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l. Introducéo

I.1 Deficiéncia intelectual

A Deficiéncia Intelectual (DI) é uma das condicbes mais comuns de
encaminhamento para servigos de genética, constituindo importante problema na area
da saude publica. A funcdo intelectual refere-se a capacidade mental geral -
aprendizado, raciocinio e resolucdo de problemas - caracterizando-se a deficiéncia
intelectual por limitagBes significativas na funcdo intelectual e no comportamento
adaptativo, que se manifestam nas habilidades conceituais, sociais e praticas, com
inicio antes dos 18 anos de idade (American Association on Intellectual and
Developmental Disabilities).

A DI é condicdo complexa e heterogénea, causada por fatores ambientais,
fatores genéticos ou pela combinacdo de ambos. Convencionalmente, é classificada,
de acordo com o Quociente de Inteligéncia (Ql), em leve (QIl entre 70 e 50), moderada
(Ql entre 50 e 35), grave (QI entre 35 e 20) e profunda (QI < 20). As formas moderadas
a profunda tém frequéncia populacional de 0,3 a 0,5% e a leve, de 1 a 3%. Entretanto,
a frequéncia de DI é maior nos paises de baixa e média renda, onde as taxas sdo
guase o dobro daquelas dos paises de renda mais alta, aparecendo altos niveis de
desnutricdo 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 interacdo de varios genes com fatores ambientais; esta especialmente
associada a niveis socioecondémicos baixos e a desnutricdo aparece como importante
causa ambiental; j& a DI moderada a profunda, corresponde a 15-20% dos casos e
tem frequéncia semelhante nos diferentes niveis socioeconémicos, o que evidencia o
componente genético predominante em sua etiologia (Chiurazzi e Oostra, 2000;
Ropers, 2010).

Do ponto de vista clinico, a DI é classificada em sindromica, quando associada
a outros sinais clinicos, e ndo sindrdmica, em que a unica caracteristica evidente € a
DI. Quanto mais grave a DI, geralmente mais frequente € sua associa¢cdo com outros
sinais clinicos, o que facilita o diagndstico etiolégico. No entanto, diferentes variantes

em genes ja associados a DI sindrébmica podem levar a formas de DI n&o sindrémica,
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como também ha sobreposicao de fendtipos, dificultando o diagnéstico (Chiurazzi e
Pirozzi, 2016; Tejada e Ibarluzea, 2020). Mesmo aplicando todas as técnicas
disponiveis, a causa € claramente identificada em 55% a 70% dos casos de DI
moderada a grave, excluindo-se dessa estimativa a sindrome de Down, que

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

Os mecanismos genéticos causais de DI sdo mutaces génicas ou alteracbes
cromossémicas numéricas e estruturais ndo equilibradas que afetam varios genes,
resultando em sindromes associadas a DI. Entre pacientes que apresentam DI
sindrdmica, as alteracbes cromossdmicas, identificadas por meio da analise
cromossOmica apdés 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 alteracbes cromossdmicas detectadas por técnicas
citogenéticas convencionais, os desequilibrios cromossémicos submicroscopicos,
como microdele¢cBes e microduplicacdes, identificados pela anélise cromossémica por
microarray (CMA, Chromosome Microarray Analysis), explicam 15 a 20% dos casos
de pacientes com DI, que tém exame cromossémico convencional normal (Rosenberg
e col., 2006; Miller e col., 2010). No caso de muta¢des génicas, a DI pode ter heranca
autossémica ou ligada ao cromossomo X, dominante ou recessiva. Quando o fen6tipo
clinico ja foi associado a determinado gene, o sequenciamento direto desse gene
permite a confirmacdo do diagnostico. O sequenciamento de nova geracdo ou
sequenciamento massivo paralelo (NGS; Next Generation Sequencing) pode ser
aplicado, usando painéis que incluem genes ja associados ao quadro clinico ou a
guadros semelhantes, ou sequenciando-se 0 exoma ou 0 genoma. Apesar de ser a
técnica mais eficiente disponivel para identificacdo de variantes patogénicas, € a mais
dificil de gerenciar, devido a enorme guantidade de dados fornecidos, o que leva ao
desafio da filtragem e da interpretacdo das variantes detectadas em um Unico
paciente, a interpretacdo da variagcdo genética exigindo a caracterizacdo clinica
detalhada do paciente e a coleta meticulosa das informagdes dos familiares (De Luca
e col., 2020). De fato, foi demonstrado que o0 sequenciamento do exoma aumenta o
rendimento diagndstico em pacientes sem causa previamente identificada,

destacando-se a importancia das mutacdes de novo (Ibarluzea e col., 2020).



A identificacdo da causa da DI permite determinar se a alteracdo foi herdada,
possibilitando sua investigacédo na familia e o aconselhamento genético; pode ainda
orientar 0 acompanhamento das manifestacdes clinicas, melhorando o manejo e a

gualidade de vida do paciente (De Luca e col., 2020).
|.2. Deficiéncia intelectual com heranca ligada ao cromossomo X.

Em 1938, Penrose relatou haver maior frequéncia de homens afetados em
relacdo a mulheres entre pessoas com DI, o que levou Lehrke (1972) a propor, com
base nas familias em que a DI segregava claramente com heranca recessiva ligada
ao cromossomo X (DILX), que as muta¢cdes no cromossomo X eram a explicacéo para
0 excesso de homens afetados. Varios estudos posteriores, em coortes de pessoas
com DI, confirmaram o excesso significativo de individuos do sexo masculino,
indicando um namero 1,4 vezes maior de homens afetados por DI moderada a grave.
Admitindo-se que muta¢gdes no cromossomo X S80 as responsaveis por esse maior
namero de homens afetados, a frequéncia de DI com heranca ligada ao X, com
manifestacdo apenas em homens, teria que ser de aproximadamente 30% (Ropers e
Hamel, 2005).

Entretanto, estimativas da frequéncia de DILX entre individuos do sexo
masculino com DI estéo abaixo da frequéncia de 30% necessaria para explicacdo do
excesso de homens afetados. Por exemplo, a sindrome do cromossomo X Fragil
(SXF) é a causa laboratorialmente estabelecida de DILX em 2-3% da DI no sexo
masculino; considerando que a sindrome representa 25% das familias em que a DI
tem heranca ligada ao X, estima-se em 10-12% a frequéncia de DILX entre homens
com DI; com base nas frequéncias de deficiéncia intelectual grave e de DILX em
homens da populacdo geral, a frequéncia de DILX entre individuos com DI foi
estimada em 10-16% (Ropers e Hamel, 2005).

Como alternativa a heranga monogénica ligada ao X para explicar o excesso
de homens em relacdo a mulheres com DI, Mandel e Chelly (2004) propuseram que
diferencas no desenvolvimento embrionario do homem e da mulher podem tornar os
homens mais susceptiveis a agressdes ambientais; ainda, polimorfismos no

cromossomo X associados a outros fatores de predisposicéo genética, poderiam levar
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a diminuicdo da habilidade cognitiva nos homens. Jacquemont e col. (2014)
demonstraram excesso de variantes deletérias de numero de copias (CNV)
autossbmicas em mulheres, ao investigarem 9.206 homens e 6.379 mulheres com
transtornos do neurodesenvolvimento; esse mesmo viés foi observado na anélise 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 analise de variantes de numero de coOpias e polimorfismos de nucleotideo
Unico (SNP) autossémicos numa coorte de probandos com distlrbios do espectro
autista. Esses resultados mostram que as mulheres necessitam de carga etiolégica
maior, ndo relacionada a variantes deletérias do cromossomo X, para a manifestacao
dos quadros clinicos investigados, apoiando o “modelo de prote¢ao feminina” (female

protective model).

Atualmente sdo conhecidos 155 genes no cromossomo X cujas mutacdes sédo
definitivamente responsaveis por DILX; em 100 desses genes, foram identificadas
mutacdes exclusivamente responsaveis pelo quadro clinico de DI sindrémica e, em 27
genes, mutac¢des causando exclusivamente DI ndo sindromica; outros 28 genes estado
associados tanto a DI sindrdmica quanto a ndo sindrébmica; mais sete genes foram
relacionados a DI, estes porém, aguardando confirmacdo (Greenwood Genetic
Center, CGC, XLID, janeiro de 2022). Considerando que 400 genes foram associados
a DI sindrémica ou nao sindromica com heranca dominante e 684, com padrao de
heranca recessiva (Wieczorek, 2018; Jamra, 2018), aproximadamente 15% dos genes
ja 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 proteinas mapeados no cromossomo
X humano, cerca de 40% séo expressos no cérebro (Ropers e Hamel, 2005; De Luca
e col., 2020). Esse numero relativamente elevado de genes com funcédo cerebral no
cromossomo X pode ser explicado pela selecdo natural (Faster X Hypothesis): novas
variantes recessivas, que ocorram no cromossomo X, se expdem a selecdo mais
rapidamente, pois se expressam no homem em dose simples, enquanto aquelas que
ocorram nos autossomos precisam chegar a homozigose para serem expressas e, por

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

autossomos (Vicoso e Charlesworth, 2006).

Apesar da identificagdo de 155 genes no cromossomo X cujas mutagdes estao
definitivamente associadas a deficiéncia intelectual, a frequéncia de mutacdes em
cada um desses genes € baixa e néo explica os 10%-16% estimados de DILX. A
excecao € a perda de funcéo do gene FMRL1 (Fragil X Messager Ribonucleoprotein 1),
devida a expansédo da repeticdo (CGG)n em sua regido 5’, causa da sindrome do X
Fragil (SXF), que constitui a causa monogénica mais frequente de DI, afetando cerca
de 2,5% dos homens com deficiéncia intelectual e compreendendo cerca de 25% dos

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

Estudos que buscam muta¢des no cromossomo X em séries de familias em
gue a DI tem padrdo de heranca ligada ao X, aplicando sequenciamento de exoma ou
analise cromossdmica por microarray, tém deixado uma proporc¢ao 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 incluiram as maiores casuisticas,
Whibley e col. (2010) detectaram perdas ou ganhos de segmentos do cromossomo X
em 10% das 251 familias que investigaram por hibridacdo genémica comparativa,
usando uma plataforma de alta densidade de oligonucleotideos do cromossomo X. Os
propésitos tinham cariétipos normais e a SXF foi afastada. Hu e col. (2016)
sequenciaram 0s exons de todos 0s genes mapeados no cromossomo X, Nnos
propdsitos de 405 familias com DILX, em que a SXF e perdas e ganhos de segmentos
submicroscoépicos do cromossomo X foram afastados; detectaram variantes causais
da DI em 58% das familias, inclusive associando novos genes a DILX. Considerando-
se gue, nesses estudos, a SXF fora previamente excluida e que essa sindrome é
causa de 25% da DILX, as mutacBes conhecidas no cromossomo X explicam
aproximadamente 68% da DILX. Portanto, cerca de um terco dos casos de DILX

permanecem sem a causa determinada.

Hu e col. (2016) relacionam explicacdes para a nao identificacdo da causa da
DILX quando se associam o teste para a SXF e o sequenciamento do exoma do
cromossomo X: (1) limitagGes técnicas do sequenciamento em algumas familias, (2)

variantes causais ndo codificadoras de proteinas ou ndo anotadas no cromossomo X,

12



(3) apesar do padrédo de heranca ligada ao X, em algumas familias esta pode nao ser
realmente a heranca da DI, (4) variantes de significado incerto podem na verdade ser
patogénicas, (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
regides nao codificadoras. Como salientam Rojano e col. (2019), estudos de
associacdo gendomica (GWAS; Genome-Wide Association Studies) mostram que
variantes associadas a doencas se localizam frequentemente em regides nao
codificadoras; para detectar variantes nessas regiées o sequenciamento do genoma
total ou o sequenciamento gendmico de intervalos de ligacdo devem ser combinados

com técnicas computacionais sofisticadas, que os autores apresentam.

A busca por novas muta¢cées no cromossomo X que causam DI tem sido o alvo
de varios laboratorios 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, o0 que leva ao interesse da pesquisa basica na
compreensao da fungcédo desses genes no sistema nervoso central, suas implicagdes
na inteligéncia e no comportamento, o que, por extensao, auxilia no diagndstico da DI.
Tem-se evidenciado que alteragcdes genéticas que causam DILX estdo também
associadas a outros disturbios neuroldgicos. Portanto, investigacdes sobre genes
associados a DI no contexto de sua funcéo e regulacao deverdo auxiliar ndo somente
na compreensao da patogénese da DI, mas também contribuirdo para o conhecimento
da etiologia de outros distlrbios neurolégicos e do desenvolvimento do cérebro
humano (Hu e col., 2016).

|.3. Padréo de inativacdo do cromossomo X em portadoras de
mutacbes do cromossomo X que causam deficiéncia intelectual em

homens

A inativacdo do cromossomo X em células somaticas femininas ocorre como
mecanismo de compensacao de dose dos produtos génicos entre homens e mulheres.
E estabelecida durante o desenvolvimento embrionario inicial e ocorre de forma
aleatoria e clonal, pois uma vez tornado inativo, 0 mesmo cromossomo X mantém-se
inativo nas células descendentes. A mulher €, 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 a porcentagem de células com o
cromossomo X ativo materno ou paterno. Por se tratar de processo aleatorio, a
escolha de um ou de outro cromossomo X no inicio do desenvolvimento pode gerar
desvio significativo do esperado (50:50), e a proporgéo 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 populagéo
geral, verificaram que apenas 1,8% dessas mulheres apresentavam padrdes de
inativacdo com desvios extremos (>95:5). Os autores concluem que uma mulher da
populacdo geral, que tenha desvio total de inativacdo do cromossomo X, tem alta
probabilidade de ser portadora de variante no cromossomo X que impacta a razao de
inativacao, justificando a investigacdo de patologias de heranca ligada ao X. Em um
estudo semelhante, Shvetsova e col. (2019) realizaram analise da inativacdo do
cromossomo X no sangue de 79 mulheres adultas e suas mées, pertencentes a trios
do projeto Genoma Holanda. Diferentemente dos estudos anteriores que analisaram
0 padrdo de inativacdo do X com base na metilacdo do gene AR (Teste HUMARA,
Allen e col., 1992), esse estudo baseou-se na expressao génica, analisando o RNA.
Foi observado que 27% das mulheres tinham desvio de inativacdo =270:30 e 10%
apresentavam desvio 280:20, resultados semelhantes aos obtidos por Amos-Landgraf
e col. (2006).

Variantes no cromossomo X que causam deficiéncia intelectual aparecem
frequentemente associadas a desvio de inativagdo do cromossomo X, detectado em
células de sangue periférico das mulheres portadoras. Buscando compreender essa
associacao, Plenge e col. (2002) analisaram o padrao de inativacdo do cromossomo
X em 155 mulheres pertencentes a 24 familias em que segregavam 20 diferentes
mutacOes associadas a DILX, sendo 94 portadoras da variante no cromossomo X e
61 ndo portadoras. Observaram que cerca de 50% das portadoras tinham desvio
significativo de inativagao (>80:20), comparado com as mulheres do grupo controle
(9%). Um terco das mulheres portadoras apresentavam desvios >90:10, presente em
apenas 3,9% do grupo controle. A distribuicdo das mulheres ndo portadoras das
familias com DILX néo diferiu da distribuicdo das mulheres do grupo controle. Os
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autores concluiram que o desvio de inativagdo é comum em portadoras de mutacdes
no cromossomo X que causam deficiéncia intelectual em seus filhos, sendo especifico
para certas mutacdes. Esse padrdo de desvio da inativacdo seria consequéncia 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 individuos do sexo masculino, afetados
por DI sindrémica ou n&o sindrémica (15 casos familiais com padrao sugestivo de
heranca ligada ao X pela presenga de um ou mais irméos afetados e / ou outros
homens afetados na linhagem materna e fendtipo sugestivo de doenca ligada ao X,
em trés casos isolados) e avaliado o padrao de inativacdo do X em suas maes. Apos
a excluséo de alteragbes cromossbémicas pela andlise do cariotipo e array-CGH, sete
probandos cujas mées eram portadoras de desvio de inativagdo (>80:20; cinco delas
com desvio 297%) foram submetidos ao sequenciamento do exoma para investigar a
variante causadora do fendtipo. Em cinco pacientes foram identificadas variantes
candidatas das quais: duas variantes explicavam totalmente o fenétipo, em casos
familiais; uma variante em caso isolado explicava parcialmente o fenétipo; duas
variantes encontradas em casos familiais ndo explicavam o fendtipo. Um rendimento
diagnostico de 42% (trés 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 ndo sindrébmica em 61 pacientes do sexo masculino, ndo
aparentados. Dos 61 pacientes, 47 apresentavam histérico familiar sugestivo de DILX
(tinham meio irm&os, primos ou tios maternos afetados) e 14 pacientes tinham irm&os
afetados por DI e suas médes apresentavam desvio de inativacdo do cromossomo
X>80:20. Foram filtradas variantes candidatas em 16 probandos (26%). Com base na
andlise de segregacdo realizada em sete familias e nos dados clinicos dos pacientes,
foi possivel correlacionar as variantes ao fenétipo e considera-las patogénicas em
guatro probandos, sendo dois deles classificados entre os 14 pares de irmaos em que
as maes apresentavam desvio de inativagdo >80:20. Um rendimento diagndstico 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 padrao de inativacao
nas portadoras de variantes em genes do cromossomo X decorrem de efeito primario
no padrao de inativacdo ou sdo secundarios a selecdo durante o desenvolvimento,
Muers e col. (2007), analisaram os padrdes da expressdo do gene Atrx no
desenvolvimento de fémeas de camundongos. Mutagées no gene ATRX humano
causam DILX e as mulheres portadoras dessas mutacdes apresentam desvio total de
inativacdo. Foram estudados os padrfes de inativacdo do cromossomo X em fémeas
de camundongos heterozigéticas quanto a uma variante que impedia a expressao do
gene Atrx e em fémeas controle sem a variante. A presenca ou ndo da proteina nas
células foi avaliada por imuno-histoquimica. Nos embrifes com oito dias de idade, nédo
houve diferenca entre o nimero de células Atrx-negativas e positivas, permitindo
concluir que a inativacdo do cromossomo X foi casual quando foi estabelecida. A
andlise de diferentes tecidos durante o desenvolvimento embrionario mostrou declinio
gradual das células que ndo expressavam a proteina. Esses resultados indicaram que
houve selecdo contra as células em que a variante estava no cromossomo X ativo

durante a formacgé&o dos tecidos.

Entretanto, padrbes extremos da inativacdo do cromossomo X podem estar
associados a manifestacédo de doencas. Fieremans e col. (2016), analisaram o padréo
de inativacdo do cromossomo X em um grupo de 288 mulheres, que apresentavam
DI. Constataram que 22 mulheres (7,6%) apresentavam desvio extremo de inativagao
do X (>90%), valor significativamente maior do que o observado em mulheres da
populacdo por Amos-Landgraf e col. (2006). Dezenove delas foram submetidas ao
sequenciamento do exoma; foram identificadas 11 variantes no cromossomo X, das
guais seis eram variantes em genes associados a DILX, um rendimento diagndstico
de 30%. De forma semelhante, dois estudos feitos na populacdo brasileira,
identificaram aumento na frequéncia de desvio de inativacdo entre mulheres com DI
idiopatica. Vianna e col. (2020), analisaram 53 mulheres com DI e identificaram desvio
extremo de inativagdo 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
inativacdo do cromossomo X, e em oito delas foram encontradas variantes que

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

inativacado do cromossomo X.

Fieremans e col. (2016) discutem os diversos mecanismos que podem levar ao
quadro clinico de DI em mulheres que apresentam desvio de inativacdo do
cromossomo X. A primeira hipotese é a de que haja apenas um gene alterado no
cromossomo X e, nesse caso, pode-se considerar que: a variante pode levar ao
fenotipo de DI e também influenciar a inativagdo do cromossomo X; ha uma
translocacéo entre o cromossomo X e um autossomo, favorecendo a selecao contra
o cromossomo X normal; ha desvio ao acaso, favorecendo as células com a variante
no cromossomo X ativo. A segunda hipdtese € a de que variantes estejam presentes
em dois genes com efeitos independentes, podendo ser: uma variante em um gene
autossOmico, que causa DI, e uma variante no cromossomo X, que causa 0 desvio;
ou duas variantes ligadas ao X, em cromossomos diferentes, neste caso, uma variante
pode ter influéncia na expressao da outra, levando o gene alterado que causa DI a ser
expresso. Outro fator a ser considerado € uma variante em um gene de escape da
inativacdo no cromossomo X, que se manifesta independentemente de estar
localizada no X ativo ou inativo. A observacao de uma prevaléncia duas vezes maior
de desvio extremo da inativacdo do X em pacientes do sexo feminino com DI, em
comparacao com a coorte controle, € um bom indicador de uma variante causal em
um gene ligado ao X. Além disso, padrdes desfavoraveis de inativacdo do
cromossomo X podem contribuir para a gravidade do fenétipo da doenca, e assim, a
analise do desvio de inativacdo em mulheres com DI, pode auxiliar na compreenséo

do efeito da inativacdo em mulheres com doencgas ligadas ao cromossomo X.

A investigacao de variantes genéticas que causam DI pode levar a identificacédo
de novos genes ou de variantes novas em genes ja conhecidos, contribuindo para a
compreensao do papel dessas variantes no desenvolvimento da inteligéncia. A
caracterizacdo dos quadros clinicos associados a variantes novas ou conhecidas de
um mesmo gene permite o delineamento da variabilidade clinica. Uma vez
identificada a variante patogénica € possivel realizar o aconselhamento genético com

preciséo.
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Il. Objetivos

A investigacao de genes do cromossomo X que causam DILX constitui linha de
pesquisa do Laboratério de Genética Humana do Departamento de Biologia do
Instituto de Biociéncias — USP. Um dos estudos realizados, que investigou o padrao
de inativacdo do cromossomo X em maes de pacientes do sexo masculino com DI de
causa ndo determinada, constituindo casos isolados em suas familias, mostrou que a
frequéncia de desvios extremos da inativacao era significativamente maior do que o
observado em mulheres da populacdo geral, sugerindo que essas mulheres séo
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, podera ser realizado o aconselhamento

genético da familia, diagnosticando-se portadoras.
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[1l. Casuistica e Métodos

[11.1 Casuistica

Foram selecionados para o presente estudo individuos do sexo masculino,
casos isolados de DI, cujas maes apresentavam desvios extremos da inativacdo do
cromossomo X (295:5). Esses pacientes foram encaminhados ao Servigo de
Aconselhamento Genético do Laboratério de Genética Humana, Departamento de
Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de Biociéncias — USP para diagnéstico e
aconselhamento genético das familias. O estudo da inativacdo do cromossomo X foi
objeto da Dissertacdo de Mestrado de Coqueti (2011), que incluiu a analise de 100
mulheres; o estudo continuou permitindo a inclusdo de mais 51 méaes de casos
isolados. Dentre as 151 mées de casos isolados de DI, 17 apresentaram desvios de
inativagao do cromossomo X 295:5 (Tabela 1). Essa frequéncia - 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 populagéo - 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
limitacdes cognitivas e comportamentais, em associacdo ou ndo com outros sinais.
Foram selecionados pacientes que nao tinham diagndstico clinico definido e que
tiveram resultados normais em exame cromossémico, realizado apés bandamento G,
e em teste molecular para a sindrome do cromossomo X fragil.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - Seres Humanos,
do Instituto de Biociéncias - USP (Protocolo 218/2017- CAAE na Plataforma Brasil:
80993317.7.0000.5464).

[11.2. Métodos

l11.2.1. Obtenc&o das amostras de DNA gendmico

As amostras de DNA foram extraidas de leucdcitos 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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[11.2.2. Analise do padréo de inativacdo do cromossomo X

A investigacdo do padrdo de inativagdo do cromossomo X nas genitoras dos
afetados foi realizada com base no padrdo de metilagdo 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 andlises 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 Dissertacao de Mestrado de Karen
Coquetti (Coquetti, 2011) e, na continuacdo do estudo, pela Dra. Silvia Souza da
Costa, Técnica de Nivel Superior do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva,
IB - USP.

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

das maes dos pacientes do sexo masculino com DI incluidos neste estudo.

Padréo de inativacdo do
Paciente cromossomo X da mée do propdsito
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
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Diante da tendéncia de as mulheres mais velhas apresentarem maior
frequéncia de desvio de inativacdo 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 ndo apresentaram esse desvio (média
37,064 £ 7,950; mediana 37,1); a diferenca foi apenas marginalmente significativa
(Teste de Mann-Whitney: P = 0,053).

[11.2.3. Investigac&o de microdelecdes e microduplicacdes no
cromossomo X por microarranjo gendmico (Chromosome

Microarray Analysis - CMA)

Desequilibrios genbmicos submicroscépicos no cromossomo X foram
investigados por microarranjo gendmico pela Dra. Silvia Souza da Costa, Técnica de
Nivel 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).
[11.2.4. Sequenciamento completo de exomas

O sequenciamento massivo paralelo do exoma foi realizado para pacientes
cujas genitoras apresentaram desvios extremos no padréo de inativagao do X (295:5).
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 servico de sequenciamento
Genefficiency™, que incorpora as plataformas Agilent SureSelect V4+UTR (captura e
enriquecimento de exons), lllumina HiSeqTM2000 (sequenciamento com cobertura de
50x) e OGT-software (analise de imagens e base-calling). Sdo fornecidas planilhas,
gue incluem informagdes sobre read depth, posicdo gendmica, alteracdo em relagéao
a sequéncia referéncia, ocorréncia anterior e frequéncia (dbSNP132), gene, transcrito
e proteina, alteracdo de aminodacidos e predicdo de patogenicidade (PolyPhen, SIFT
e CONDEL). Para a visualizagdo das sequéncias o browser € o IGV (Integrative
Genomics Viewer - Broad Institute). O software fornecido pela OGT permite filtrar as
variantes, segundo critérios estabelecidos pelo usuario. 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 constru¢éo da biblioteca de DNA, captura dos fragmentos
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da biblioteca, sequenciamento de nova geracdo (NGS) e andlise de bioinformatica
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
(llumina INC, San Diego, California). As sequéncias resultantes foram alinhadas por
meio do software Burrows-Wheeler Aligner (BWA) (http://bio-bwa.sourceforge.net/). O
realinhamento de regifes indel, chamada de variantes de recalibracdo de qualidade
das bases foram realizadas pelo software Genome Analysis Tool Kit (GATK)
(https://software.broadinstitute.org/gatk/) para a producdo de arquivos Variant Call
Format (VCF). A anotacao das variantes foi realizada utilizando o software Annovar
(http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/).

[11.2.5. Filtragem de variantes

A partir do arquivo computacional VCF, uma série de filtragens foram
realizadas com a selecdo de variantes raras em bancos de dados populacionais, de
acordo com pacotes computacionais. Numa primeira analise dos 17 pacientes, 0s
programas de predicdo de patogenicidade utilizados foram Polyphen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org/) e Mutation Taster
(http://www.mutatiotaster.org/). Na analise das frequéncias populacionais das
variantes, utilizamos os bancos de dados  publicos: 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 selecdo as variantes
presentes em genes do cromossomo X com base na localizag&o e no tipo da variante
(Nonsynonymous, INDELS, Unknow, stopgain e stoploss); variantes classificadas
como patogénicas ou provavelmente patogénicas por pelo menos dois programas de
predicéo 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 frequéncia menor ou igual a 0,01 nos bancos de dados populacionais. Avaliamos a
classificacdo clinica das variantes usando a ferramenta InterVar
(http://wintervar.wglab.org/), que segue os critérios do American College of Medical
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Genetics and Genomics (ACMG) (Richards e col., 2015). InterVar gera avaliacéo
inicial atualizada a partir da anotacdo do ANNOVAR, classificando as variantes em
benigna, provavelmente benigna, significado incerto, provavelmente patogénica e
patogénica. Os genes considerados candidatos foram selecionados com base na
expressdo no ceérebro, tendo sido ou ndo anteriormente associados a deficiéncia
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 nao foram encontradas variantes
candidatas, uma nova filtragem foi realizada, utilizando o software VarSeq verséo
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 presenca de falsos positivos
e artefatos com base em: Phred quality score >20 (Medida da qualidade da
identificacdo das nucleobases geradas pelo sequenciamento automatizado de DNA);
read depth >10 (nUmero de vezes que uma base especifica € representada em todas
as leituras do sequenciamento); frequéncia da variante (VAF) > 0,25 (variante
detectada em >25% do total de leituras) e exclusdo de genes hipervariaveis.
Posteriormente, foi avaliada a frequéncia populacional da variante: foram
consideradas variantes com frequéncia <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 localizacao e tipo - variantes ndo sinbnimas (missense), mutacdes sem
sentido (nosense), mutacbes que afetam o processamento do RNAm (splicing), e
mutacBes de mudanca de quadro de leitura (frameshift), essas ultimas causadas por
insercoes ou delecdes (indels).

A priorizacdo das variantes foi realizada em duas etapas: Em um primeiro
momento, foram priorizadas variantes em genes relacionados a doencas que incluem
atraso do neurodesenvolvimento/deficiéncia intelectual, com base na analise do HPO
(Human Phenotype Ontology) e variantes mapeadas em genes ja relacionados a
doencas (OMIM/PubMed). Foram avaliadas as variantes mapeadas nesses genes e
classificadas pelo ClinVar como patogénicas/ provavelmente patogénicas/ VUS
(variantes de significado incerto) / ou conflitantes. Para variantes ndo depositadas no

ClinVar, priorizamos aquelas que tinham como efeito previsto a perda de funcéo (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 combinacéo de
pontuacdes 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 doenca. Concluimos as analises in
silico 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 expressao em cérebro dos
genes candidatos. Ao final da filtragem encontramos variantes candidatas em trés

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

[11.2.6. Validacdo de variantes e andlise de segregacao

A validacdo de variantes candidatas e a analise de segregacdo nas familias
foram realizadas por sequenciamento de Sanger. Os primers foram desenhados
utilizando o programa Primer3 (https://primer3.ut.ee/).

Para a amplificacdo do DNA por PCR utilizamos por amostra 2,5uL de buffer
(Tris pH~8,5; Hepes; MgCl,; KCI; (NH4),S0a4); 2,5uL de dNTP; 0,5uL Primer F; 0,5uL
Primer R; 0,3uL Taq 5U*;16,8uL de agua MilliQ e 2uL de DNA. O programa de
ciclagem no termociclador incluiu as seguintes etapas: 95°C por 4 minutos, 95°C por
40 segundos, 68°C por 40 segundos, 72°C por 1:30 minutos (o ciclo € repetido 14
vezes da etapa 2 a 4); seguido de 24 ciclos de 94°C por 40 segundos, 60°C por 40
segundos e 72°C por 1 minuto (o ciclo é repetido 24 vezes); extensao final de 7
minutos a 72°C e resfriamento a 4°C. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,01% de Sybr safe.

Para a purificacdo dos produtos de PCR foi empregado ExoSap-IT™ (Thermo
Fischer Scientific — Massachusetts, EUA), Exo (Exonulease 1) para digestdo dos
primers em excesso na reacdo, e SAP (Shrimp Alkaline Phospatase), para
degradacdo dos nucleotideos em excesso: 0,5uL de Exo; 1,0 yL de SAP e 8L da
amostra, totalizando 9,5 pL da reacdo. A reacao foi incubada no termociclador por 30

minutos a 37°C e, em seguida, por 15 minutos a 80°C.
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Os produtos da amplificacdo purificados foram preparados para o
sequenciamento, segundo protocolo do analisador ABI 3730 DNA Analyser (Life
Technologies- Applied Biosystems): 1uL do primer F ou R; 1uL BigDyeTerminator
v3.1(Thermo Fisher Scientific); 1,5 uL Buffer; 9,5 uL de agua MilliQ; 2uL da amostra.
Apbs a realizacdo do mix para o sequenciamento as reagcdes foram submetidas a um
protocolo de ciclagem com as seguintes etapas: 96°C por 2 minutos, 25 ciclos a 96°C
por 45 segundos, 50°C por 30 segundos, e 60°C por 4 minutos, com resfriamento a
4°C. O mix de precipitacao foi preparado com 1 parte de NaOAc 3Mm pH 5.2 e 1
parte de Glicogénio 1mg/mL para 25 partes de Etanol 100% gelado. Aos 15 uL da
reacao de sequenciamento foram adicionados 25 pyL do mix de precipitagao, agitado
em vortex e levado ao freezer a -20°C por 15 minutos. Seguiu-se centrifugacdo a
13.000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 50 pL de etanol 70% gelado e realizada nova centrifugagéo por 10
minutos, seguida de nova drenagem dos tubos. As amostras foram inseridas no
termociclador aberto, a 96°C, 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 andlise, utilizou-se o programa BioEdit 7.2.
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IV. Resultados e Discusséao

Este estudo teve o objetivo de investigar variantes causais de deficiéncia
intelectual em genes do cromossomo X, em uma coorte de 17 individuos do sexo
masculino com deficiéncia intelectual, casos isolados em suas familias, selecionados
a partir do padrao de desvios extremos da inativacdo do cromossomo X em suas
maes. ldentificamos variantes candidatas em sete pacientes, seis em genes do
cromossomo X e uma variante em gene autossdmico (Tabela 2). Dentre as sete
variantes encontradas, quatro puderam ser definitivamente associadas a deficiéncia
intelectual (Pacientes 9, 11, 15 e 17), chegando-se a um rendimento diagnéstico de
23,5% (4/17). A seguir, detalhamos as variantes encontradas, discutindo sua relacao

com o fenotipo dos pacientes.

Pacientes em que foram detectadas variantes causais da deficiéncia

intelectual

Paciente 9 (Tabela 2): O paciente foi encaminhado, aos 14 anos de idade, com
a solicitacdo de teste para a sindrome do X Fragil. Segundo informacao de sua mae
nasceu a termo, apos cesariana, por auséncia de dilatagcao; houve atraso na aquisicao
da fala, requerendo terapia fonoaudiologica iniciada aos 3 anos de idade, mas
continuava articulando mal as palavras. A deficiéncia intelectual aparentava ser
moderada. Nao conseguia ler; era capaz de escrever, copiando textos. Ao exame
fisico, apresentava peso de 32 kg (percentil 1), estatura de 1,54 cm (percentil 12) e
perimetro cefalico de 54 cm (percentil 33); orelhas levemente em abano, com hélices
simplificadas, rosto triangular, sinofris, ponte nasal alta, hipoplasia malar, filtro curto,
palato alto; grau moderado de hiperextensibilidade articular; era pré-pubere e a
genitalia normal. O exame cromossémico apds bandamento G néo revelou alteracdes
e o teste molecular afastou a sindrome do X fragil. Nado foram detectados ganhos ou
perdas patogénicos de segmentos submicroscopicos (microarrays Agilent X 44K e
60K).

Na analise do sequenciamento do exoma foi identificada uma variante
patogénica no gene MED12 [NM_005120.3:¢.3833A>G(p.Tirl278Cis)], gene ja
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Tabela 2. Variantes detectadas ap0s sequenciamento completo do exoma, que explicam/podem explicar a
deficiéncia intelectual dos pacientes selecionados pelos desvios extremos de inativagcdo do cromossomo X em
suas maes.

Paciente Padrao Gene Variante** Consequéncia molecular Significado Clinico MIM
materno da
inativacao
do X*
1 100:0 AMMECR1 NC_000023.10:9.109561053T>C Missense VUSH*** 300195

NM_015365.3:¢c.247A>G
(NP_056180.1:p.lle83Val)

2 100:0 OCRL NC_000023.10:9.128710007G>A Missense Patogénica 300535
NM_000276.4:¢c.1847G>A
(NP_000267.2:p.Arg616GIn)

4 100:0 GRIK2 NC_000006.11:9.102124570CTG Inframe deletion VUS*** [Provavelmente 619580
NM_021956.5:¢.617_619delCTG Patogénica
(NP_068775.1:p.Ala206del)

9 100:0 MED12 NC_000023.10:9.70349671A>G Missense Patogénica 300188
NM_005120.3:¢c.3833A>G
(NP_005111.2:p.Tir1278Cis)

100:0 HPRT1 NC_000023.10:9.133632442C>T Nonsense Patogénica 308000
11 NM_000194.3:¢.508C>T
(NP_000185.1:p.Arg170Ter)

15 100:0 NEXMIF NC_000023.10:9.73965475T>C Missense VUS*** 300524
NM_001008537:c.11A>G
(NP_001008537.1:p.GIn4Arg)

17 100:0 UBE2A NC_000023.10:¢9.118708696C>T Missense Patogénica 312180

NM_003336:¢.22C>T
(NP_003327:p.Arg8Cis)

*Critério de sele¢@o — Razé&o de inativagdo 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

associado a DI. O gene MED12 esté localizado em Xql3.1 e codifica uma das
unidades do complexo Mediator, complexo multiprotéico que inclui 31 unidades, em
guatro modulos, com papel na transcri¢cao pela RNA polimerase Il; a proteina MED12
esta envolvida na regulagdo da maioria dos genes que dependem da RNA polimerase
Il (revisdo em Plassche e Brouwer, 2021).

Variantes patogénicas do gene MED12 s&o a causa de trés sindromes de DILX
com heranca recessiva: Opitz-Kaveggia (sindrome FG; MIM305450), Lujan-Fryns
(MIM 309520) e Ohdo (tipo OSMKB; MIM 300895); variantes patogénicas foram
também descritas como causa de DI associada ou ndo a caracteristicas dismorficas,
predominantemente afetando homens; mais recentemente, foram identificadas
mulheres portadoras com DI (revisdo em Graham e Schwartz, 2013 e Rubinato e col.
2020). As analises do padrao de inativacdo do X mostrou que desvios extremos da
inativacdo nem sempre ocorrem nas portadoras de mutacées no gene MED12, que
mesmo sem esses desvios podem nao apresentar DI, enquanto outras, com desvios
extremos podem apresentar comprometimento intelectual (Rubinato e col., 2019).
Mais recentemente, variantes patogénicas de MED12, com ocorréncia de novo, foram
identificadas como causa da sindrome de Hardikar (MIM 612726), que afeta apenas
mulheres; o quadro clinico inclui fenda labial e palatina, retinopatia pigmentar,
anormalidades genitourinarias e malformagdes gastrointestinais, mas sem
comprometimento intelectual; desvio total da inativacdo do X foi detectado no sangue
nessas mulheres e as variantes patogénicas permitiram prever nonsense-mediated
MRNA decay (NMD). Esses mecanismos explicam a auséncia de homens afetados,
as variantes, que levam a haploinsuficiéncia, sendo neles letais.

Na familia que estudamos, foi possivel determinar a presenca da variante de
MED12, na méde do paciente e também em sua avé materna, ambas clinicamente
normais. A mée do paciente tem desvio total da inativacdo do cromossomo X; sua avo
tem padrao de inativacdo 68:32, padrao que ocorre em cerca de 35% das mulheres
adultas da populacdo (Amos-Landgraf e col.,, 2006). Assim, a avé do paciente
exemplifica a variabilidade do padréao de inativagao do X documentado em portadoras
de variantes patogénicas do gene MED12.

Paciente 11 (Tabela 2): O paciente apresentou atraso discreto do
desenvolvimento até os seis meses de idade, quando passou a haver involucdo das

aquisicdes. A hipotese diagnostica foi de encefalopatia mitocondrial. Aos 18 meses de
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idade, foi diagnosticada retinite pigmentosa. Aos 3 anos, 0s exames laboratoriais e
neuroldgicos levaram ao diagnostico de sindrome de Lesch-Nyhan em associacéo
com retinite pigmentosa, num quadro clinico complexo.

O exame cromossO6mico apos bandamento G ndo revelou altera¢des; também
nao foram detectadas perdas ou ganhos patogénicos de segmentos submicroscopicos
no cromossomo X (microarray Agilent X 44K), exames realizados, considerando a
hipotese de alteracdo afetando genes contiguos. O sequenciamento completo do
exoma revelou variante patogénica stopgain no éxon 7 do gene HPRT1 (Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase 1) [NM_000194.3:¢c.508C>T(p.Arg170Ter)], localizado em
X(g26. Variantes nesse gene sdo causa da sindrome de Lesch-Nyhan (MIM 308000).
A variante encontrada foi validada por sequenciamento de Sanger e esta presente em
heterozigose na mée do paciente, clinicamente normal, que apresenta desvio total de
inativagdo do cromossomo X. Essa variante foi descrita como causal em 13 trabalhos,
segundo o grupo de estudo internacional da sindrome 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 sindrome, reforcando sua
patogenicidade (Li e col., 2022).

A priorizacdo das variantes de retinite pigmentosa foi realizada mantendo os
critérios de filtragem que se aplicaram a investigacdo de DI. Em uma primeira etapa
avaliamos genes ja associados a retinite pigmentosa descritos no OMIM; as variantes
fillradas ndo apresentaram efeito patogénico, provavelmente patogénico ou
significado incerto, inviabilizando sua associa¢ao ao fenotipo. Em seguida, avaliamos
individualmente cada um dos genes associados a retinite pigmentosa/degeneracao
hereditaria da retina listados nos trabalhos de Nishiguchi e Rivolta (2012) e Xu e col.
(2014), ndo encontrando variante potencialmente causal do fenétipo. Solicitamos novo
exame oftalmolégico do paciente para confirmacdo do diagndéstico. Ndo podemos,
entretanto, afastar a possibilidade de variante patogénica em regido néo coberta pelo
sequenciamento realizado.

Paciente 15 (Tabela 2): Aos cinco anos de idade, 0 paciente apresentava
atraso global do neurodesenvolvimento com auséncia de fala e andar ataxico;
interacdo social limitada; crises epilépticas controladas por medicacéo; upsweep
frontal dos cabelos, estreitamento bitemporal, ponte nasal baixa, hipoplasia das asas

do nariz, hipotonia oral. Em exames anteriores, a analise cromossomica apos
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bandamento G nao revelara alteracdo e ndo foram detectados ganhos ou perdas de
segmentos submicrocopicos pela técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification). A sindrome do X fragil 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.GIn4Arg)] cujas mutagdes ja
foram associadas a DI (MIM 300912). O conjunto de sinais clinicos apresentados pelo
paciente inclui-se no espectro clinico dos individuos do sexo masculino que possuem
variantes no gene NEXMIF (Stamberger e col.,2021).

O gene NEXMIF (Neurite EXtension and Migration Factor), esté localizado em
X(q13.3. Associacao do gene NEXMIF a deficiéncia intelectual foi feita por Cantagrel e
col. (2004) no estudo de uma familia em que segregava uma inversao pericéntrica no
cromossomo X - inv(X)(ql3; p22). Os homens portadores da inversao apresentavam
deficiéncia intelectual grave, enquanto suas maes apresentavam a inverséo, porém,
nao eram afetadas. A inversao pericéntrica interrompia dois genes, P2RY8 e NEXMIF;
0 gene P2RY8, porém, ndo é expresso no ceérebro, levando os pesquisadores a
concluir que a deficiéncia intelectual era causada pela ruptura do gene NEXMIF.
Cantagrel e col. (2009), avaliaram a expressao do NEXMIF em camundongos; o
estudo mostrou que a expressao do gene atinge o pico durante o periodo perinatal e
gue € reduzida logo apés o nascimento, indicando um papel do NEXMIF no
desenvolvimento do cérebro.

A funcao neurobioldgica do NEXMIF foi investigada por Van Maldergem e col.
(2013), em estudo in vitro, utilizando neurdnios de ratos. No inicio da morfogénese
neuronal, a supressdo da expressdo de NEXMIF causou grande reducdo no
crescimento de neuritos, incluindo dendritos e axénios. Essa redugéo e as anomalias
estruturais dos neurdnios ocasionados pela supressdo da expressao do gene podem
levar a deficiéncias na estrutura do axdnio e na formacdo das sinapses durante o
amadurecimento cerebral, ocasionando perda da funcao neuronal. Em camundongos
nocautes quanto ao NEXMIF, Gilbert e col. (2020) observaram reducéo da densidade
sinaptica e supressao da transmissao sinaptica em neurdnios, indicando o papel do
NEXMIF no desenvolvimento das sinapses e em sua funcao.

Aplicando o sequenciamento de Sanger, confirmamos a presenca da variante

na mae do paciente, clinicamente normal. N&o houve ainda retorno da familia para
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receber o resultado e aconselhamento genético. O propdsito tem um Unico irmao

clinicamente normal.

Paciente 17 (Tabela 2): O paciente foi encaminhado com suspeita de sindrome
de Borjeson-Forssman-Lehmann, causada por mutacbes no gene PHF6 no
cromossomo X (MIM 301900), com solicitacdo de avaliacdo do padrao de inativacao
do cromossomo X materno, que revelou desvio total. Tinha exame cromossémico
apos bandamento G normal e desequilibrios cromossémicos submicroscopicos
afastados (Agilent Microarray 4x180K). O sequenciamento do exoma revelou variante
patogénica no gene UBE2A [(NM_003336:c.22C>T(p.Arg8Cis)]. Muta¢cbes no gene
UBEZ2A (Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 A) causam a sindrome X-linked intellectual
disability type Nascimento (MIM 300860; Nascimento e col. 2006). O quadro clinico do
paciente é tipico da sindrome: deficiéncia intelectual grave; auséncia de fala; baixa
estatura (< percentil 3), macrocefalia (> percentil 97); sinofris, hipertelorismo ocular,
hipoplasia da por¢cdo média da face, boca larga, pescoco curto e largo, hipoplasia de
genitalia, onicodistrofia, hirsutismo generalizado.

O gene UBE2A codifica uma enzima de conjugacgdo 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 ubiquitinacdo e
degradacdo proteica. A ubiquitinacdo de proteinas e o processo de degradacdo
constituem mecanismo importante na regulacao dos niveis de proteina em células de
mamiferos. Além disso, a ubiquitinacdo é reconhecida por ter fungdes pleiotrépicas na
regulacéo de varios processos celulares, como o controle da atividade de fator de
transcricdo, internalizacdo de receptor e modificagdes em histonas, que modulam a
estrutura da cromatina.

Na analise da funcdo neuronal do gene UBE2A, Haddad e col. (2013)
mostraram que droséfilas deficientes quanto a dRad6 (dUbe2a) apresentavam
transmissao sindptica alterada devido a falha mitocondrial. Do mesmo modo,
camundongos nocautes quanto a mRad6a (Ube2a) e células humanas com mutacoes
em UBEZ2A nas quais a proteina nao tinha sido detectada, apresentavam mitocondrias
defeituosas. Os autores mostraram que o gene UBE2A atua como uma enzima
conjugadora de ubiquitina E2 que, em combinacdo com uma ligase de ubiquitina E3,
como a Parkina, ubiquitina proteinas mitocondriais para facilitar a eliminacédo de

mitocondrias disfuncionais nas células. Assim, foi identificado que o gene UBE2A atua
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como regulador da mitofagia dependende de Parkina, estabelecendo um papel critico
do UBE2A na funcdo neuronal. Portanto, a manutencdo de um conjunto de
mitocondrias saudaveis in vivo € fundamental para manter a transmissédo sinaptica
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
contrario do observado em pacientes com mutacdes em UBE2A, ndo tém atraso motor
ou epilepsia. Porém, consistentemente com o que foi observado em pacientes com
mutacdes em UBE2A, os camundongos apresentam déficits cognitivos claros,
evidenciando seu papel no desenvolvimento da aprendizagem e em alteragcdes 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 sinaptica.

A variante do gene UBE2A, que identificamos no paciente, estava presente em
sua mée, mas ndo em suas duas irmads, como evidenciado pelo sequenciamento de
Sanger. O aconselhamento genético foi realizado, indicando-se que as tias maternas
do paciente procurassem servi¢co de genética, pois podiam ser portadoras da variante
patogénica.

Pacientes em que foram identificadas variantes potencialmente causais

da deficiéncia intelectual

Paciente 1 (Tabela 2): O paciente apresenta quadro clinico que inclui atraso
global do neurodesenvolvimento, deficiéncia intelectual, baixa estatura, microcefalia,
alteracfes esqueléticas (limitacdo das articulagcdes de cotovelos, joelhos e quadril,
exigindo correcédo cirdrgica) e comunicacao interatrial. O exame cromossémico apos
bandamento G nédo revelou alteracfes; também ndo foram detectadas perdas ou
ganhos patogénicos de segmentos submicroscépicos no cromossomo X. O
sequenciamento do exoma revelou uma variante missense classificada como VUS -
NM_015365.3:c.247A>G(p.lle83Val) no gene AMMECRL1. Variantes de perda de
funcdo no gene AMMECRL1 foram associadas a quadros clinicos semelhantes aos
apresentados pelo paciente, como alteragdes de crescimento, 0sseas, cardiacas 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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Nao estava disponivel material adequado a fim de realizamos o
sequenciamento de Sanger, no paciente e em sua mae, para confirmacao da variante
gue potencialmente esta associada ao quadro clinico.

Paciente 2 (Tabela 2): O paciente foi encaminhado, aos 17 anos de idade,
devido a deficiéncia intelectual aparentemente moderada e atraso global do
desenvolvimento, com solicitacdo de teste para a sindrome do X Fragil. Segundo
informacdes de sua mae, nasceu de parto normal a termo, apos gravidez sem
intercorréncias; andou com 1 ano e 6 meses de idade e demorou para falar; até os
cinco anos de idade ndo controlava esfincteres. Ao exame fisico, foram observados
palato alto e estreito, hiperplasia gengival e hipotonial oral; pés planos. O exame
cromossbmico ap6s bandamento G nao revelou alteracdes, ndo foram detectados
ganhos e perdas de segmentos submicrocépicos (microarrays Agilent 44K e Agilent X
44K) e o teste molecular afastou a sindrome do X Fragil. O sequenciamento do exoma
revelou uma variante missense patogénica no éxon 17 do gene OCRL (OCRL Inositol
Polyphosphate-5-Phosphatase) - NM_000276.4:¢.1847G>A (p.Arg616GIn).

O gene OCRL, localizado em Xq26.1, é altamente conservado nos vertebrados;
codifica a enzima fosfatidilinositol 4,5-bifosfato-5-fosfatase, que atua na regulacéo do
trafego de membrana, sendo encontrada na rede trans-Golgi, em vesiculas revestidas
de clatrina, nos endossomos e na membrana plasmética. Variantes patogénicas do
gene OCRL causam a sindrome Oculo-Cérebro-Renal de Lowe e a Doenca de Dent
2. A auséncia em nosso paciente de catarata congénita, manifestacdo ocular tipica
da sindrome de Lowe, levou a hipétese diagnostica de Doenca de Dent 2 (MIM
300555; revisdo em Gianesello e col., 2021). A doenca de Dent foi caracterizada por
Fisher e col. (1994) como um distarbio tubular renal ligado ao cromossomo X, que
incluia proteindria, hipercalcidria, nefrocalcinose, célculos renais e insuficiéncia renal;
o trabalho associou o fen6tipo a uma microdelecdo em Xpl11.22, que incluia o gene
CLCN. Anos mais tarde Hoopes e col. (2005) identificaram variantes no gene OCRL,
anteriormente associado a sindrome de Lowe, como também causais de Doenca de
Dent, os pacientes, porém, apresentando sintomas extra-renais, caracterizando-se a
Doenca de Dent 2.

Por meio do sequenciamento de Sanger, confirmamos a presenca da variante
no paciente e demonstramos estar presente em sua mae, clinicamente normal e que

apresenta desvio total de inativagdo do cromossomo X (100:0).
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Ainda nao foi possivel conseguir o retorno do paciente para solicitar avaliagcao
renal, necesséaria para fundamentar o diagnéstico de sindrome de Dent 2, e realizar o
aconselhamento genético. No encaminhamento do paciente para exames genéticos,
o servico médico ndo relatou comprometimento da funcéo renal, que pode nao se ter
manifestado de maneira a levar a investigacao. Vale ressaltar que a literatura relata o
diagndstico clinico de sindrome 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 investigacado de
sindrome do X fragil aos 14 anos; apresentava atraso global do desenvolvimento; era
capaz de ler palavras isoladas; tinha dificuldade de socializac&o, interagindo com
adultos, quando solicitado; apresentava comprometimento na articulacdo das
palavras, puberdade atrasada, dolicocefalia, orelhas de implantagao baixa, hipoplasia
malar, palato alto e estreito; criptorquidia foi cirurgicamente corrigida. O exame
cromossbmico apdés bandamento G e a investigacdo de ganhos e perdas de
segmentos cromossOmicos submicroscopicos no cromossomo X (microarray Agilent
X 44K) ndo revelaram alteracGes patogénicas. A sindrome do X fragil foi afastada por
teste moleculares. O sequenciamento completo do exoma foi realizado e, em filtragem
inicial, considerando apenas genes do cromossomo X, ndo detectamos variante
candidata. Em nova filtragem, considerando como um dos critérios de priorizacédo a
associacdo do gene com quadros clinicos que incluiam deficiéncia intelectual,
encontramos variante candidata [NM_021956.5:c.617_619delCTG(p.Ala206del)] no
gene GRIK2 (Glutamate lonotropic Receptor Kainate Type Subunit 2). O gene GRIK2
codifica a subunidade GIuK2 do cainato, receptor ionotropico de glutamato. Variantes
patogénicas no GRIK2, em heterozigose, como detectada em nosso paciente, foram
associadas a alteracbes comportamentais e do neurodesenvolvimento (Stolz e col.,
2021).

N&o conseguimos ainda validar a presenca da variante no paciente e investigar
sua mae, devido a néo disponibilidade de amostra de DNA adequada para realizar o
sequenciamento de Sanger.

Neste estudo, buscamos variantes génicas causais em 17 pacientes, casos
isolados de DI em suas familias, selecionados com base nos desvios extremos de
inativagcdo do cromossomo X em suas maes. Em estudos anteriores, o padréo de

inativacao das maes desses pacientes fora determinado e neles, possiveis alteracdes
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cromossémicas e desequilibrios genémicos submicroscépicos, ja haviam sido
descartados. O sequenciamento completo do exoma dos pacientes foi realizado com
0 objetivo de detectar as variantes patogénicas ou possivelmente patogénicas
responsaveis pela DI. Apesar da limitacdo de excluir alelos ndo-codificadores da
analise, o sequenciamento do exoma é estratégia muito utilizada na identificacdo de
variantes de nucleotideo Unico (SNVs) responsaveis por fendétipos mendelianos
(Wright e col., 2015).

Outros estudos da DILX utilizaram os desvios extremos de inativacdo do X
presente nas maes dos afetados como um dos critérios de selecdo para o
sequenciamento, ao lado de indicacdes de tratar-se de heranca ligada ao X, pela
presenca de afetados relacionados via materna, com o objetivo de aumentar o
rendimento diagnostico (Giorgio e col., 2016; Ibarluzea e col., 2020), tendo em vista a
grande heterogeneidade genética relacionada a DI associada a auséncia de um
padrdo de heranca especifico, principalmente quando ha apenas um membro da
familia afetado, dificultando a sele¢éo das variantes candidatas (Maia e col., 2021).

O tecido sanguineo é comumente usado para testar o desvio de inativacdo do
cromossomo X e sua correspondéncia com outros tecidos tem sido avaliada. Bittel e
col. (2008) avaliaram a concordancia entre os padrdes de inativagcdo do cromossomo
X, comparando o tecido sanguineo e outros 34 tecidos, que representavam as trés
camadas germinativas embrionarias, em 26 mulheres de diferentes idades;
verificaram que o padré@o de inativacdo dos tecidos hematopoiéticos avaliados, como
sangue e baco, eram semelhantes ao encontrado no cérebro e em outros tecidos, com
uma variagao <10%. Esses resultados, indicam que ha um alto nivel de concordancia
entre 0 padrdo de inativacdo do cromossomo X em tecidos do sistema nervoso central
e em tecidos hematopoiéticos. Em outro estudo em que foram utilizados tecidos
obtidos de autépsias, o epitélio bucal mostrou correspondéncia maior com tecidos

inacessiveis do que o sangue (De Hoon e col. 2015)

A identificacdo da alteracdo do cromossomo X associada ao desvio de
inativacdo é um desafio. Varios estudos tém demonstrado correlacéo entre o desvio
de inativagao do cromossomo X em mées 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 irméao afetado

selecionados com base no desvio de inativagdo do cromossomo X de suas maes
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(X>80:20). Foram encontradas 5 variantes candidatas nesses probandos, gerando um
rendimento diagnostico de 35% (5/14). De forma semelhante, Giorgio e col., (2016)
selecionaram 7 homens com padrdo de DILX com base no desvio de inativacéo
encontrado em suas maes (>80:20) identificando variantes candidatas em 71% dos
pacientes. Estes estudos reforcam que h& correlacdo entre a DILX e o desvio de
inativacado do cromossomo X nas maes dos probandos. Apesar do desvio extremo de
inativacdo materno, ndo encontramos variantes causais ou potencialmente causais no
cromossomo X, em 11 dos 17 probandos analisados, indicando que em alguns casos
o desvio de inativagdo do cromossomo X pode ser resultado do processo estocastico
de inativacdo. Além disso, devemos considerar que a identificacdo de variantes nos
casos nao familiares € mais dificil e agravada pela falta de informacéo sobre o tipo de

heranca subjacente ao fendtipo.

A validacdo das variantes pelo sequenciamento de Sanger realizada nos
probandos e em suas maes, a associacdo com o padréo de desvio de inativacdo e o
quadro clinico 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 ndo descritas. Apesar de ndo termos encontrado
variantes candidatas no cromossomo X em 12 pacientes, a DI pode ter origem
autossdmica, como observamos no Paciente 4, que possui uma delecdo em um gene
ja relacionado a DI, o GRIK2 (NM_021956.5:c.617_619delCTG), tendo o desvio
materno da inativacdo do X uma associacdo casual. Hu e col. (2016) listam
explicacdes para ndo serem identificadas as variantes causais de DI em familias com
provavel DILX, pelo sequenciamento do exoma; limitagBes técnicas; variantes em
regides nao codificadoras ou em regides ainda ndo anotadas do cromossomo X;
variantes causais em genes autossOmicos; variantes missense com patogenicidade
até o momento ndo associada; variacbes multigénicas ou variante em elementos
reguladores.

Um dos desafios atuais na deteccao de variantes associadas a DILX, tem sido
a avaliacdo da patogenicidade ao invés da identificacdo. ldealmente, um teste
funcional com o objetivo de avaliar varios genes visando o diagnostico, poderia
contribuir para a superacdo desse problema. A estratégia de diagnostico da DI
também deve incluir uma reanalise de dados, reinterpretando variantes classificadas

como VUS em periodo posterior a andlise inicial, a luz de novas informacdes, como
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atualizacdo de bancos de dados, identificacdo de novos genes e de doencgas, novas
caracteristicas clinicas e informacdes moleculares, o que comprovadamente aumenta

o rendimento diagnéstico (Maia e col.,2021, Alvarez-Mora e col. 2022).
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V. Concluséao

Este trabalho investigou genes candidatos a deficiéncia intelectual de heranca
ligada ao cromossomo X (DILX) em pacientes selecionados pelos desvios extremos
de inativagdo do cromossomo X em suas maes (razao de inativagao 295:5). Essa
estratégia foi adotada devido as indicacfes de que desvios extremos do padrao de
inativacdo do cromossomo X tém alta probabilidade de estar relacionados a presenca
de variantes patogénicas nesse cromossomo. Estudamos 17 pacientes casos isolados
em suas familias de DI moderada a grave, associada a outros sinais clinicos. A
sindrome do X Fragil e alteracbes cromossémicas foram afastadas como causa da

deficiéncia intelectual.

A metodologia utilizada para investigacdo 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 presenca da variante candidata no probando e em sua mée; em quatro
pacientes conseguimos associar definitivamente a variante encontrada ao fenétipo,
levando a rendimento diagndstico de 23,5%. Identificamos duas variantes patogénicas
e uma VUS, que podem ser causais em trés pacientes, mas exigem andlise da

variante na familia e dados clinicos adicionais.

Assim, reforcamos a conclusdo de que o desvio extremo de inativacdo do
cromossomo X nas maes € indicador importante da presenca de variantes
patogénicas que causam DILX em seus filhos e deve ser considerado na investigacéo

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

A Deficiéncia Intelectual (DI) é condicdo complexa e heterogénea que afeta 1%
a 3% dos individuos nas populagdes, representando importante problema de saude
publica. Vérios estudos mostram frequéncia significativamente maior de individuos do
sexo masculino afetados por DI moderada a grave do que de mulheres, parte podendo
ser explicada pela DI com heranca 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 familias, selecionados pelos desvios extremos da inativacao
do cromossomo X (razédo de inativagdo = 95:5) em suas maes, 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 maes; essas variantes estdo em genes j4 associados a DI
(MED12, HPRT1, NEXMIF e UBE2A) e a relacao causal com o fenotipo péde ser
estabelecida. Em trés pacientes, as variantes, encontradas em genes também
relacionados a DI (AMMECR1 e OCRL, no cromossomo X e GRIK2, no cromossomo
6), ndo puderam ser definitivamente associadas ao fendétipo, sendo necessario estudo
da segregacédo nas familias e dados clinicos adicionais. Esses resultados confirmam
o desvio de inativacdo do cromossomo X nas maes como indicativo da presenca de
variantes patogénicas 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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