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 I. Introdução 

 
 I.1 Deficiência intelectual 

A Deficiência Intelectual (DI) é uma das condições mais comuns de 

encaminhamento para serviços de genética, constituindo importante problema na área 

da saúde pública. A função intelectual refere-se à capacidade mental geral - 

aprendizado, raciocínio e resolução de problemas - caracterizando-se a deficiência 

intelectual por limitações significativas na função intelectual e no comportamento 

adaptativo, que se manifestam nas habilidades conceituais, sociais e práticas, com 

início antes dos 18 anos de idade (American Association on Intellectual and 

Developmental Disabilities).  

A DI é condição complexa e heterogênea, causada por fatores ambientais, 

fatores genéticos ou pela combinação de ambos. Convencionalmente, é classificada, 

de acordo com o Quociente de Inteligência (QI), em leve (QI entre 70 e 50), moderada 

(QI entre 50 e 35), grave (QI entre 35 e 20) e profunda (QI < 20). As formas moderadas 

a profunda têm frequência populacional de 0,3 a 0,5% e a leve, de 1 a 3%. Entretanto, 

a frequência de DI é maior nos países de baixa e média renda, onde as taxas são 

quase o dobro daquelas dos países de renda mais alta, aparecendo altos níveis de 

desnutrição como causa importante de DI (Chiurazzi e Oostra, 2000; Maulik e col., 

2011). A DI leve compreende 80 a 85% dos casos e é geralmente multifatorial, 

resultando da interação de vários genes com fatores ambientais; está especialmente 

associada a níveis socioeconômicos baixos e a desnutrição aparece como importante 

causa ambiental; já a DI moderada a profunda, corresponde a 15-20% dos casos e 

tem frequência semelhante nos diferentes níveis socioeconômicos, o que evidencia o 

componente genético predominante em sua etiologia (Chiurazzi e Oostra, 2000; 

Ropers, 2010). 

Do ponto de vista clínico, a DI é classificada em sindrômica, quando associada 

a outros sinais clínicos, e não sindrômica, em que a única característica evidente é a 

DI. Quanto mais grave a DI, geralmente mais frequente é sua associação com outros 

sinais clínicos, o que facilita o diagnóstico etiológico. No entanto, diferentes variantes 

em genes já associados a DI sindrômica podem levar a formas de DI não sindrômica, 
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como também há sobreposição de fenótipos, dificultando o diagnóstico (Chiurazzi e 

Pirozzi, 2016; Tejada e Ibarluzea, 2020). Mesmo aplicando todas as técnicas 

disponíveis, a causa é claramente identificada em 55% a 70% dos casos de DI 

moderada a grave, excluindo-se dessa estimativa a síndrome de Down, que 

compreende 6% a 8% dos casos (Vissers e col., 2016). 

Os mecanismos genéticos causais de DI são mutações gênicas ou alterações 

cromossômicas numéricas e estruturais não equilibradas que afetam vários genes, 

resultando em síndromes associadas a DI. Entre pacientes que apresentam DI 

sindrômica, as alterações cromossômicas, identificadas por meio da análise 

cromossômica após bandamento G, explicam aproximadamente 15% dos casos de 

DI e 6 a 8% desses pacientes apresentam trissomia do cromossomo 21, a causa 

genética mais comum de DI, afetando 1:1000 nascidos vivos (Ropers, 2010; Vissers 

e col., 2016). Além das alterações cromossômicas detectadas por técnicas 

citogenéticas convencionais, os desequilíbrios cromossômicos submicroscópicos, 

como microdeleções e microduplicações, identificados pela análise cromossômica por 

microarray (CMA, Chromosome Microarray Analysis), explicam 15 a 20% dos casos 

de pacientes com DI, que têm exame cromossômico convencional normal (Rosenberg 

e col., 2006; Miller e col., 2010). No caso de mutações gênicas, a DI pode ter herança 

autossômica ou ligada ao cromossomo X, dominante ou recessiva. Quando o fenótipo 

clínico já foi associado a determinado gene, o sequenciamento direto desse gene 

permite a confirmação do diagnóstico. O sequenciamento de nova geração ou 

sequenciamento massivo paralelo (NGS; Next Generation Sequencing) pode ser 

aplicado, usando painéis que incluem genes já associados ao quadro clínico ou a 

quadros semelhantes, ou sequenciando-se o exoma ou o genoma. Apesar de ser a 

técnica mais eficiente disponível para identificação de variantes patogênicas, é a mais 

difícil de gerenciar, devido a enorme quantidade de dados fornecidos, o que leva ao 

desafio da filtragem e da interpretação das variantes detectadas em um único 

paciente, a interpretação da variação genética exigindo a caracterização clínica 

detalhada do paciente e a coleta meticulosa das informações dos familiares (De Luca 

e col., 2020). De fato, foi demonstrado que o sequenciamento do exoma aumenta o 

rendimento diagnóstico em pacientes sem causa previamente identificada, 

destacando-se a importância das mutações de novo (Ibarluzea e col., 2020). 
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 A identificação da causa da DI permite determinar se a alteração foi herdada, 

possibilitando sua investigação na família e o aconselhamento genético; pode ainda 

orientar o acompanhamento das manifestações clínicas, melhorando o manejo e a 

qualidade de vida do paciente (De Luca e col., 2020). 

I.2. Deficiência intelectual com herança ligada ao cromossomo X. 

Em 1938, Penrose relatou haver maior frequência de homens afetados em 

relação a mulheres entre pessoas com DI, o que levou Lehrke (1972) a propor, com 

base nas famílias em que a DI segregava claramente com herança recessiva ligada 

ao cromossomo X (DILX), que as mutações no cromossomo X eram a explicação para 

o excesso de homens afetados. Vários estudos posteriores, em coortes de pessoas 

com DI, confirmaram o excesso significativo de indivíduos do sexo masculino, 

indicando um número 1,4 vezes maior de homens afetados por DI moderada a grave. 

Admitindo-se que mutações no cromossomo X são as responsáveis por esse maior 

número de homens afetados, a frequência de DI com herança ligada ao X, com 

manifestação apenas em homens, teria que ser de aproximadamente 30% (Ropers e 

Hamel, 2005).  

Entretanto, estimativas da frequência de DILX entre indivíduos do sexo 

masculino com DI estão abaixo da frequência de 30% necessária para explicação do 

excesso de homens afetados. Por exemplo, a síndrome do cromossomo X Frágil 

(SXF) é a causa laboratorialmente estabelecida de DILX em 2-3% da DI no sexo 

masculino; considerando que a síndrome representa 25% das famílias em que a DI 

tem herança ligada ao X, estima-se em 10-12% a frequência de DILX entre homens 

com DI; com base nas frequências de deficiência intelectual grave e de DILX em 

homens da população geral, a frequência de DILX entre indivíduos com DI foi 

estimada em 10-16% (Ropers e Hamel, 2005).   

Como alternativa à herança monogênica ligada ao X para explicar o excesso 

de homens em relação a mulheres com DI, Mandel e Chelly (2004) propuseram que 

diferenças no desenvolvimento embrionário do homem e da mulher podem tornar os 

homens mais susceptíveis a agressões ambientais; ainda, polimorfismos no 

cromossomo X associados a outros fatores de predisposição genética, poderiam levar 
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à diminuição da habilidade cognitiva nos homens. Jacquemont e col. (2014) 

demonstraram excesso de variantes deletérias de número de cópias (CNV) 

autossômicas em mulheres, ao investigarem 9.206 homens e 6.379 mulheres com 

transtornos do neurodesenvolvimento; esse mesmo viés foi observado na análise dos 

genitores dos probandos, as variantes deletérias de tamanho acima de 400 kb sendo 

mais frequentemente herdadas via materna. Resultados no mesmo sentido foram 

obtidos na análise de variantes de número de cópias e polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNP) autossômicos numa coorte de probandos com distúrbios do espectro 

autista. Esses resultados mostram que as mulheres necessitam de carga etiológica 

maior, não relacionada a variantes deletérias do cromossomo X, para a manifestação 

dos quadros clínicos investigados, apoiando o “modelo de proteção feminina” (female 

protective model).  

Atualmente são conhecidos 155 genes no cromossomo X cujas mutações são 

definitivamente responsáveis por DILX; em 100 desses genes, foram identificadas 

mutações exclusivamente responsáveis pelo quadro clínico de DI sindrômica e, em 27 

genes, mutações causando exclusivamente DI não sindrômica; outros 28 genes estão 

associados tanto a DI sindrômica quanto a não sindrômica; mais sete genes foram 

relacionados a DI, estes porém, aguardando 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 15% 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 (Hu e col., 2016; Vissers e col., 

2016). Considerando os genes codificadores de proteínas mapeados no cromossomo 

X humano, cerca de 40% são expressos no cérebro (Ropers e Hamel, 2005; De Luca 

e col., 2020). Esse número relativamente elevado de genes com função cerebral no 

cromossomo X pode ser explicado pela seleção natural (Faster X Hypothesis): novas 

variantes recessivas, que ocorram no cromossomo X, se expõem à seleção mais 

rapidamente, pois se expressam no homem em dose simples, enquanto aquelas que 

ocorram nos autossomos precisam chegar à homozigose para serem expressas e, por 

sua vez, submetidas à seleção; novas variantes no cromossomo X podem assim ser 
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fixadas sob seleção positiva mais rapidamente do que aquelas que ocorrem nos 

autossomos (Vicoso e Charlesworth, 2006).  

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

definitivamente associadas a deficiência intelectual, a frequência de mutações em 

cada um desses genes é baixa e não explica os 10%-16% estimados de DILX. A 

exceção é a perda de função do gene FMR1 (Fragil X Messager Ribonucleoprotein 1), 

devida à expansão da repetição (CGG)n em sua região 5’, causa da síndrome do X 

Frágil (SXF), que constitui a causa monogênica mais frequente de DI, afetando cerca 

de 2,5% dos homens com deficiência intelectual e compreendendo cerca de 25% dos 

casos familiais de DILX (de Brower e col., 2007). 

 Estudos que buscam mutações no cromossomo X em séries de famílias em 

que a DI tem padrão de herança ligada ao X, aplicando sequenciamento de exoma ou 

análise cromossômica por microarray, têm deixado uma proporção significativa delas 

sem a causa da DI determinada (Tarpey e col., 2009; Tzschach e col., 2015; Martinez 

e col., 2017; Ibarluzea e col., 2020). Dois estudos incluíram as maiores casuísticas, 

Whibley e col. (2010) detectaram perdas ou ganhos de segmentos do cromossomo X 

em 10% das 251 famílias que investigaram por hibridação genômica comparativa, 

usando uma plataforma de alta densidade de oligonucleotídeos do cromossomo X. Os 

propósitos tinham cariótipos normais e a SXF foi afastada. Hu e col. (2016) 

sequenciaram os exons de todos os genes mapeados no cromossomo X, nos 

propósitos de 405 famílias com DILX, em que a SXF e perdas e ganhos de segmentos 

submicroscópicos do cromossomo X foram afastados; detectaram variantes causais 

da DI em 58% das famílias, inclusive associando novos genes a DILX. Considerando-

se que, nesses estudos, a SXF fora previamente excluída e que essa síndrome é 

causa de 25% da DILX, as mutações conhecidas no cromossomo X explicam 

aproximadamente 68% da DILX. Portanto, cerca de um terço dos casos de DILX 

permanecem sem a causa determinada. 

Hu e col. (2016) relacionam explicações para a não identificação da causa da 

DILX quando se associam o teste para a SXF e o sequenciamento do exoma do 

cromossomo X: (1) limitações técnicas do sequenciamento em algumas famílias, (2) 

variantes causais não codificadoras de proteínas ou não anotadas no cromossomo X, 
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(3) apesar do padrão de herança ligada ao X, em algumas famílias esta pode não ser 

realmente a 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 

ou (6) as variantes deletérias podem estar localizadas em elementos reguladores, em 

regiões não codificadoras. Como salientam Rojano e col. (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 ou o sequenciamento genômico de intervalos de ligação devem ser combinados 

com técnicas computacionais sofisticadas, que os autores apresentam. 

A busca por novas mutações no cromossomo X que causam DI tem sido o alvo 

de vários laboratórios de pesquisa, fazendo uso de diferentes estratégias. O grande 

interesse se deve ao fato de que o cromossomo X apresenta 15% dos genes 

atualmente associados a DI, o que leva ao interesse da pesquisa básica na 

compreensão da função desses genes no sistema nervoso central, suas implicações 

na inteligência e no comportamento, o que, por extensão, auxilia no diagnóstico da DI. 

Tem-se evidenciado que alterações genéticas que causam DILX estão também 

associadas a outros distúrbios neurológicos. Portanto, investigações sobre genes 

associados a DI no contexto de sua função e regulação deverão auxiliar não somente 

na compreensão da patogênese da DI, mas também contribuirão para o conhecimento 

da etiologia de outros distúrbios neurológicos e do desenvolvimento do cérebro 

humano (Hu e col., 2016).  

I.3. Padrão de inativação do cromossomo X em portadoras de 

mutações do cromossomo X que causam deficiência intelectual em 

homens 

A inativação do cromossomo X em células somáticas femininas ocorre como 

mecanismo de compensação de dose dos produtos gênicos entre homens e mulheres. 

É estabelecida durante o desenvolvimento embrionário inicial e ocorre de forma 

aleatória e clonal, pois uma vez tornado inativo, o mesmo cromossomo X mantém-se 

inativo nas células descendentes. A mulher é, portanto, mosaico quanto ao 

cromossomo X inativo que pode ser o materno ou o paterno em cada uma de suas 
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células, com igual probabilidade (Lyon,1961). Sendo assim, em média as mulheres se 

distribuem de acordo com uma curva normal quanto à porcentagem de células com o 

cromossomo X ativo materno ou paterno. Por se tratar de processo aleatório, a 

escolha de um ou de outro cromossomo X no início do desenvolvimento pode gerar 

desvio significativo do esperado (50:50), e a proporção dos cromossomos X paternos 

e maternos inativos pode chegar, em casos raros, a um desvio completo (100:0), 

estando o mesmo cromossomo X ativo em todas as células. 

Amos-Landgraf e col. (2006), no estudo de 415 mulheres adultas da população 

geral, verificaram que apenas 1,8% dessas mulheres apresentavam padrões de 

inativação com desvios extremos (>95:5). Os autores concluem que uma mulher da 

população geral, que tenha desvio total de inativação do cromossomo X, tem alta 

probabilidade de ser portadora de variante no cromossomo X que impacta a razão de 

inativação, justificando a investigação de patologias de herança ligada ao X. Em um 

estudo semelhante, Shvetsova e col. (2019) realizaram análise da inativação do 

cromossomo X no sangue de 79 mulheres adultas e suas mães, pertencentes a trios 

do projeto Genoma Holanda. Diferentemente dos estudos anteriores que analisaram 

o padrão de inativação do X com base na metilação do gene AR (Teste HUMARA, 

Allen e col., 1992), esse estudo baseou-se na expressão gênica, analisando o RNA. 

Foi observado que 27% das mulheres tinham desvio de inativação ≥70:30 e 10% 

apresentavam desvio ≥80:20, resultados semelhantes aos obtidos por Amos-Landgraf 

e col. (2006).  

Variantes no cromossomo X que causam deficiência intelectual aparecem 

frequentemente associadas a desvio de inativação do cromossomo X, detectado em 

células de sangue periférico das mulheres portadoras. Buscando compreender essa 

associação, Plenge e col. (2002) analisaram o padrão de inativação do cromossomo 

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

mutações associadas a DILX, sendo 94 portadoras da variante no cromossomo X e 

61 não portadoras. Observaram que cerca de 50% das portadoras tinham desvio 

significativo de inativação (>80:20), comparado com as mulheres do grupo controle 

(9%). Um terço das mulheres portadoras apresentavam desvios >90:10, presente em 

apenas 3,9% do grupo controle. A distribuição das mulheres não portadoras das 

famílias com DILX não diferiu da distribuição das mulheres do grupo controle. Os 
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autores concluíram que o desvio de inativação é comum em portadoras de mutações 

no cromossomo X que causam deficiência intelectual em seus filhos, sendo específico 

para certas mutações. Esse padrão de desvio da inativação seria consequência da 

vantagem proliferativa das células com o alelo normal ativo.  

Em estudo realizado por Giorgio e col. (2016) com o objetivo de identificar 

genes associados a DI, foram selecionados 18 indivíduos do sexo masculino, afetados 

por DI sindrômica ou não sindrômica (15 casos familiais com padrão sugestivo de 

herança ligada ao X pela presença de um ou mais irmãos afetados e / ou outros 

homens afetados na linhagem materna e fenótipo sugestivo de doença ligada ao X, 

em três casos isolados) e avaliado o padrão de inativação do X em suas mães. Após 

a exclusão de alterações cromossômicas pela análise do cariótipo e array-CGH, sete 

probandos cujas mães eram portadoras de desvio de inativação (>80:20; cinco delas 

com desvio ≥97%) foram submetidos ao sequenciamento do exoma para investigar a 

variante causadora do fenótipo. Em cinco pacientes foram identificadas variantes 

candidatas das quais: duas variantes explicavam totalmente o fenótipo, em casos 

familiais; uma variante em caso isolado explicava parcialmente o fenótipo; duas 

variantes encontradas em casos familiais não explicavam o fenótipo. Um rendimento 

diagnóstico de 42% (três dos sete pacientes submetidos a sequenciamento do 

exoma). 

Ibarluzea e col. (2020), utilizaram um painel de 82 genes associados a DILX 

para investigar a causa da DI não sindrômica em 61 pacientes do sexo masculino, não 

aparentados. Dos 61 pacientes, 47 apresentavam histórico familiar sugestivo de DILX 

(tinham meio irmãos, primos ou tios maternos afetados) e 14 pacientes tinham irmãos 

afetados por DI e suas mães apresentavam desvio de inativação do cromossomo 

X>80:20. Foram filtradas variantes candidatas em 16 probandos (26%). Com base na 

análise de segregação realizada em sete famílias e nos dados clínicos dos pacientes, 

foi possível correlacionar as variantes ao fenótipo e considerá-las patogênicas em 

quatro probandos, sendo dois deles classificados entre os 14 pares de irmãos em que 

as mães apresentavam desvio de inativação >80:20. Um rendimento diagnóstico de 

57% (quatro dos sete pacientes submetidos a sequenciamento do exoma). 
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Com o objetivo de investigar se os desvios extremos no padrão de inativação 

nas portadoras de variantes em genes do cromossomo X decorrem de efeito primário 

no padrão de inativação ou são secundários à seleção durante o desenvolvimento, 

Muers e col. (2007), analisaram os padrões da expressão do gene Atrx no 

desenvolvimento de fêmeas de camundongos. Mutações no gene ATRX humano 

causam DILX e as mulheres portadoras dessas mutações apresentam desvio total de 

inativação. Foram estudados os padrões de inativação do cromossomo X em fêmeas 

de camundongos heterozigóticas quanto a uma variante que impedia a expressão do 

gene Atrx e em fêmeas controle sem a variante. 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, permitindo 

concluir que a inativação do cromossomo X foi casual quando foi estabelecida. A 

análise de diferentes tecidos durante o desenvolvimento embrionário mostrou declínio 

gradual das células que não expressavam a proteína. Esses resultados indicaram que 

houve seleção contra as células em que a variante estava no cromossomo X ativo 

durante a formação dos tecidos. 

Entretanto, padrões extremos da inativação do cromossomo X podem estar 

associados à manifestação de doenças. Fieremans e col. (2016), analisaram o padrão 

de inativação do cromossomo X em um grupo de 288 mulheres, que apresentavam 

DI. Constataram que 22 mulheres (7,6%) apresentavam desvio extremo de inativação 

do X (>90%), valor significativamente maior do que o observado em mulheres da 

população por Amos-Landgraf e col. (2006). Dezenove delas foram submetidas ao 

sequenciamento do exoma; foram identificadas 11 variantes no cromossomo X, das 

quais seis eram variantes em genes associados a DILX, um rendimento diagnóstico 

de 30%. De forma semelhante, dois estudos feitos na população brasileira, 

identificaram aumento na frequência de desvio de inativação entre mulheres com DI 

idiopática. Vianna e col. (2020), analisaram 53 mulheres com DI e identificaram desvio 

extremo de inativação do cromossomo X em sete pacientes (13,21%), identificando 

variantes potencialmente relacionadas a DILX em cinco delas. No estudo de Chaves 

(2022), entre 136 mulheres com DI, 11 (8%) apresentaram desvio extremo de 

inativação do cromossomo X, e em oito delas foram encontradas variantes que 

justificavam o quadro clínico; quatro variantes estavam em genes do cromossomo X 
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e quatro em genes autossômicos, um deles influenciando diretamente o processo de 

inativação do cromossomo X.  

Fieremans e col. (2016) discutem os diversos mecanismos que podem levar ao 

quadro clínico de DI em mulheres que apresentam desvio de inativação do 

cromossomo X. A primeira hipótese é a de que haja apenas um gene alterado no 

cromossomo X e, nesse caso, pode-se considerar que: a variante pode levar ao 

fenótipo de DI e também influenciar a inativação do cromossomo X; há uma 

translocação entre o cromossomo X e um autossomo, favorecendo a seleção contra 

o cromossomo X normal; há desvio ao acaso, favorecendo as células com a variante 

no cromossomo X ativo. A segunda hipótese é a de que variantes estejam presentes 

em dois genes com efeitos independentes, podendo ser: uma variante em um gene 

autossômico, que causa DI, e uma variante no cromossomo X, que causa o desvio; 

ou duas variantes ligadas ao X, em cromossomos diferentes, neste caso, uma variante 

pode ter influência na expressão da outra, levando o gene alterado que causa DI a ser 

expresso. Outro fator a ser considerado é uma variante em um gene de escape da 

inativação no cromossomo X, que se manifesta independentemente de estar 

localizada no X ativo ou inativo. A observação de uma prevalência duas vezes maior 

de desvio extremo da inativação do X  em pacientes do sexo feminino com DI, em 

comparação com a coorte controle, é um bom indicador de uma variante causal em 

um gene ligado ao X. Além disso, padrões desfavoráveis de inativação do 

cromossomo X podem contribuir para a gravidade do fenótipo da doença, e assim, a 

análise do desvio de inativação em mulheres com DI, pode auxiliar na compreensão 

do efeito da inativação em mulheres com doenças ligadas ao cromossomo X.  

A investigação de variantes genéticas que causam DI pode levar à identificação 

de novos genes ou de variantes novas em genes já conhecidos, contribuindo para a 

compreensão do papel dessas variantes no desenvolvimento da inteligência. A 

caracterização dos quadros clínicos associados a variantes novas ou conhecidas de 

um mesmo gene permite o delineamento da variabilidade clínica.  Uma vez 

identificada a variante patogênica é possível realizar o aconselhamento genético com 

precisão. 
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II. Objetivos 

A investigação de genes do cromossomo X que causam DILX constitui linha de 

pesquisa do Laboratório de Genética Humana do Departamento de Biologia do 

Instituto de Biociências – USP. Um dos estudos realizados, que investigou o padrão 

de inativação do cromossomo X em mães de pacientes do sexo masculino com DI de 

causa não determinada, constituindo casos isolados em suas famílias, mostrou que a 

frequência de desvios extremos da inativação era significativamente maior do que o 

observado em mulheres da população geral, sugerindo que essas mulheres são 

potencialmente portadoras de variantes do cromossomo X que causavam DI em seus 

filhos.  

Este trabalho teve como objetivo investigar, por meio de sequenciamento 

completo do exoma, variantes no cromossomo X que causem DI nesses pacientes.  

Uma vez identificada a variante causal, poderá ser realizado o aconselhamento 

genético da família, diagnosticando-se portadoras.  
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III. Casuística e Métodos 

III.1 Casuística 

Foram selecionados para o presente estudo indivíduos do sexo masculino, 

casos isolados de DI, cujas mães apresentavam desvios extremos da inativação do 

cromossomo X (≥95:5). Esses pacientes foram encaminhados ao Serviço de 

Aconselhamento Genético do Laboratório de Genética Humana, Departamento de 

Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de Biociências – USP para diagnóstico e 

aconselhamento genético das famílias. O estudo da inativação do cromossomo X foi 

objeto da Dissertação de Mestrado de Coqueti (2011), que incluiu a análise de 100 

mulheres; o estudo continuou permitindo a inclusão de mais 51 mães de casos 

isolados. Dentre as 151 mães de casos isolados de DI, 17 apresentaram desvios de 

inativação do cromossomo X ≥95:5 (Tabela 1). Essa frequência - 17:151 = 0.113; IC 

95% = 0.067 - 0.174, é significativamente maior do que aquela observada por Amos-

Landgraf e col. (2006), em mulheres adultas da população - 7:415, 0,017; IC 95% = 

0,007 – 0,035 (P <0.00005; teste exato de Fisher).   

Os pacientes apresentavam DI moderada a grave, avaliada com base em suas 

limitações cognitivas e comportamentais, em associação ou não com outros sinais. 

Foram selecionados pacientes que não tinham diagnóstico clínico definido e que 

tiveram resultados normais em exame cromossômico, realizado após bandamento G, 

e em teste molecular para a síndrome do cromossomo X frágil.  

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa - Seres Humanos, 

do Instituto de Biociências - USP (Protocolo 218/2017- CAAE na Plataforma Brasil:  

80993317.7.0000.5464). 

 

III.2. Métodos 

 

III.2.1. Obtenção das amostras de DNA genômico 

As amostras de DNA foram extraídas de leucócitos de sangue periférico, 

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

amostras foram quantificadas, utilizando-se o NanoDrop ND-1000 (Nanodrop 

Technologies, Rockland, USA).  
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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 - Androgen 

Receptor (Allen col. 1992). A eletroforese foi realizada no analisador MegaBACE TM 

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

Biosystems, Massachusetts, USA) 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 inicialmente como parte da Dissertação de Mestrado de Karen 

Coquetti (Coquetti, 2011) e, na continuação do estudo, pela Dra. Silvia Souza da 

Costa, Técnica de Nível Superior do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, 

IB - USP.  

 Tabela 1. Desvios de inativação do cromossomo X detectados em sangue periférico 

das mães dos pacientes do sexo masculino com DI incluídos neste estudo. 

Paciente 
Padrão de inativação do 

cromossomo X da mãe do propósito 
 

1 100:0 

2 100:0 

3 100:0 

4 100:0 

5 98:2 

6 100:0 

7 100:0 

8 100:0 

9 100:0 

10 100:0 

11 100:0 

12 100:0 

13 100:0 

14 100:0 

15 100:0 

16 96:4 

17 100:0 

https://www.google.com/search?q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyzMkuUuIAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAADj9e9pWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiM1_Ty0O_6AhVHCbkGHVXSCaAQmxMoAXoECF0QAw
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Diante da tendência de as mulheres mais velhas apresentarem maior 

frequência de desvio de inativação do X (Amos-Landgraf e col., 2006; Mengel-From e 

col., 2021), as idades das mulheres com desvio (média 41,536 ± 7,305; mediana 41,6) 

foram comparadas com as daquelas que não apresentaram esse desvio (média 

37,064 ± 7,950; mediana 37,1); a diferença foi apenas marginalmente significativa 

(Teste de Mann-Whitney: P = 0,053).  

III.2.3. Investigação de microdeleções e microduplicações no 

cromossomo X por microarranjo genômico (Chromosome 

Microarray Analysis - CMA) 

Desequilíbrios genômicos submicroscópicos no cromossomo X foram 

investigados por microarranjo genômico pela Dra. Silvia Souza da Costa, Técnica de 

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

utilizadas as plataformas Cytosure™, Chromosome X HD microarray 105K e 44K 

(customized) (Oxford Gene Technology, OGT, UK; Agilent Technologies Inc., USA).  

III.2.4. Sequenciamento completo de exomas  

O sequenciamento massivo paralelo do exoma foi realizado para pacientes 

cujas genitoras apresentaram desvios extremos no padrão de inativação do X (≥95:5). 

Sete pacientes (3, 4, 5, 6, 12, 13 e 14; Tabela 1) tiveram o sequenciamento realizado 

pela Oxford Gene Technology (OGT) por meio de seu serviço de sequenciamento 

Genefficiency™, que incorpora as plataformas Agilent SureSelect V4+UTR (captura e 

enriquecimento de exons), Illumina HiSeqTM2000 (sequenciamento com cobertura de 

50x) e OGT-software (análise de imagens e base-calling). São fornecidas planilhas, 

que incluem informações sobre read depth, posição genômica, alteração em relação 

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

e proteína, alteração de aminoácidos e predição de patogenicidade (PolyPhen, SIFT 

e CONDEL). Para a visualização das sequências o browser é o IGV (Integrative 

Genomics Viewer - Broad Institute). O software fornecido pela OGT permite filtrar as 

variantes, segundo critérios estabelecidos pelo usuário. Os outros dez pacientes (1, 

2, 7, 8, 9, 10, 11, 15, 16 e 17; Tabela 1) submetidos a sequenciamento massivo 

paralelo do exoma tiveram a construção da biblioteca de DNA, captura dos fragmentos 
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da biblioteca, sequenciamento de nova geração (NGS) e análise de bioinformática 

realizados no 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). Na etapa de captura dos fragmentos 

foi utilizado o kit Sure Select QXT Target Enrichment (Agilent Technologies, Santa 

Clara, California). O sequenciamento foi realizado no equipamento Hiseq 2500 

(Illumina INC, San Diego, California). As sequências resultantes foram alinhadas por 

meio do software Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (http://bio-bwa.sourceforge.net/). O 

realinhamento de regiões indel, chamada de variantes de recalibração de qualidade 

das bases foram realizadas pelo 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 utilizando o software Annovar 

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

III.2.5. Filtragem de variantes 

 A partir do arquivo computacional VCF, uma série de filtragens foram 

realizadas com a seleção de variantes raras em bancos de dados populacionais, de 

acordo com pacotes computacionais. Numa primeira análise dos 17 pacientes, os 

programas de predição de patogenicidade utilizados foram Polyphen 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org/) e Mutation Taster 

(http://www.mutatiotaster.org/). Na análise das frequências populacionais das 

variantes, utilizamos  os bancos de dados públicos: ExAC 

(http://exac.broadinstitute.org/), gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org, ABraOM 

(http://abraom.ib.usp.br/), 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org/) e ESP6500 

(https://evs.gs.washington.edu/EVS/). Adotamos como critério de seleção as variantes 

presentes em genes do cromossomo X com base na localização e no tipo da variante 

(Nonsynonymous, INDELS, Unknow, stopgain e stoploss); variantes classificadas 

como patogênicas ou provavelmente patogênicas por pelo menos dois programas de 

predição de patogenicidade; variantes presentes no Allelic Count (contagens de cada 

alelo alternativo para cada local em todas as amostras) com valor menor ou igual a 2 

e frequência menor ou igual a 0,01 nos bancos de dados populacionais. Avaliamos a 

classificação clínica das variantes usando a ferramenta InterVar 

(http://wintervar.wglab.org/), que segue os critérios do American College of Medical 

about:blank
http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/
about:blank
about:blank
http://exac.broadinstitute.org/
http://abraom.ib.usp.br/)
http://abraom.ib.usp.br/)
http://www.1000genomes.org/)
https://evs.gs.washington.edu/EVS/
about:blank
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Genetics and Genomics (ACMG) (Richards e col., 2015). InterVar gera avaliação 

inicial atualizada a partir da anotação do ANNOVAR, classificando as variantes em 

benigna, provavelmente benigna, significado incerto, provavelmente patogênica e 

patogênica. Os genes considerados candidatos foram selecionados com base na 

expressão no cérebro, tendo sido ou não anteriormente associados a deficiência 

intelectual. Ao final da filtragem foram detectadas variantes candidatas em quatro 

pacientes (Pacientes 9,11,15 e 17; Tabela 2). 

Posteriormente, nos pacientes em que não foram encontradas variantes 

candidatas, uma nova filtragem foi realizada, utilizando o software VarSeq versão 

2.2.5 (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, www.goldenhelix.com), com base nos 

arquivos VCF. Em uma primeira etapa foram selecionadas variantes de alta qualidade 

no cromossomo X e também nos autossomos, evitando a presença de falsos positivos 

e artefatos com base em: Phred quality score >20 (Medida da qualidade da 

identificação das nucleobases geradas pelo sequenciamento automatizado de DNA); 

read depth >10 (número de vezes que uma base específica é representada em todas 

as leituras do sequenciamento); frequência da variante (VAF) > 0,25 (variante 

detectada em >25% do total de leituras) e exclusão de genes hipervariáveis. 

Posteriormente, foi avaliada a frequência populacional da variante: foram 

consideradas variantes com frequência <0,01 em bancos de dados populacionais - 

1000 Genomes; gnomAD exomes and genomes database; ABraOM (Naslavsky e col., 

2017; Naslavsky e col., 2022). Como terceiro critério, foram selecionadas variantes 

com base na localização e tipo - variantes não sinônimas (missense), mutações sem 

sentido (nosense), mutações que afetam o processamento do RNAm (splicing), e 

mutações de mudança de quadro de leitura (frameshift), essas últimas causadas por 

inserções ou deleções (indels).  

A priorização das variantes foi realizada em duas etapas: Em um primeiro 

momento, foram priorizadas variantes em genes relacionados a doenças que incluem 

atraso do neurodesenvolvimento/deficiência intelectual, com base na análise do HPO 

(Human Phenotype Ontology) e variantes mapeadas em genes já relacionados a 

doenças (OMIM/PubMed). Foram avaliadas as variantes mapeadas nesses genes e 

classificadas pelo ClinVar como patogênicas/ provavelmente patogênicas/ VUS 

(variantes de significado incerto) / ou conflitantes. Para variantes não depositadas no 

ClinVar, priorizamos aquelas que tinham como efeito previsto a perda de função (LoF) 
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ou que fossem missense com score REVEL ≥ 0,5 (REVEL é 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; Loannidis e col., 2016). Em uma segunda etapa, 

priorizamos variantes em genes do cromossomo X, expressos no cérebro, 

independentemente de terem sido associados a doença. Concluímos as análises in 

sílico classificando as variantes por meio das ferramentas online Varsome (https:// 

https://varsome.com/) e Franklin (https://franklin.genoox.com/). O Protein Atlas 

(https://www.proteinatlas.org/) foi utilizado na pesquisa da expressão em cérebro dos 

genes candidatos. Ao final da filtragem encontramos variantes candidatas em três 

pacientes (Pacientes 1, 2 e 4; Tabela 2). 

 

III.2.6. Validação de variantes e análise de segregação  

 

A validação de variantes candidatas e a análise de segregação nas famílias 

foram realizadas por sequenciamento de Sanger. Os primers foram desenhados 

utilizando o programa Primer3 (https://primer3.ut.ee/).  

Para a amplificação do DNA por PCR utilizamos por amostra 2,5μL de buffer 

(Tris pH~8,5; Hepes; MgCl₂; KCl; (NH4)₂SO4); 2,5μL  de dNTP; 0,5μL Primer F; 0,5μL 

Primer R; 0,3μL Taq 5U*;16,8μL de água MilliQ e 2μL de DNA. O programa de 

ciclagem no termociclador incluiu as seguintes etapas: 95°C por 4 minutos, 95ºC por 

40 segundos, 68ºC por 40 segundos, 72ºC por 1:30 minutos (o ciclo é repetido 14 

vezes da etapa 2 a 4); seguido de 24 ciclos de 94ºC por 40 segundos, 60ºC por 40 

segundos e 72ºC por 1 minuto (o ciclo é repetido 24 vezes); extensão final de 7 

minutos a 72ºC e resfriamento a 4ºC. Os produtos da PCR foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,01% de Sybr safe.  

Para a purificação dos produtos de PCR foi empregado ExoSap-IT™ (Thermo 

Fischer Scientific – Massachusetts, EUA), Exo (Exonulease 1) para digestão dos 

primers em excesso na reação, e SAP (Shrimp Alkaline Phospatase), para 

degradação dos nucleotídeos em excesso: 0,5μL de Exo; 1,0 μL de SAP e 8μL da 

amostra, totalizando 9,5 μL da reação. A reação foi incubada no termociclador por 30 

minutos a 37ºC e, em seguida, por 15 minutos a 80ºC.  

https://varsome.com/
https://franklin.genoox.com/
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Os produtos da amplificação purificados foram preparados para o 

sequenciamento, segundo protocolo do analisador ABI 3730 DNA Analyser (Life 

Technologies- Applied Biosystems): 1μL do primer F ou R; 1μL BigDyeTerminator 

v3.1(Thermo Fisher Scientific); 1,5 μL Buffer; 9,5 μL de água MilliQ; 2μL da amostra. 

Após a realização do mix para o sequenciamento as reações foram submetidas a um 

protocolo de ciclagem com as seguintes etapas: 96°C por 2 minutos, 25 ciclos a 96ºC 

por 45 segundos, 50ºC por 30 segundos, e 60ºC por 4 minutos, com resfriamento a 

4ºC.  O mix de precipitação foi preparado com 1 parte de NaOAc 3Mm pH 5.2 e 1 

parte de Glicogênio 1mg/mL para 25 partes de Etanol 100% gelado. Aos 15 uL da 

reação de sequenciamento foram adicionados 25 μL do mix de precipitação, agitado 

em vórtex e levado ao freezer à -20ºC por 15 minutos. Seguiu-se centrifugação a 

13.000 rpm por 20 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 

foram adicionados 50 µL de etanol 70% gelado e realizada nova centrifugação por 10 

minutos, seguida de nova drenagem dos tubos. As amostras foram inseridas no 

termociclador aberto, à 96ºC, para secagem e, posteriormente, enviadas para o 

Centro de Estudos sobre o Genoma Humano e Células Tronco (CEGH-CEL IB-USP) 

para eletroforese capilar. Para a análise, utilizou-se o programa BioEdit 7.2. 
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IV. Resultados e Discussão  

 

Este estudo teve o objetivo de investigar variantes causais de deficiência 

intelectual em genes do cromossomo X, em uma coorte de 17 indivíduos do sexo 

masculino com deficiência intelectual, casos isolados em suas famílias, selecionados 

a partir do padrão de desvios extremos da inativação do cromossomo X em suas 

mães. Identificamos variantes candidatas em sete pacientes, seis em genes do 

cromossomo X e uma variante em gene autossômico (Tabela 2). Dentre as sete 

variantes encontradas, quatro puderam ser definitivamente associadas à deficiência 

intelectual (Pacientes 9, 11, 15 e 17), chegando-se a um rendimento diagnóstico de 

23,5% (4/17). A seguir, detalhamos as variantes encontradas, discutindo sua relação 

com o fenótipo dos pacientes. 

Pacientes em que foram detectadas variantes causais da deficiência 

intelectual 

Paciente 9 (Tabela 2): O paciente foi encaminhado, aos 14 anos de idade, com 

a solicitação de teste para a síndrome do X Frágil. Segundo informação de sua mãe 

nasceu a termo, após cesariana, por ausência de dilatação; houve atraso na aquisição 

da fala, requerendo terapia fonoaudiológica iniciada aos 3 anos de idade, mas 

continuava articulando mal as palavras. A deficiência intelectual aparentava ser 

moderada. Não conseguia ler; era capaz de escrever, copiando textos. Ao exame 

físico, apresentava peso de 32 kg (percentil 1), estatura de 1,54 cm (percentil 12) e 

perímetro cefálico de 54 cm (percentil 33); orelhas levemente em abano, com hélices 

simplificadas, rosto triangular, sinófris, ponte nasal alta, hipoplasia malar, filtro curto, 

palato alto; grau moderado de hiperextensibilidade articular; era pré-púbere e a 

genitália normal. O exame cromossômico após bandamento G não revelou alterações 

e o teste molecular afastou a síndrome do X frágil. Não foram detectados ganhos ou 

perdas patogênicos de segmentos submicroscópicos (microarrays Agilent X 44K e 

60K).  

Na análise do sequenciamento do exoma foi identificada uma variante 

patogênica no gene MED12 [NM_005120.3:c.3833A>G(p.Tir1278Cis)], gene já  
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Tabela 2. Variantes detectadas após sequenciamento completo do exoma, que explicam/podem explicar a 
deficiência intelectual dos pacientes selecionados pelos desvios extremos de inativação do cromossomo X em 
suas mães. 

 

Paciente Padrão 
materno da 
inativação 

do X* 

Gene Variante** Consequência molecular Significado Clínico MIM 

1 100:0 AMMECR1     NC_000023.10:g.109561053T>C 
NM_015365.3:c.247A>G 
(NP_056180.1:p.Ile83Val) 

 

Missense  VUS*** 300195 

2  100:0  OCRL NC_000023.10:g.128710007G>A 
NM_000276.4:c.1847G>A  

(NP_000267.2:p.Arg616Gln) 

 Missense  Patogênica  300535 

4 100:0 GRIK2 NC_000006.11:g.102124570CTG 
NM_021956.5:c.617_619delCTG 

(NP_068775.1:p.Ala206del) 
 

Inframe deletion VUS*** /Provavelmente 
Patogênica  

 

619580 

9  100:0  MED12   NC_000023.10:g.70349671A>G 
NM_005120.3:c.3833A>G 

(NP_005111.2:p.Tir1278Cis) 
 

Missense Patogênica  300188 

 11 

100:0   HPRT1 NC_000023.10:g.133632442C>T 
NM_000194.3:c.508C>T 

(NP_000185.1:p.Arg170Ter) 
  

Nonsense Patogênica  308000  

15   100:0  NEXMIF  NC_000023.10:g.73965475T>C 
NM_001008537:c.11A>G 

(NP_001008537.1:p.Gln4Arg) 
 

Missense   VUS***  300524 

17   100:0  UBE2A  NC_000023.10:g.118708696C>T 
NM_003336:c.22C>T 

 (NP_003327:p.Arg8Cis) 
 

 Missense  Patogênica   312180 

             *Critério de seleção – Razão de inativação do X ≥ 95:5; ** h19, GRCh37; ***VUS: Variante de significado incerto.

https://omim.org/entry/619580
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000023.10?report=graph&mk=133632442%7CNC_000023.10%5C%5C:g.133632442C%3ET%7Cgreen
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associado a DI. O gene MED12 está localizado em Xq13.1 e codifica uma das 

unidades do complexo Mediator, complexo multiprotéico que inclui 31 unidades, em  

quatro módulos, com papel na transcrição pela RNA polimerase II; a proteína MED12 

está envolvida na regulação da maioria dos genes que dependem da RNA polimerase 

II (revisão em Plassche e Brouwer, 2021). 

 
Variantes patogênicas do gene MED12 são a causa de três síndromes de DILX 

com herança recessiva: Opitz-Kaveggia (síndrome FG; MIM305450), Lujan-Fryns 

(MIM 309520) e Ohdo (tipo OSMKB; MIM 300895); variantes patogênicas foram 

também descritas como causa de DI associada ou não a características dismórficas, 

predominantemente afetando homens; mais recentemente, foram identificadas 

mulheres portadoras com DI (revisão em Graham e Schwartz, 2013 e Rubinato e col. 

2020). As análises do padrão de inativação do X mostrou que desvios extremos da 

inativação nem sempre ocorrem nas portadoras de mutações no gene MED12, que 

mesmo sem esses desvios podem não apresentar DI, enquanto outras, com desvios 

extremos podem apresentar comprometimento intelectual (Rubinato e col., 2019). 

Mais recentemente, variantes patogênicas de MED12, com ocorrência de novo, foram 

identificadas como causa da síndrome de Hardikar (MIM 612726), que afeta apenas 

mulheres; o quadro clínico inclui fenda labial e palatina, retinopatia pigmentar, 

anormalidades genitourinárias e malformações gastrointestinais, mas sem 

comprometimento intelectual; desvio total da inativação do X foi detectado no sangue 

nessas mulheres e as variantes patogênicas permitiram prever nonsense-mediated 

mRNA decay (NMD). Esses mecanismos explicam a ausência de homens afetados, 

as variantes, que levam à haploinsuficiência, sendo neles letais. 

Na família que estudamos, foi possível determinar a presença da variante de 

MED12, na mãe do paciente e também em sua avó materna, ambas clinicamente 

normais. A mãe do paciente tem desvio total da inativação do cromossomo X; sua avó 

tem padrão de inativação 68:32, padrão que ocorre em cerca de 35% das mulheres 

adultas da população (Amos-Landgraf e col., 2006). Assim, a avó do paciente 

exemplifica a variabilidade do padrão de inativação do X documentado em portadoras 

de variantes patogênicas do gene MED12. 

 Paciente 11 (Tabela 2): O paciente apresentou atraso discreto do 

desenvolvimento até os seis meses de idade, quando passou a haver involução das 

aquisições. A hipótese diagnóstica foi de encefalopatia mitocondrial. Aos 18 meses de 
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idade, foi diagnosticada retinite pigmentosa. Aos 3 anos, os exames laboratoriais e 

neurológicos levaram ao diagnóstico de síndrome de Lesch-Nyhan em associação 

com retinite pigmentosa, num quadro clínico complexo.   

O exame cromossômico após bandamento G não revelou alterações; também 

não foram detectadas perdas ou ganhos patogênicos de segmentos submicroscópicos 

no cromossomo X (microarray Agilent X 44K), exames realizados, considerando a 

hipótese de alteração afetando genes contíguos. O sequenciamento completo do 

exoma revelou variante patogênica stopgain no éxon 7 do gene HPRT1 (Hypoxanthine 

Phosphoribosyltransferase 1) [NM_000194.3:c.508C>T(p.Arg170Ter)], localizado em 

Xq26. Variantes nesse gene são causa da síndrome de Lesch-Nyhan (MIM 308000). 

A variante encontrada foi validada por sequenciamento de Sanger e está presente em 

heterozigose na mãe do paciente, clinicamente normal, que apresenta desvio total de 

inativação do cromossomo X. Essa variante foi descrita como causal em 13 trabalhos, 

segundo o grupo de estudo internacional da síndrome de Lesch-Nyhan (Lesch-Nyhan 

Disease International Study Group - http://www.lesch-nyhan.org/en). Em trabalho 

recente, foi identificada a mesma variante como causa da síndrome, reforçando sua 

patogenicidade (Li e col., 2022).  

A priorização das variantes de retinite pigmentosa foi realizada mantendo os 

critérios de filtragem que se aplicaram à investigação de DI. Em uma primeira etapa 

avaliamos genes já associados a retinite pigmentosa descritos no OMIM; as variantes 

filtradas não apresentaram efeito patogênico, provavelmente patogênico ou 

significado incerto, inviabilizando sua associação ao fenótipo. Em seguida, avaliamos 

individualmente cada um dos genes associados a retinite pigmentosa/degeneração 

hereditária da retina listados nos trabalhos de Nishiguchi e Rivolta (2012) e Xu e col. 

(2014), não encontrando variante potencialmente causal do fenótipo. Solicitamos novo 

exame oftalmológico do paciente para confirmação do diagnóstico. Não podemos, 

entretanto, afastar a possibilidade de variante patogênica em região não coberta pelo 

sequenciamento realizado. 

Paciente 15 (Tabela 2): Aos cinco anos de idade, o paciente apresentava 

atraso global do neurodesenvolvimento com ausência de fala e andar atáxico; 

interação social limitada; crises epilépticas controladas por medicação; upsweep 

frontal dos cabelos, estreitamento bitemporal, ponte nasal baixa, hipoplasia das asas 

do nariz, hipotonia oral. Em exames anteriores, a análise cromossômica após 
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bandamento G não revelara alteração e não foram detectados ganhos ou perdas de 

segmentos submicrocópicos pela técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification). A síndrome do X frágil foi afastada por meio de teste molecular. 

O sequenciamento completo do exoma revelou uma variante missense no éxon 2 do 

gene NEXMIF (KIAA2022) [NM_001008537:c.11A>G (p.Gln4Arg)] cujas mutações já 

foram associadas a DI (MIM 300912). O conjunto de sinais clínicos apresentados pelo 

paciente inclui-se no espectro clínico dos indivíduos do sexo masculino que possuem 

variantes no gene NEXMIF (Stamberger e col.,2021). 

O gene NEXMIF (Neurite EXtension and MIgration Factor), está localizado em 

Xq13.3. Associação do gene NEXMIF a deficiência intelectual foi feita por Cantagrel e 

col. (2004) no estudo de uma família em que segregava uma inversão pericêntrica no 

cromossomo X - inv(X)(q13; p22). Os homens portadores da inversão apresentavam 

deficiência intelectual grave, enquanto suas mães apresentavam a inversão, porém, 

não eram afetadas. A inversão pericêntrica interrompia dois genes, P2RY8 e NEXMIF; 

o gene P2RY8, porém, não é expresso no cérebro, levando os pesquisadores a 

concluir que a deficiência intelectual era causada pela ruptura do gene NEXMIF. 

Cantagrel e col. (2009), avaliaram a expressão do NEXMIF em camundongos; o 

estudo mostrou que a expressão do gene atinge o pico durante o período perinatal e 

que é reduzida logo após o nascimento, indicando um papel do NEXMIF no 

desenvolvimento do cérebro.    

A função neurobiológica do NEXMIF foi investigada por Van Maldergem e col. 

(2013), em estudo in vitro, utilizando neurônios de ratos. No início da morfogênese 

neuronal, a supressão da expressão de NEXMIF causou grande redução no 

crescimento de neuritos, incluindo dendritos e axônios. Essa redução e as anomalias 

estruturais dos neurônios ocasionados pela supressão da expressão do gene podem 

levar a deficiências na estrutura do axônio e na formação das sinapses durante o 

amadurecimento cerebral, ocasionando perda da função neuronal. Em camundongos 

nocautes quanto ao NEXMIF, Gilbert e col. (2020) observaram redução da densidade 

sináptica e supressão da transmissão sináptica em neurônios, indicando o papel do 

NEXMIF no desenvolvimento das sinapses e em sua função.   

Aplicando o sequenciamento de Sanger, confirmamos a presença da variante 

na mãe do paciente, clinicamente normal.  Não houve ainda retorno da família para 
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receber o resultado e aconselhamento genético. O propósito tem um único irmão   

clinicamente normal. 

Paciente 17 (Tabela 2): O paciente foi encaminhado com suspeita de síndrome 

de Börjeson-Forssman-Lehmann, causada por mutações no gene PHF6 no 

cromossomo X (MIM 301900), com solicitação de avaliação do padrão de inativação 

do cromossomo X materno, que revelou desvio total. Tinha exame cromossômico 

após bandamento G normal e desequilíbrios cromossômicos submicroscópicos 

afastados (Agilent Microarray 4x180K). O sequenciamento do exoma revelou variante 

patogênica no gene UBE2A [(NM_003336:c.22C>T(p.Arg8Cis)]. Mutações no gene 

UBE2A (Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 A) causam a síndrome X-linked intellectual 

disability type Nascimento (MIM 300860; Nascimento e col. 2006). O quadro clínico do 

paciente é típico da síndrome: deficiência intelectual grave; ausência de fala; baixa 

estatura (< percentil 3)¸ macrocefalia (> percentil 97); sinófris, hipertelorismo ocular, 

hipoplasia da porção média da face, boca larga, pescoço curto e largo, hipoplasia de 

genitália, onicodistrofia, hirsutismo generalizado. 

O gene UBE2A codifica uma enzima de conjugação de ubiquitina (E2). As 

enzimas E2 atuam em conjunto com enzimas ativadoras de ubiquitina (E1) e ligases 

de ubiquitina (E3) envolvidas na via do proteassoma, no processo de ubiquitinação e 

degradação proteica. A ubiquitinação de proteínas e o processo de degradação 

constituem mecanismo importante na regulação dos níveis de proteína em células de 

mamíferos. Além disso, a ubiquitinação é reconhecida por ter funções pleiotrópicas na 

regulação de vários processos celulares, como o controle da atividade de fator de 

transcrição, internalização de receptor e modificações em histonas, que modulam a 

estrutura da cromatina. 

 Na análise da função neuronal do gene UBE2A, Haddad e col. (2013) 

mostraram que drosófilas deficientes quanto a dRad6 (dUbe2a) apresentavam 

transmissão sináptica alterada devido a falha mitocondrial. Do mesmo modo, 

camundongos nocautes quanto a mRad6a (Ube2a) e células humanas com mutações 

em UBE2A nas quais a proteína não tinha sido detectada, apresentavam mitocôndrias 

defeituosas. Os autores mostraram que o gene UBE2A atua como uma enzima 

conjugadora de ubiquitina E2 que, em combinação com uma ligase de ubiquitina E3, 

como a Parkina, ubiquitina proteínas mitocondriais para facilitar a eliminação de 

mitocôndrias disfuncionais nas células. Assim, foi identificado que o gene UBE2A atua 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24053514/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24053514/
https://www.omim.org/entry/300860
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como regulador da mitofagia dependende de Parkina, estabelecendo um papel crítico 

do UBE2A na função neuronal. Portanto, a manutenção de um conjunto de 

mitocôndrias saudáveis in vivo é fundamental para manter a transmissão sináptica 

normal, o que é potencialmente um elemento importante na etiologia da DI. Bruinsma 

e col. (2016) observaram que os camundongos nocaute quanto ao gene UBE2A, ao 

contrário do observado em pacientes com mutações em UBE2A, não têm atraso motor 

ou epilepsia. Porém, consistentemente com o que foi observado em pacientes com 

mutações em UBE2A, os camundongos apresentam déficits cognitivos claros, 

evidenciando seu papel no desenvolvimento da aprendizagem e em alterações na 

plasticidade do hipocampo, considerada essencial para a aprendizagem normal. Em 

conjunto, os resultados desse trabalho demonstram o papel essencial do UBE2A, na 

aprendizagem e na plasticidade sináptica.  

A variante do gene UBE2A, que identificamos no paciente, estava presente em 

sua mãe, mas não em suas duas irmãs, como evidenciado pelo sequenciamento de 

Sanger. O aconselhamento genético foi realizado, indicando-se que as tias maternas 

do paciente procurassem serviço de genética, pois podiam ser portadoras da variante 

patogênica. 

 

Pacientes em que foram identificadas variantes potencialmente causais 

da deficiência intelectual  

 

 Paciente 1 (Tabela 2): O paciente apresenta quadro clínico que inclui atraso 

global do neurodesenvolvimento, deficiência intelectual, baixa estatura, microcefalia, 

alterações esqueléticas (limitação das articulações de cotovelos, joelhos e quadril, 

exigindo correção cirúrgica) e comunicação interatrial. O exame cromossômico após 

bandamento G não revelou alterações; também não foram detectadas perdas ou 

ganhos patogênicos de segmentos submicroscópicos no cromossomo X. O 

sequenciamento do exoma revelou uma variante missense classificada como VUS - 

NM_015365.3:c.247A>G(p.Ile83Val) no gene AMMECR1. Variantes de perda de 

função no gene AMMECR1 foram associadas a quadros clínicos semelhantes aos 

apresentados pelo paciente, como alterações de crescimento, ósseas, cardíacas e 

atraso do neurodesenvolvimento (Moysés-Oliveira e col., 2018), o que nos levou a 

considerar a variante no gene AMMECR1 (MIM 300195) como candidata.  
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Não estava disponível material adequado a fim de realizamos o 

sequenciamento de Sanger, no paciente e em sua mãe, para confirmação da variante 

que potencialmente está associada ao quadro clínico. 

Paciente 2 (Tabela 2): O paciente foi encaminhado, aos 17 anos de idade, 

devido a deficiência intelectual aparentemente moderada e atraso global do 

desenvolvimento, com solicitação de teste para a síndrome do X Frágil. Segundo 

informações de sua mãe, nasceu de parto normal a termo, após gravidez sem 

intercorrências; andou com 1 ano e 6 meses de idade e demorou para falar; até os 

cinco anos de idade não controlava esfíncteres. Ao exame físico, foram observados 

palato alto e estreito, hiperplasia gengival e hipotonial oral; pés planos. O exame 

cromossômico após bandamento G não revelou alterações, não foram detectados 

ganhos e perdas de segmentos submicrocópicos (microarrays Agilent 44K e Agilent X 

44K) e o teste molecular afastou a síndrome do X Frágil. O sequenciamento do exoma 

revelou uma variante missense patogênica no éxon 17 do gene OCRL (OCRL Inositol 

Polyphosphate-5-Phosphatase) -  NM_000276.4:c.1847G>A (p.Arg616Gln).  

O gene OCRL, localizado em Xq26.1, é altamente conservado nos vertebrados; 

codifica a enzima fosfatidilinositol 4,5-bifosfato-5-fosfatase, que atua na regulação do 

tráfego de membrana, sendo encontrada na rede trans-Golgi, em vesículas revestidas 

de clatrina, nos endossomos e na membrana plasmática.  Variantes patogênicas do 

gene OCRL causam a síndrome Óculo-Cérebro-Renal de Lowe e a Doença de Dent 

2.  A ausência em nosso paciente de catarata congênita, manifestação ocular típica 

da síndrome de Lowe, levou à hipótese diagnóstica de Doença de Dent 2 (MIM 

300555; revisão em Gianesello e col., 2021). A doença de Dent foi caracterizada por 

Fisher e col. (1994) como um distúrbio tubular renal ligado ao cromossomo X, que 

incluía proteinúria, hipercalciúria, nefrocalcinose, cálculos renais e insuficiência renal; 

o trabalho associou o fenótipo a uma microdeleção em Xp11.22, que incluía o gene 

CLCN. Anos mais tarde Hoopes e col. (2005) identificaram variantes no gene OCRL, 

anteriormente associado à síndrome de Lowe, como também causais de Doença de 

Dent, os pacientes, porém, apresentando sintomas extra-renais, caracterizando-se a 

Doença de Dent 2.  

Por meio do sequenciamento de Sanger, confirmamos a presença da variante 

no paciente e demonstramos estar presente em sua mãe, clinicamente normal e que 

apresenta desvio total de inativação do cromossomo X (100:0). 
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Ainda não foi possível conseguir o retorno do paciente para solicitar avaliação 

renal, necessária para fundamentar o diagnóstico de síndrome de Dent 2, e realizar o 

aconselhamento genético. No encaminhamento do paciente para exames genéticos, 

o serviço médico não relatou comprometimento da função renal, que pode não se ter 

manifestado de maneira a levar a investigação. Vale ressaltar que a literatura relata o 

diagnóstico clínico de síndrome de Dent 2, variando de 3 meses a 15 anos de idade 

(Gianesello e col., 2021).  

 Paciente 4 (Tabela 2): O paciente foi encaminhado para investigação de 

síndrome do X frágil aos 14 anos; apresentava atraso global do desenvolvimento; era 

capaz de ler palavras isoladas; tinha dificuldade de socialização, interagindo com 

adultos, quando solicitado; apresentava comprometimento na articulação das 

palavras, puberdade atrasada, dolicocefalia, orelhas de implantação baixa, hipoplasia 

malar, palato alto e estreito; criptorquidia foi cirurgicamente corrigida. O exame 

cromossômico após bandamento G e a investigação de ganhos e perdas de 

segmentos cromossômicos submicroscópicos no cromossomo X (microarray Agilent 

X 44K) não revelaram alterações patogênicas. A síndrome do X frágil foi afastada por 

teste moleculares. O sequenciamento completo do exoma foi realizado e, em filtragem 

inicial, considerando apenas genes do cromossomo X, não detectamos variante 

candidata. Em nova filtragem, considerando como um dos critérios de priorização a 

associação do gene com quadros clínicos que incluiam deficiência intelectual, 

encontramos variante candidata [NM_021956.5:c.617_619delCTG(p.Ala206del)] no 

gene GRIK2 (Glutamate Ionotropic Receptor Kainate Type Subunit 2). O gene GRIK2 

codifica a subunidade GluK2 do cainato, receptor ionotrópico de glutamato. Variantes 

patogênicas no GRIK2, em heterozigose, como detectada em nosso paciente, foram 

associadas a alterações comportamentais e do neurodesenvolvimento (Stolz e col., 

2021).  

Não conseguimos ainda validar a presença da variante no paciente e investigar 

sua mãe, devido a não disponibilidade de amostra de DNA adequada para realizar o 

sequenciamento de Sanger. 

Neste estudo, buscamos variantes gênicas causais em 17 pacientes, casos 

isolados de DI em suas famílias, selecionados com base nos desvios extremos de 

inativação do cromossomo X em suas mães.  Em estudos anteriores, o padrão de 

inativação das mães desses pacientes fora determinado e neles, possíveis alterações 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_ionotr%C3%B3pico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Glutamato


35 

 

cromossômicas e desequilíbrios genômicos submicroscópicos, já haviam sido 

descartados. O sequenciamento completo do exoma dos pacientes foi realizado com 

o objetivo de detectar as variantes patogênicas ou possivelmente patogênicas 

responsáveis pela DI. Apesar da limitação de excluir alelos não-codificadores da 

análise, o sequenciamento do exoma é estratégia muito utilizada na identificação de 

variantes de nucleotídeo único (SNVs) responsáveis por fenótipos mendelianos 

(Wright e col., 2015).  

Outros estudos da DILX utilizaram os desvios extremos de inativação do X 

presente nas mães dos afetados como um dos critérios de seleção para o 

sequenciamento, ao lado de indicações de tratar-se de herança ligada ao X, pela 

presença de afetados relacionados via materna, com o objetivo de aumentar o 

rendimento diagnóstico (Giorgio e col., 2016; Ibarluzea e col., 2020), tendo em vista a 

grande heterogeneidade genética relacionada a DI associada à ausência de um 

padrão de herança específico, principalmente quando há apenas um membro da 

família afetado, dificultando a seleção das variantes candidatas (Maia e col., 2021). 

 O tecido sanguíneo é comumente usado para testar o desvio de inativação do 

cromossomo X e sua correspondência com outros tecidos tem sido avaliada. Bittel e 

col. (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, em 26 mulheres de diferentes idades; 

verificaram que o padrão de inativação dos tecidos hematopoiéticos avaliados, como 

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 e col. 2015) 

A identificação da alteração do cromossomo X associada ao desvio de 

inativação é um desafio. Vários estudos têm demonstrado correlação entre o desvio 

de inativação do cromossomo X em mães de pacientes com DI e a variante causadora 

da DI em seus filhos. No estudo feito por Ibarluzea, e col. (2020), foi avaliada uma 

coorte de 14 pacientes do sexo masculino com pelo menos um irmão afetado 

selecionados com base no desvio de inativação do cromossomo X de suas mães 
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(X>80:20). Foram encontradas 5 variantes candidatas nesses probandos, gerando um 

rendimento diagnóstico de 35% (5/14). De forma semelhante, Giorgio e col., (2016) 

selecionaram 7 homens com padrão de DILX com base no desvio de inativação 

encontrado em suas mães (>80:20) identificando variantes candidatas em 71% dos 

pacientes. Estes estudos reforçam que há correlação entre a DILX e o desvio de 

inativação do cromossomo X nas mães dos probandos. Apesar do desvio extremo de 

inativação materno, não encontramos variantes causais ou potencialmente causais no 

cromossomo X, em 11 dos 17 probandos analisados, indicando que em alguns casos 

o desvio de inativação do cromossomo X pode ser resultado do processo estocástico 

de inativação. Além disso, devemos considerar que a identificação de variantes nos 

casos não familiares é mais difícil e agravada pela falta de informação sobre o tipo de 

herança subjacente ao fenótipo.  

A validação das variantes pelo sequenciamento de Sanger realizada nos 

probandos e em suas mães, a associação com o padrão de desvio de inativação e o 

quadro clínico dos pacientes, nos ajudaram a estabelecer a patogenicidade das 

variantes encontradas. Cabe ressaltar que a maioria das variantes detectadas nos 

pacientes eram missense e ainda não descritas. Apesar de não termos encontrado 

variantes candidatas no cromossomo X em 12 pacientes, a DI pode ter origem 

autossômica, como observamos no Paciente 4, que possui uma deleção em um gene 

já relacionado a DI, o GRIK2 (NM_021956.5:c.617_619delCTG), tendo o desvio 

materno da inativação do X uma associação casual.  Hu e col. (2016) listam 

explicações para não serem identificadas as variantes causais de DI em famílias com 

provável DILX, pelo sequenciamento do exoma; limitações técnicas; variantes em 

regiões não codificadoras ou em regiões ainda não anotadas do cromossomo X; 

variantes causais em genes autossômicos; variantes missense com patogenicidade 

até o momento não associada; variações multigênicas ou variante em elementos 

reguladores. 

Um dos desafios atuais na detecção de variantes associadas a DILX, tem sido 

a avaliação da patogenicidade ao invés da identificação. Idealmente, um teste 

funcional com o objetivo de avaliar vários genes visando o diagnóstico, poderia 

contribuir para a superação desse problema. A estratégia de diagnóstico da DI 

também deve incluir uma reanálise de dados, reinterpretando variantes classificadas 

como VUS em período posterior à análise inicial, à luz de novas informações, como 
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atualização de bancos de dados, identificação de novos genes e de doenças, novas 

características clínicas e informações moleculares, o que comprovadamente aumenta 

o rendimento diagnóstico (Maia e col.,2021, Álvarez-Mora e col. 2022). 
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V. Conclusão 

Este trabalho investigou genes candidatos a deficiência intelectual de herança 

ligada ao cromossomo X (DILX) em pacientes selecionados pelos desvios extremos 

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

estratégia foi adotada devido às indicações de que desvios extremos do padrão de 

inativação do cromossomo X têm alta probabilidade de estar relacionados à presença 

de variantes patogênicas nesse cromossomo. Estudamos 17 pacientes casos isolados 

em suas famílias de DI moderada a grave, associada a outros sinais clínicos. A 

síndrome do X Frágil e alterações cromossômicas foram afastadas como causa da 

deficiência intelectual. 

A metodologia utilizada para investigação das variantes candidatas nos 

probandos foi o sequenciamento completo do exoma realizada nos 17 pacientes e, 

em sete deles, foram detectadas variantes causais ou potencialmente causais, em 

sete genes diferentes, anteriormente associados a DI. Em cinco pacientes, 

confirmamos a presença da variante candidata no probando e em sua mãe; em quatro 

pacientes conseguimos associar definitivamente a variante encontrada ao fenótipo, 

levando a rendimento diagnóstico de 23,5%. Identificamos duas variantes patogênicas 

e uma VUS, que podem ser causais em três pacientes, mas exigem análise da 

variante na família e dados clínicos adicionais. 

Assim, reforçamos a conclusão de que o desvio extremo de inativação do 

cromossomo X nas mães é indicador importante da presença de variantes 

patogênicas que causam DILX em seus filhos e deve ser considerado na investigação 

da DI, particularmente em casos não familiais.   
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VI. Resumo 

A Deficiência Intelectual (DI) é condição complexa e heterogênea que afeta 1% 

a 3% dos indivíduos nas populações, representando importante problema de saúde 

pública. Vários estudos mostram frequência significativamente maior de indivíduos do 

sexo masculino afetados por DI moderada a grave do que de mulheres, parte podendo 

ser explicada pela DI com herança ligada ao X. Este estudo teve o objetivo de 

identificar variantes causais de DI em genes do cromossomo X. Realizamos 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, indicativo de serem 

elas portadoras de variantes em genes do X que causam DI em seus filhos. Variantes 

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; essas variantes estão em genes já associados a DI 

(MED12, HPRT1, NEXMIF e UBE2A) e a relação causal com o fenótipo pôde ser 

estabelecida. Em três pacientes, as variantes, encontradas em genes também 

relacionados a DI (AMMECR1 e OCRL, no cromossomo X e GRIK2, no cromossomo 

6), não puderam ser definitivamente associadas ao fenótipo, sendo necessário estudo 

da segregação nas famílias e dados clínicos adicionais. Esses resultados confirmam 

o desvio de inativação do cromossomo X nas mães como indicativo da presença de 

variantes patogênicas que causam DI em seus filhos, devendo ser considerado no 

estudo da DI, particularmente de casos isolados. 
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Abstract 

Intellectual disability (ID) is a complex and heterogeneous condition affecting 

1% to 3% of the population worldwide, being a major public health problem. The 

frequency of males with moderate to severe ID is significantly higher than the 

frequency of affected females, and this difference may be in part explained by X-linked 

ID.The present study aimed at identifying causative variants of ID in X-linked genes. 

We performed whole exome sequencing in 17 patients, isolated cases of ID in their 

families, and selected on the basis of highly skewed X-inactivation (inactivation ratios 

≥ 95:5) in their mothers, indicative of being carriers of X-linked causative variants of ID 

in their sons. Candidate variants were detected in seven patients; in four of them 

(23.5%), these variants were validated after Sanger sequencing, and were found to be 

carried by their mothers. These variants were mapped to genes that had been 

associated to ID (MED12, HPRT1, NEXMIF e UBE2A), and a causal relationship with 

the clinical signs could be established. In three patients, the variants, also in ID-

associated genes (X-linked AMMECR1 and OCRL, and autosomal GRIK2), could not 

be definitively related to their clinical features. These results confirm X-inactivation 

skewing in mothers as indicative of being carriers of ID causative variants in their sons, 

and to be considered particularly in the study of isolated cases.  
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