do X 

frágil. Apresentaram atraso para andar e falar. Têm deficiência intelectual moderada; o Paciente 

5 não consegue ler ou escrever e seu irmão lê com dificuldade e consegue escrever usando letras 

de forma. Apresentam face triangular, hipoplasia malar, lábio superior fino e inferior evertido.  

A mãe tem desvio extremo de inativação do cromossomo X (97:3).  

Após análise de acordo com o descrito na metodologia, não foi identificada variante no 

cromossomo X ou autossômica potencialmente causal do quadro clínico. 

 

IV.1.4. Irmandade 6 

 

A irmandade 6 inclui o Paciente 6 e um irmão, ambos com DI moderada, sem 

malformações associadas, e uma irmã com dificuldade de aprendizado. Os dois irmãos foram 

encaminhados aos 14 e seis anos de idade, respectivamente, com solicitação de teste para a 

síndrome do X frágil. Ambos eram hiperativos e tinham déficit de atenção. O Paciente 6 

apresentou convulsões afebris a partir dos 9 anos de idade, estando controladas por medicação. 

A mãe apresenta desvio total de inativação do cromossomo X.  

Após análise de acordo com o descrito na metodologia, não foi identificada variante no 

cromossomo X ou autossômica potencialmente causal do quadro clínico. 

 

IV.1.5. Irmandade 7 

 

A irmandade é composta pelo Paciente 7 e um irmão, ambos com DI moderada, sem 

malformações associadas, e uma irmã clinicamente normal. Não conseguem ler ou escrever e 

apresentam comprometimento da fala, articulando mal as palavras e trocando letras. O Paciente 

7 passou a apresentar crises convulsivas aos 10 anos e seu irmão aos 11 anos de idade, estando 
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controladas por medicação. Foram encaminhados ao Serviço de Aconselhamento Genético aos 

18 e 14 anos de idade, respectivamente, com solicitação para investigação da causa da DI, já 

tendo sido afastadas a síndrome do X frágil e alterações cromossômicas após bandamento G. A 

mãe dos pacientes tem desvio total da inativação do cromossomo X. 

Após análise de acordo com o descrito na metodologia, duas variantes foram filtradas: 

uma no cromossomo X, no gene CDK16, e uma autossômica, no gene CDK19. Uma variante 

patogênica, já descrita anteriormente, foi detectada no gene UPF3B no cromossomo X; 

considerando estritamente o critério de read depth > 10, essa variante não deveria ser 

considerada, tendo read depth =10. Entretanto, o fato de ser variante reconhecidamente 

patogênica e já descrita como causa de DI, nos levou a considerá-la como potencialmente 

causal, o que exige, porém, sua validação por sequenciamento de Sanger. 

 

CDK16 (Cyclin Dependent Kinase 16) 

 

O gene CDK16, mapeado no cromossomo X (Xp11.3), codifica uma quinase 

dependente de ciclina com papel em proliferação celular, transporte vesicular e crescimento 

neuronal (Mokalled et al., 2010; Shehata et al., 2012; Gillani et al., 2021). É expresso no cérebro 

de forma ubíqua e em músculo esquelético. A variante missense NM_006201.5:c.788T>C 

p.(Val263Ala), no éxon 8, está classificada como VUS pelas ferramentas Varsome e Franklin; 

o valor REVEL é 0,64 (Tabela 3).  

 Hu et al. (2016) encontraram uma variante frameshift, p.Trp326Valfs*5, no probando, 

em seu  irmão e em dois primos, todos apresentando DI e diplegia espástica. Satterstrom et al. 

(2020) descreveram a variante nonsense c.46C > T, p.(Arg16*) em um paciente com transtorno 

do espectro autista.  Leitão et al. (2022) descreveram uma variante nonsense, p.(Glu321*), em 

um paciente de 42 anos com DI e espasticidade. Também descreveram uma variante missense, 

p.(Gly347Cys), em um paciente com DI, transtorno do espectro autista e epilepsia e histórico 

familial condizente com herança ligada ao X.  
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CDK19 (Cyclin Dependent Kinase 19) 

 

O gene CDK19, mapeado no cromossomo 6 (6q21), codifica a proteína CDK19, uma 

quinase dependente de ciclina cuja função está associada à regulação de genes. A proteína 

CDK19 forma um complexo com a ciclina C, MED12L e MED13L. Esse complexo de quatro 

subunidades regula a atividade de um complexo maior, o complexo Mediador, que por sua vez 

regula a atividade da RNA polimerase II e a transcrição de vários genes (Calpena et al., 2019).  

Esse gene é parálogo ao gene CDK8, mas eles atuam em vias mutualmente excludentes, com a 

proteína CDK8 agindo de forma mais generalizada e a CDK19, de forma mais específica. A 

proteína é expressa no cérebro de forma ubíqua, com expressão mais elevada em comparação 

a outros tecidos (Galbraith et al., 2014).  

O gene CDK19 foi associado com “Developmental and epileptic encephalopathy 87” 

(MIM #618916), que tem herança autossômica dominante. Os principais sinais incluem atraso 

global do desenvolvimento, hipotonia e epilepsia com início entre 6 e 15 meses de idade. 

Indivíduos afetados têm desenvolvimento motor e cognitivo gravemente prejudicado, com fala 

restrita ou ausente e rastreamento visual deficiente. Características mais variáveis incluem 

dismorfismos faciais, frouxidão articular e achados inespecíficos de imagem cerebral (Chung 

et al., 2020; Sugawara et al., 2021; Yang et al., 2021; Zarate et al., 2021). 

A variante NM_015076.5: c.532A>G p.(Arg178Gly) detectada no Paciente 7 é uma 

variante missense, no éxon 6 (Tabela 3). Foi classificada como VUS pelo banco de dados 

Franklin, e  como possivelmente patogênica pelo Varsome; o valor REVEL é 0,77. 

Chung et al. (2020) descreveram três pacientes com DI e epilepsia ou atraso do 

desenvolvimento e espamos infantis. Dois deles apresentavam uma variante missense também 

no éxon 6, c.586A>G (p.T196A). Os autores citam que o missense Z score desse gene é 3,56, 

indicando intolerância a variantes missense. Realizaram experimento utilizando Drosophila 

knockout quanto ao parálogo Cdk8, que apresentavam um quadro similar ao de espasmos 

epilépticos e diminuição do tempo de vida. Observaram que a expressão da proteína CDK19 

era capaz de suprimir os espasmos e restaurar o tempo de vida normal, o que não foi observado 

com a expressão da CDK19 possuindo as variantes. 

Zarate et al. (2021) descreveram 11 pacientes, todos apresentando DI e distúrbio de fala, 

nove deles sendo não-verbais. Todas as variantes detectadas no gene CDK19 eram missense. 

Os autores realizaram estudo funcional em peixe-zebra e concluíram que mecanismos de ganho 
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de função e perda de função do gene podem causar as alterações observadas no modelo animal 

e em humanos. 

Além das variantes detectadas no gene CDK19, outras variantes patogênicas nas outras 

subunidades do complexo e seus genes parálogos foram associadas a síndromes com sinais e 

sintomas que se sobrepõem e que incluem DI (Calpena et al., 2019). Mutações no gene CDK8, 

parálogo do CDK19, foram associadas à uma forma sindrômica de DI (MIM #618748). Doze 

pacientes foram descritos e todas as variantes eram missense e as substituições estavam 

localizadas no sítio de ligação a ATP do domínio de quinase. Mutações em MED13L e em seu 

parálogo, MED13, foram associadas, respectivamente, a uma forma sindrômica de DI (MIM 

#616789) e a um distúrbio do neurodesenvolvimento que inclui DI (MIM #618009). Mutações 

no MED12, parálogo do MED12L, causam pelo menos três síndromes diferentes: síndrome de 

Opitz-Kaveggia (MIM #305450), síndrome de Lujan-Fryns (MIM #309520) e síndrome de 

Ohdo (MIM #300895), todas de herança recessiva ligada ao X. Recentemente, também foi 

associado à síndrome de Hardikar (MIM #301068), uma síndrome de herança dominante ligada 

ao X apenas descrita em mulheres, que inclui várias anomalias, mas sem distúrbio de 

neurodesenvolvimento (Li et al., 2021), evidenciando a variabilidade clínica associada às 

diferentes variantes neste gene. 

Tendo o gene expressão acentuada no cérebro e função importante no 

neurodesenvolvimento, a variante é candidata para explicar o quadro de DI no Paciente 7 e no 

irmão. Entretanto, os irmãos apresentam, em comum com os pacientes descritos, apenas DI, 

comprometimento da fala e epilepsia, porém de início mais tardio. É possível que a variante 

nessa irmandade seja patogênica e que os irmãos apresentem um quadro leve de uma doença 

com alta variabilidade de expressão, em especial quando se considera que não há outros 

pacientes descritos com a mesma variante. 

 

UPF3B (UPF3B Regulator of Nonsense Mediated mRNA Decay) 

 

O gene UPF3B, mapeado no cromossomo X (Xq24), codifica a proteína UPF3B, que 

está envolvida no processo de decaimento do mRNA mediado por mutações nonsense (NMD, 

do inglês “Nonsense-Mediated mRNA Decay”) (Kunz et al., 2006; Domingo et al., 2020). Esse 

mecanismo modula o fenótipo de mutações herdadas pela degradação de transcritos com códons 

de terminação prematura; esses transcritos podem ser originados de erros na transcrição ou no 
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splicing, ou de genes mutados (Mendell et al., 2004). Alterações nesse mecanismo foram 

associadas a distúrbios do neurodesenvolvimento, incluindo DI e TEA (Jaffrey e Wilkinson, 

2019). 

O gene UPF3B foi associado com “Intellectual developmental disorder, X-linked 

syndromic 14” (MIM #300676), que tem herança recessiva ligada ao X. O quadro clínico é 

variável, mas o principal sinal é a DI, que pode ser sindrômica ou não-sindrômica (por exemplo, 

Tarpey et al., 2007; Laumonnier et al., 2010; Xu et al., 2013). Há grande variabilidade de 

expressão, inclusive entre pacientes que possuem a mesma variante (Tejada et al., 2019). 

A variante NM_080632.3: c.1288C>T p.(Arg430*) presente no Paciente 7 é uma 

variante nonsense, no éxon 10 (Tabela 3). Foi classificada pelas ferramentas Franklin e 

Varsome como patogênica, e pelo ClinVar como provavelmente patogênica/patogênica; o valor 

de pLI é 0,98. A mesma variante foi descrita em dois outros estudos, realizados por Tarpey et 

al. (2007) e por Xu et al. (2013).  

Tarpey et al. (2007) descreveram quatro famílias não relacionadas, com mutações 

diversas nesse gene, três delas com DI sindrômica. Na Família 3, os afetados possuíam a mesma 

variante presente em nosso Paciente 7. Os quatro afetados apresentavam palato alto, ponte nasal 

alta, mandíbula proeminente, voz hipernasalada e DI – um caso de DI leve, outro de DI 

moderada e dois de DI grave, três deles apresentavam TEA. As variantes segregavam com o 

quadro clínico, além de desvios extremos da inativação do cromossomo X nas genitoras 

heterozigóticas, o que não foi observado nas genitoras não heterozigóticas da família. As 

características clínicas dos afetados tinham levado ao diagnóstico de síndrome de Lujan-Fryns 

(MIM #309520).   Em uma das outras duas famílias esse fora também o diagnóstico clínico; na 

outra, o diagnóstico clínico era de síndrome de Opitz-Kaveggia (MIM #305450). Na quarta 

família, a deficiência mental era não sindrômica. 

Xu et al. (2013), descreveram uma família chinesa, em que ocorriam três indivíduos do 

sexo masculino, dois irmãos e um primo materno, com DI leve não sindrômica, que herdaram 

a variante p.(Arg430*). As duas genitoras assintomáticas apresentavam desvio de inativação do 

X > 80:20.   

            Laumonnier et al. (2010) com o objetivo de elucidar a contribuição de variantes no gene 

UPF3B para a DI, investigaram sua sequência codificadora em afetados de 372 famílias 

coletadas pelo EuroMRX Consortium. Detectaram três variantes patogênicas em associação 

com DI não sindrômica, DI associada a autismo e DI sindrômica não específica. Entre 25 
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pacientes com diagnóstico clínico de síndrome de Lujan-Fryns, detectaram uma variante 

patogênica; os autores, entretanto, questionam o diagnóstico clínico desse paciente.   

Ibarluzea et al. (2020) descreveram um paciente e seu irmão, cuja genitora apresentava 

desvio de inativação 80:20. Ambos tinham DI leve, dolicocefalia e alteração de implantação 

dentária. A variante detectada no gene UPF3B, NM_080632:c.371-1G>C, afeta um sítio de 

splicing e foi classificada como patogênica. 

Domingo et al. (2020) identificaram uma mutação sinônima que afeta um sítio de 

splicing envolvendo o éxon 6 em um paciente com DI, ausência de fala e TEA. Os autores 

realizaram estudo funcional utilizando linhagem celular linfoblastoide e sugeriram um 

mecanismo capaz de associar mutações no gene UPF3B a distúrbios do neurodesenvolvimento. 

A proteína UPF3B truncada não foi detectada nas linhagens, indicando que a variante causa 

perda de função. Houve também aumento de expressão do seu parálogo, UPF3A, indicando 

uma possível tentativa de resgate do processo de NMD. Além disso, foi observada desregulação 

de vários genes associados ao neurodesenvolvimento, incluindo FOXP1, importante no 

desenvolvimento da fala.  

Como a variante no gene UPF3B detectada no Paciente 7 teve read depth = 10, mesmo 

muito próxima ao critério de qualidade estabelecido (read depth > 10), deve ser validada por 

sequenciamento de Sanger. Validada a variante, deve ser realizado o estudo de sua segregação 

na família. 

 

IV.2. Desvios extremos da inativação do cromossomo X materno e variantes no 

cromossomo X causais da deficiência intelectual de seus filhos 

  

 

Considerando-se as duas irmandades que tiveram as variantes causais de DI 

diagnosticadas anteriormente, pode-se concluir neste momento que, utilizando-se a casuística 

de irmandades com mais de um afetado, selecionada com base no padrão extremo de inativação 

do cromossomo X materno, a taxa diagnóstica de DI de herança ligada ao X é de 28,6% (2/7). 

Considerando-se também a irmandade 7, caso uma das duas variantes filtradas (as variantes em 

CDK16 ou UPF3B) no cromossomo X seja confirmada como causal, esta taxa aumentará para 

42,8% (3/7). 
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Os estudos conduzidos por Giorgio et al. (2016), Ibarluzea et al. (2020) e Bueno (2022) 

também buscaram alterações em genes do cromossomo X em pacientes com DI selecionados 

com base no desvio da inativação do cromossomo X em suas genitoras.  

Giorgio et al. (2016) avaliaram 18 meninos com DI isolada ou sindrômica - 15 

probandos que tinham um ou mais irmãos afetados ou de famílias com padrão de herança 

indicativo de DI recessiva ligada ao X e três meninos com suspeita clínica de DI ligada ao X. 

Detectaram sete genitoras com desvio de inativação de pelo menos 80:20. O sequenciamento 

do exoma foi realizado nos sete probandos e variantes que explicavam a DI foram detectadas 

em quatro (57%), mas, em dois deles, não explicavam os sinais clínicos associados à DI e não 

foram detectadas variantes em outros genes que definitivamente explicassem os sinais 

associados. Assim, o quadro clínico pôde ter a causa genética determinada em dois pacientes 

(2/7; 28,6%). As quatro variantes estavam presentes nas genitoras que tinham desvio total de 

inativação do X (duas) ou desvios de 87% e 97%.  

No estudo de Ibarluzea et al. (2020), foram avaliados 47 probandos com história familial 

sugestiva de DI com herança recessiva ligada ao X e 14 meninos/adolescentes, de seis a 14 anos 

de idade, em cujas irmandades ocorria pelo menos um irmão também com DI, selecionados 

com base no padrão de inativação das genitoras, de pelo menos 75:25; 12 das genitoras tinham 

desvios da inativação do X >80:20. Os pacientes tinham DI não sindrômica. Foi realizado o 

sequenciamento de nova geração de 82 genes do cromossomo X que já tinham sidos associados 

à DI ligada ao X, não sindrômica ou com ampla variação fenotípica em homens, e genes já 

descritos em associação com DI, mas essa associação ainda não considerada estabelecida. 

Foram detectadas variantes candidatas em 16 pacientes: 11/47 (23%), no primeiro grupo, e 5/14 

(35,7%), no segundo grupo, em que a seleção foi semelhante à do presente estudo. Assim, entre 

os 61 propósitos, variantes candidatas foram identificadas em 26% (16/61). Como salientam os 

autores, considerando-se as 21 genitoras com desvios de inativação maior que 80:20 (12 no 

grupo de irmãos afetados e nove mães nas famílias com indicação de padrão de herança ligada 

ao X), variantes candidatas foram detectadas em 33,3% dos propósitos (7/21).  Todas as 

variantes estavam presentes nas mães dos propósitos, mas o estudo de segregação pôde ser 

realizado em apenas sete famílias. 

No estudo de Bueno (2022), foi realizado o sequenciamento completo do exoma em 17 

pacientes do sexo masculino, casos isolados de DI em suas famílias, selecionados pelos desvios 

extremos da inativação do cromossomo X (razão de inativação ≥ 95:5) em suas mães. Variantes 



 

43 

 

candidatas foram identificadas em sete pacientes; em quatro deles (23,5%), as variantes foram 

confirmadas pelo sequenciamento de Sanger, estando também presentes em suas mães, e a 

relação causal com o fenótipo pôde ser estabelecida. Além disso, duas variantes no cromossomo 

X e uma variante autossômica não puderam ser definitivamente associadas ao fenótipo, sendo 

necessários estudo da segregação nas famílias e dados clínicos adicionais. Portanto, a taxa 

diagnóstica para DI com herança ligada ao cromossomo X foi de 23,5% (4/17) , podendo chegar 

a 35,3% caso as outras duas variantes no cromossomo X sejam confirmadas como causais. 

 Assim, comparando o presente estudo e os três estudos mencionados acima, as 

frequências de variantes definitivamente causais ou de variantes candidatas são similares e 

variações podem ser explicadas, em parte, pelo número pequeno de indivíduos estudados. Deve 

ser notado que, apesar de o desvio de inativação materno utilizado para a seleção dos pacientes 

ter variado entre os estudos, a quase totalidade das variantes detectadas no cromossomo X 

estavam presentes em pacientes com desvios > 90%.  

Além das variantes no cromossomo X que se objetivava estudar nesta pesquisa, 

variantes autossômicas candidatas foram encontradas nos genes GRIN2A, RERE e CDK19. 

Essas variantes autossômicas não explicam o desvio total de inativação do cromossomo X 

materno, não havendo dados na literatura que permitam especular que esses genes autossômicos 

considerados candidatos tenham efeito sobre a inativação do cromossomo X. Uma 

possibilidade é que apresentem desvios de ocorrência casual, que não estejam de fato 

relacionados com a variante que causa DI nos filhos.  Entre as 58 genitoras das irmandades de 

indivíduos com DI que tiveram o padrão de inativação do X determinado, oito apresentaram 

desvios extremos > 95:5 - 8/58 =13,8% (IC 95% de 6,2% a 25,4%). De acordo com Amos-

Landgraf et al. (2006), a frequência de mulheres adultas da população geral com tais desvios 

da inativação do X é de 7/415 = 1,7% (IC 95% de 0,7% a 3,5%). Espera-se, assim, que entre as 

58 genitoras, em média, uma apresente esses desvios (58 x 1,7% = 0.98 ~ 1), com um intervalo 

de confiança a 95% estimado em 58 x 0,7% = 0,4 ~ 0 a 58 x 3,5% = 2,0 ~ 2. Pode-se, portanto, 

afirmar, com probabilidade da ordem de pelo menos 95%, que, entre as oito genitoras com 

desvios extremos de inativação, zero a duas apresentem tais desvios não relacionados à DI de 

seus filhos. Deve-se considerar a possibilidade de que sejam outras as variantes causais, que 

podem estar no cromossomo X, diante das limitações do sequenciamento do exoma. 

Por fim, estudos mostraram que a reanálise das variantes após alguns anos pode levar a 

reclassificação, diante de atualização de bancos de dados, identificação de novos genes e 
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doenças, novas características clínicas e informações moleculares (Maia et al., 2021). Essa 

reclassificação envolve principalmente VUS, mas também foi observada para variantes 

classificadas inicialmente como patogênicas e possivelmente patogênicas. Assim, é possível 

que a classificação de uma variante mude ao longo do tempo e por isso é importante que a 

classificação mais atualizada da variante seja confirmada, tanto para se chegar a um diagnóstico 

para o paciente, quanto para seu acompanhamento e de seus familiares (Wright et al., 2018; 

Bennett et al., 2019; Slavin et al., 2019). 

 

IV.3. Limitações do estudo 

 

O presente estudo apresenta limitações. A principal limitação é termos analisado 

somente o propósito. Assim, não podemos concluir que as variantes detectadas são de fato 

responsáveis pelo quadro clínico nas famílias. O próximo passo na investigação é a validação 

das variantes por meio do sequenciamento de Sanger, considerado padrão ouro. A técnica pode 

ser usada primeiro para confirmar a presença da variante no probando e, em seguida, para 

análise dos genitores e dos irmãos. Quanto à validação das variantes, estudos têm reavaliado a 

necessidade de validação de variantes de boa qualidade pelo sequenciamento de Sanger. No 

estudo de Arteche-López et al. (2021), foi realizado NGS e validação de 1.109 variantes, 

permitindo concluir que a validação não é necessária para variantes de boa qualidade e que cada 

laboratório pode estabelecer valores de corte para realização da validação pelo sequenciamento 

de Sanger. Em nosso estudo, a exceção seria a variante no gene UPF3B, que necessita de 

validação devido à quantidade de reads inferior ao corte estabelecido, como critério de 

qualidade. Apesar de a seleção dos pacientes deste estudo ter sido feita a partir do desvio 

extremo de inativação do X materno, as variantes nos genes GRIN2A, RERE e CDK19 são 

autossômicas, então a possível herança paterna também deve ser investigada. A confirmação 

de variantes causais e a avaliação da segregação familial são fundamentais para o 

aconselhamento genético. 

No caso das variantes autossômicas, se a variante estiver também presente nos irmãos 

afetados, mas não nos genitores e irmãs clinicamente normais, reforçará a hipótese de que é a 

causadora da DI na irmandade. A repetição na irmandade poderia ser decorrente de mosaicismo 

gonadal em um dos genitores. Além de mosaicismo gonadal, outra explicação para o fato de os 

genitores serem assintomáticos é a possibilidade de penetrância incompleta, caso a variante seja 
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identificada em um deles. Como mencionado anteriormente, há relatos de pessoas 

assintomáticas com variantes patogênicas no gene GRIN2A (Strehlow et al., 2019). 

É importante ressaltar que, no caso de variantes autossômicas, mesmo que sejam 

classificadas como patogênicas e capazes de explicar a DI, tais variantes não explicariam o 

desvio total de inativação do cromossomo X materno. Não há dados na literatura que permitam 

especular que os genes autossômicos considerados candidatos nos pacientes analisados tenham 

efeito sobre a inativação do cromossomo X.  

Outra limitação é que os pacientes não foram reavaliados recentemente e, por isso, 

podem ter desenvolvido outros sinais e sintomas que não foram descritos neste estudo, 

prejudicando a correlação genótipo-fenótipo. É possível mesmo que outros membros da família 

tenham sido identificados com DI. 

Deve-se também considerar que a busca de variantes foi realizada por meio da análise 

do sequenciamento de regiões codificadoras de proteínas. Entretanto, as variantes causais de 

DI podem estar localizadas em elementos reguladores, em regiões não codificadoras. Como 

salientam Rojano et al. (2019), estudos de associação genômica (GWAS; Genome-Wide 

Association Studies) mostram que variantes associadas a doenças se localizam frequentemente 

em regiões não codificadoras; para detectar variantes nessas regiões, o sequenciamento do 

genoma total deve ser combinado com técnicas computacionais sofisticadas, que os autores 

apresentam. Além disso, é possível que existam variantes patogênicas em regiões codificadoras 

do X, mas que elas não tenham sido detectadas por limitações técnicas do sequenciamento. Por 

exemplo, no estudo de Belkadi et al. (2015), cerca de 3% das SNVs em regiões codificadoras 

não foram detectadas no sequenciamento do exoma (WES), mas foram detectadas por meio do 

sequenciamento completo do genoma (WGS). 
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V. Conclusões 

 

O objetivo deste estudo foi identificar variantes causais de DI em genes do cromossomo 

X, em irmandades selecionadas pelos desvios extremos da inativação do cromossomo X (razão 

de inativação ≥ 95:5) em suas mães, indicativo de serem elas portadoras de variantes em genes 

do cromossomo X que causam DILX em seus filhos. Por meio do sequenciamento completo do 

exoma, foram filtradas e priorizadas variantes potencialmente causais de DI em três dos 

propósitos das cinco irmandades estudadas, nos genes GRIN2A e RERE e nos genes CDK16 e 

CDK19, estes em um mesmo paciente. Entretanto, apenas o gene CDK16 está localizado no 

cromossomo X. Outra variante possivelmente causal no cromossomo X, no gene UPF3B, 

presente no paciente com duas variantes candidatas, não atingiu o critério de qualidade deste 

estudo de read depth > 10 e requer validação por sequenciamento de Sanger. Na continuação 

do estudo, as variantes identificadas deverão ser validadas e a análise de segregação, realizada 

nas famílias.  

Considerando-se que duas irmandades tiveram as variantes causais de DI diagnosticadas 

anteriormente, pode-se concluir neste momento que, no grupo de irmandades com mais de um 

afetado, selecionadas com base no padrão extremo de inativação do cromossomo X materno, a 

taxa diagnóstica de DI de herança ligada ao X é de 28,6% (2/7). Caso uma das variantes 

candidatas em CDK16 ou UPF3B, genes localizados no cromossomo X, seja confirmada como 

causal, a taxa diagnóstica aumentará para 42,8% (3/7). Essas são taxas similares às obtidas em 

outros estudos que buscaram variantes causais de DI no cromossomo X em pacientes cuja 

seleção se baseou nos desvios de inativação em suas genitoras. 

Além das variantes no cromossomo X que se objetivava estudar nesta pesquisa, 

variantes autossômicas candidatas foram encontradas nos genes GRIN2A, RERE e CDK19. 

Essas variantes autossômicas não explicam o desvio total de inativação do cromossomo X 

materno, não havendo dados na literatura que permitam especular que esses genes autossômicos 

considerados candidatos tenham efeito sobre a inativação do cromossomo X. Uma 

possibilidade é que sejam desvios de ocorrência casual e não estejam de fato relacionados com 

a variante causadora da DI nos filhos.  Deve-se considerar a possibilidade de que sejam outras 

as variantes causais, que podem estar no cromossomo X, diante das limitações do 

sequenciamento do exoma. 
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Apesar das limitações deste estudo discutidas acima, podemos concluir que o desvio 

extremo de inativação do cromossomo X materno é indicador da presença de variantes 

patogênicas que causam deficiência intelectual com herança ligada ao X em seus filhos e deve 

ser considerado na investigação da DI. 
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VI. Resumo 

 

A deficiência intelectual (DI) é definida por limitações da função intelectual e do 

comportamento adaptativo presente antes dos 22 anos de idade e afeta aproximadamente 2-3% 

dos indivíduos da população mundial. Há uma frequência significativamente maior de homens 

afetados por DI moderada a grave do que de mulheres, parte podendo ser explicada pela DI 

com herança ligada ao X. Desvios extremos de inativação são raros na população feminina 

adulta, sendo mais frequentes em mulheres portadoras de alterações estruturais do cromossomo 

X ou de variantes patogênicas em genes localizados no X. 

O objetivo deste estudo foi identificar variantes causais de DI em genes do cromossomo 

X, em irmandades selecionadas pelo desvio extremo da inativação do cromossomo X (razão de 

inativação ≥ 95:5) em suas mães, indicativo de serem elas portadoras de variantes em genes do 

cromossomo X que causam DI em seus filhos. A investigação da inativação do cromossomo X 

materno realizada anteriormente em 58 irmandades revelou que as genitoras de oito irmandades 

apresentavam desvios extremos da inativação do cromossomo X, número significativamente 

maior do que o observado em mulheres adultas da população geral.  Em sete propósitos foi 

realizado sequenciamento do exoma. Em duas irmandades, a variante causal foi identificada 

anteriormente. Neste estudo, foram analisados os dados de sequenciamento do exoma dos 

outros cinco probandos, a fim de se identificarem variantes causais de DI.   

Foram filtradas variantes potencialmente causais de DI nos genes GRIN2A e RERE em 

dois pacientes e nos genes CDK16 e CDK19, num terceiro paciente. Apenas o gene CDK16 

está localizado no cromossomo X. Outra variante possivelmente causal no cromossomo X, no 

gene UPF3B, presente no paciente com duas variantes candidatas, não atingiu o critério de 

qualidade deste estudo de read depth > 10 e requer validação por sequenciamento de Sanger. 

O gene GRIN2A foi associado a quadro clínico com herança autossômica dominante, 

incluindo principalmente epilepsia, distúrbios de fala e DI, sinais presentes no Paciente 3 deste 

estudo. A variante missense NM_000833.5: c.1499T>G p.(Val500Gly) nele detectada foi  

classificada pelas  ferramentas Franklin e Varsome como VUS e tem valor REVEL de 0,58. 

Essa variante não foi descrita em outros estudos, mas variantes patogênicas foram detectadas 

ao longo de todo o gene, inclusive no éxon 8. 
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O gene RERE foi associado a quadro clínico com herança autossômica dominante 

similar aos de microdeleções no cromossomo 1, em 1p36, onde o gene se localiza, incluindo 

DI, transtorno do espectro autista (TEA), epilepsia, problemas visuais e auditivos e 

malformações cardíacas. O Paciente 4 deste estudo apresenta apenas DI e TEA. A variante 

nonsense NM_012102.4: c.3535C>T p.(Arg1179*) no éxon 20 foi classificada pelas 

ferramentas  Franklin e Varsome como provavelmente patogênica. O valor de pLI é 0,99. Essa 

variante não foi descrita em outros estudos, mas, considerando a expressividade variável 

associada a variantes desse gene, é possível que seja a causa de quadro mais leve, afetando 

principalmente o sistema nervoso central, como é o do Paciente 4. 

Três variantes candidatas foram detectadas no Paciente 7, nos genes CDK16, CDK19 e 

UPF3B. O paciente apresenta DI, comprometimento  da fala e epilepsia. O gene CDK16 

codifica uma quinase dependente de ciclina com papel em proliferação celular, transporte 

vesicular e crescimento neuronal. A variante missense NM_006201.5: c.788T>C 

p.(Val263Ala)  no éxon 8, foi classificada como VUS pelas ferramentas Varsome e Franklin e 

o valor REVEL é 0,64. Essa variante não foi descrita em outros estudos, mas variantes missense, 

nonsense e frameshift nesse gene foram associadas a DI, TEA e espasticidade. O gene CDK19 

foi associado a quadro clínico com herança autossômica dominante cujos principais sinais 

incluem atraso global do desenvolvimento, hipotonia, epilepsia e comprometimento da fala. No 

Paciente 7, a variante missense NM_015076.5: c.532A>G p.(Arg178Gly), localizada no éxon 

6,  foi classificada como VUS pela ferramenta Franklin, e como possivelmente patogênica pela 

Varsome. O valor REVEL é 0,77. Essa variante não foi descrita em outros pacientes, mas 

variantes, inclusive no éxon 6, foram relatadas em pacientes com quadros clínicos similares. É 

possível que a variante na irmandade seja causal e que os irmãos apresentem um quadro leve 

de uma doença com alta variabilidade de expressão, tendo epilepsia de início mais tardio, em 

comparação com os pacientes descritos. Por fim, uma variante no gene UPF3B não atingiu o 

critério de qualidade  deste estudo de read depth  > 10. Entretanto, a descrição dessa variante 

como causa de DI em outros dois estudos levou a considerá-la candidata, devendo ser validada 

por sequenciamento de Sanger. O gene UPF3B foi associado a DI sindrômica e não sindrômica 

com herança recessiva ligada ao X e grande variabilidade de expressão. A variante nonsense 

NM_080632.3: c.1288C>T p.(Arg430*), localizada no éxon 10, foi classificada pelas 

ferramentas Franklin e Varsome como patogênica e no banco de dados ClinVar, como 

provavelmente patogênica/patogênica. O valor de pLI é 0,98.  
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Com relação às variantes autossômicas candidatas detectadas nos genes GRIN2A, RERE 

e CDK19, não há na literatura indicação de que esses genes possam ter efeito no processo de 

inativação do cromossomo X.  

Palavras-chave: Deficiência intelectual ligada ao X; Inativação do cromossomo X; 

Análise do exoma; Sequenciamento de nova geração. 
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VII. Abstract 

 

Intellectual disability (ID) is characterized by limitations in intellectual functioning and 

adaptive behavior present before the age of 22 years old, and affects approximately 2-3% of 

individuals in the world population. There is a significantly higher frequency of men than 

women affected by moderate to severe ID, which can be partly explained by X-linked ID. 

Extreme X-inactivation skewing is rare in the female adult population, being more frequent in 

women carrying structural abnormalities of the X chromosome or pathogenic variants in X 

chromosome genes. 

The aim of this study was to identify causal variants of ID in X chromosome genes, in 

sibships with two or more affected brothers selected by the extreme skewing of X chromosome 

inactivation (inactivation ratio ≥ 95:5) in their mothers, indicative of their being carriers of 

variants in X chromosome genes that cause ID in their children. The investigation of maternal 

X chromosome inactivation previously performed in 58 sibships revealed that the mothers of 

eight sibships had extreme X-inactivation skewing, a number significantly higher than that 

observed in adult women from the general population. Exome sequencing was performed in 

seven probands. In two sibships, the causal variant was previously identified. In this study, 

exome sequencing data from the other five probands were analyzed to identify causal variants 

of ID. 

Potentially causal variants of ID were filtered in the genes GRIN2A and RERE in two 

patients and in the CDK16 and CDK19 genes, in a third patient. Only the CDK16 gene maps to 

the X chromosome. Another possibly causal variant on the X chromosome, in the UPF3B gene, 

present in the patient with two other candidate variants, did not meet the quality criterion of 

read depth > 10 of the present study, and requires validation by Sanger sequencing. 

The GRIN2A gene has been associated with a clinical condition with autosomal 

dominant inheritance, the most common signs being epilepsy, speech disorders and ID, also 

present in Patient 3 of this study. The detected missense variant NM_000833.5: c.1499T>G 

p.(Val500Gly)  was classified by the Franklin and Varsome tools as VUS and has a REVEL 

value of 0.58. This variant has not been described before, but pathogenic variants have been 

detected throughout the entire gene, including in exon 8. 
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The RERE gene has been associated with a clinical condition with autosomal dominant 

inheritance, which is similar to those caused by  chromosome 1 microdeletions at 1p36, where 

the gene is located, including ID, autism spectrum disorder (ASD), epilepsy, visual and auditory 

problems and heart malformations. Patient 4 of this study presents only ID and ASD. The 

nonsense variant NM_012102.4: c.3535C>T p.(Arg1179*) in exon 20 was classified by the 

Franklin and Varsome tools as likely pathogenic. The pLI value is 0.99. This variant has not 

been described in other studies, but, considering the variable expressivity associated with 

variants in this gene, it is possible that it is the cause of the milder condition, mainly affecting 

the central nervous system, in Patient 4. 

Three candidate variants were detected in Patient 7, in the CDK16, CDK19 and UPF3B 

genes. The patient has ID, speech impairment, and epilepsy. The CDK16 gene encodes a cyclin-

dependent kinase with a role in cell proliferation, vesicular transport and neuronal growth. The 

missense variant NM_006201.5: c.788T>C p.(Val263Ala), located in exon 8,  was classified as 

VUS by the Varsome and Franklin tools, and the REVEL value is 0.64. This variant has not 

been described before, but other missense, nonsense and frameshift variants in this gene have 

been associated with ID, ASD and spasticity. The CDK19 gene has been associated with a 

clinical condition with autosomal dominant inheritance, the main signs including global 

developmental delay, hypotonia, epilepsy and speech impairment. In Patient 7, the missense 

variant NM_015076.5: c.532A>G p.(Arg178Gly), located in exon 6,  is classified as VUS by 

the Franklin tool, and as likely pathogenic by Varsome. The REVEL value is 0.77. This is a 

novel variant, but other variants have been described, including in exon 6, in patients with 

similar clinical presentations. It is possible that the variant in Patient 7 is causative, and that the 

brothers have a mild presentation of a disease with high expression variability, presenting later 

onset epilepsy, when compared to the patients hereto described. Finally, a variant in the UPF3B 

gene did not meet the quality criterion of  read depth > 10, but the description of this variant as 

a cause of ID in two other studies led to its being considered a candidate, which must be 

validated by Sanger sequencing. The UPF3B gene has been associated with syndromic and 

non-syndromic X-linked recessive ID with highly variable expression. The nonsense variant 

NM_080632.3: c.1288C>T p.(Arg430*), in exon 10, was classified by the Franklin and 

Varsome tools as pathogenic, and by ClinVar as likely pathogenic/pathogenic. The pLI value 

is 0.98. 
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Regarding the candidate autosomal variants detected in the GRIN2A, RERE and CDK19 

genes, there is no indication in the literature that these genes  have an effect on the X 

chromosome inactivation process. 

Keywords: X-linked intellectual disability; X chromosome inactivation; Exome 

analysis; Next generation sequencing. 
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