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1. Introducdao

A deficiéncia intelectual (DI) é caracterizada por limitac6es significativas
nas funcgdes intelectuais e no comportamento adaptativo com manifestacao antes
dos 18 anos de idade (Vissers et al., 2016). A funcéo intelectual é definida como
a habilidade global do individuo compreender e interagir com a realidade, a partir
do raciocinio logico e inteligéncia pratica (resolucdao de problemas), capacidade
de aprendizagem e habilidades verbais, sendo manifestada por meio de um
conjunto de capacidades, comportamento, pensamentos e emocdes. O
comportamento adaptativo é expresso pela competéncia em habilidades sociais
(responsabilidade, resolucdo de problemas, obediéncia a regras e leis),
conceituais (entender tempo, financas e linguagem) e praticas (usar ferramentas,
atividades da vida diarias e interacdo social), aprendidas durante o
desenvolvimento, em resposta aos problemas comuns (Lee et al., 2021). Assim,
o individuo com DI apresenta capacidade reduzida para a compreensdo de
informacdo nova ou complexa e limitacdo no aprendizado de novas habilidades
(inteligéncia prejudicada), juntamente com reducdo da autonomia funcional
(funcionamento social deficiente) (Musante & Ropers, 2015).

Para criancas com idade menor de 5 anos com comprometimento em duas
ou mais area do desenvolvimento (através de avaliacdo pediatrica de habilidades
de desenvolvimento), é designado o termo Atraso Global do Desenvolvimento
(AGD); embora esse atraso possa ser transitério, estima-se que dois tercos das
criancas com AGD sao diagnosticadas com DI apd6s os 5 anos de idade
(Purugganan, 2018).

A avaliacdo intelectual é caracterizada por um quociente de inteligéncia

(QI), padronizado em testes psicométricos, ou por uma defasagem cognitiva em



relacdo as respostas esperadas para a idade e realidade sociocultural, que podem
ser medidas por diferentes testes psicologicos. Estes testes possuem pontuacao
média de 100 para a populagao geral e individuos com QI com pontuacao inferior
a 70 (dois desvios padrao abaixo da média) sdo considerados com DI. O grau de
deficiéncia intelectual que um individuo apresenta pode, ainda, ser classificado de
acordo com o valor do QlI, sendo leve (50 a 70), moderado (35 a 50), grave (20 a
35) ou profundo (menos que 20) (Vissers et al., 2016).

Individuos com DI leve podem manifestar dificuldades no final da pré-
escola ou nos primeiros anos de idade escolar, podem ter dificuldades no
ambiente académico (leitura, escrita, aritmética, tempo e dinheiro) e sdo mais
socialmente imaturos em comparacdo com outras criancas de sua idade. Os
individuos com DI moderada geralmente apresentam dificuldades de
aprendizagem e linguagem nos anos pré-escolares, déficits sociais e de
comunicacao. Durante a idade adulta, eles podem ser empregados em ambientes
gue exigem habilidades simples de comunicagcdo e cognitivas, podendo ser
capazes de participar de todas as tarefas domésticas, geralmente com suporte
continuo e ensino. A DI grave confere ao individuo uma capacidade limitada de
compreensao, linguagem, escrita e conceitos, necessitando de suporte constante.
E individuos com DI profunda podem possuir habilidades que envolvem
principalmente a manipulacdo de objetos e apresentam compreensao muito
limitada de linguagem simbdlica. Uma pessoa com DI profunda requer suporte
abrangente e é dependente em todos os aspectos dos cuidados pessoais e da
vida diaria (Purugganan, 2018).

Aproximadamente, dois ter¢cos dos pacientes com DI apresentam nivel de

comprometimento leve a moderado e um terco desenvolve nivel de grave a



profundo de deficiéncia. Além disso, esses pacientes possuem maior risco de
desenvolver comorbidades, como deficiéncias sensoriais, distlrbios convulsivos,
distarbios comportamentais e doencas psiquiatricas (Quach et al., 2021).

A DI pode ocorrer de modo isolado, classificada como nado-sindrdmica, na
gual ndao ha comorbidades 6bvias presentes, sendo a DI a Unica caracteristica
evidente (Vissers et al., 2016). Alternativamente, pode ser classificada como DI
sindrbmica (S), associada a outras caracteristicas, tais como malformacgdes
congénitas, dismorfismos faciais, estatura desproporcional, deficiéncia
visual/auditiva ou diagnosticos neuroldgicos e neuropsiquiatricos adicionais
(Kvarnung et al., 2017).

O desenvolvimento do cérebro humano é resultado de atividade altamente
complexa e coordenada envolvendo genética e processos ambientais. Portanto,
os fatores causais que levam a DI sao de natureza heterogénea (llyas et al., 2020),
a partir de cascatas de sinalizacédo intracelular alteradas, que surgem de estimulos
ambientais ou fatores genéticos e culminam no desenvolvimento do fendtipo
patolégico. Os fatores ambientais mais comuns sdo a exposicdo abusiva de alcool
pela mae durante a gestacéo, infec¢des na gravidez, complicagdes ao nascimento
e extrema desnutricdo (Iwase et al., 2017).

A DI tem prevaléncia mundial de 2-3% da populacdo, comprometendo a
vida dos afetados e de seus familiares (Maulik et al., 2011). Globalmente, a DI
causa problemas socioecondmicos e €é a razdo mais frequente do
encaminhamento de pacientes aos servicos de aconselhamento genético (Hu et

al. 2018).
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1.1 Genética da deficiéncia intelectual

A apresentacao clinica e a etiologia da DI sdo complexas e possuem alta
heterogeneidade genética, devido aos diversos genes relacionados que se
expressam em momentos e locais especificos do cérebro, tanto no pré-natal, pés-
natal e adulto (Harripaul at al., 2017).

Os fatores etiologicos da DI sdo amplos e em 50% dos individuos a causa
da DI ainda é desconhecida. Sobretudo no caso da DI leve, heranca multifatorial
tem um papel preponderante e contribui para a dificuldade em conseguir um
diagnéstico molecular. Geralmente entre os casos de DI mais acentuada e/ou
sindrébmica, é frequente a identificacdo de um unico defeito genético subjacente
(llyas et al., 2020), como delecdo ou mutacdo de um unico gene ou alteracao
cromossOmica microscopica ou submicroscopica (Goldenberg et al., 2018).
Achados laboratoriais em conjunto com dados clinicos sugerem que alteracéo nas
atividades metabdlicas, transcricionais, e nas vias de sinalizacdo como os fatores
mais comuns envolvidos no desenvolvimento das varias formas de ID (Zamboni
et al., 2018).

O catélogo online de genes e doencas genéticas humanas OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) lista aproximadamente 800 sindromes genéticas
associadas a DI (Purugganan, 2018).

Inicialmente, a identificacdo de alteracbes genéticas na etiologia de DI
ocorreu com a elucidacédo do cromossomo 21 como causa da Sindrome de Down
em 1959 por Jérbme Lejeune (Lejeune et al., 1959). O nome da sindrome foi dado
em homenagem a John Langdon Down que descreveu pela primeira vez as
caracteristicas dessa sindrome em 1971, a partir de pacientes atendidos na Royal

Eastwood Asylum for Idiots in Redhill onde era médico responsavel (Ellis, 2013).
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Depois da Sindrome de Down, que apresenta frequéncia de 1 para 800, a
Sindrome do X fragil é a causa mais frequente de DI (1:4000), que teve a primeira
observacéo de DI relacionada ao sexo em 1943, em uma familia com 11 homens
afetados e 2 mulheres parcialmente afetadas (Martin & Bell, 1943). Em 1966, o
estudo cromossémico de dois irmé&os com DI apresentou uma quebra distal no
braco longo do cromossomo X (X fragil), ausente em sua méae; durante a
investigacao familial identificaram dois parentes maternos (primo e tio avo)
afetados por DI que também apresentavam a mesma alteracdo no cromossomo
X (Lubs, 1968). Em 1991 foi identificado 0 gene FMR1, responsavel pela Sindrome
do X fragil, cuja perda de funcdo por expansao de trinucleotideos ou mutacéo
confere fenétipo de DI ligado ao cromossomo X (Lubs et al., 2012).

Alteragbes cromossOmicas estruturais equilibradas tais como,
translocacdes reciprocas e inversfes, sdo menos frequentes, explicando apenas
1% dos casos de DI (Hochstenbach et al.,, 2009; Ropers, 2010). Atualmente,
microdelecdes e microduplicagdes cromossdmicas, abaixo do nivel de resolucéo
do bandamento G, sdo reconhecidas como importantes causas de DI, bem como
variantes em um unico gene (Lee et al., 2021).

Com os avancos tecnolégicos foi possivel determinar o diagnostico e a
etiologia genética da DI de forma mais precisa, inicialmente com a identificacdo
microscoépica por analise cromossdmica e submicroscoépica por FISH e MLPA, que
resultam em diagnoéstico molecular em 6 a 10% dos casos de DI. Os dados de
variantes em numero de copias (CNVs) por microarrays aumentaram a taxa de
identificacdo de variantes patogénicas para 15 a 20% dos pacientes nos ultimos

anos (Mir & Kuchay, 2019).
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A partir do sequenciamento de Sanger e microarrays foram identificados
mais de 300 genes para DI; com implementacdo de NGS, especialmente
sequenciamento de genomas e exomas completos, mais de 1.500 genes ja foram
associados a DI e autismo (Leblond et al., 2021), contribuindo com o diagndstico
molecular de 57% de casos com disturbio de desenvolvimento (condi¢do que inclui
DI, TEA (Transtorno do Espectro Autista), TDAH (Transtorno do Déficit de Atengéo
com Hiperatividade) e atraso de desenvolvimento) em estudos com milhares de
familias (Martin et al., 2018). Estes numeros tendem a crescer com o0 avanco do
conhecimento, uma vez que cerca de 70% dos genes humanos codificadores de
proteina ndo apresentam fenotipos bem estabelecidos (Wright et al., 2018).

Quanto as variantes monogénicas em DI, estas apresentam heranca ligada
ao cromossomo X e autossdmicas, tanto dominantes quanto recessivas.

Em relacdo ao cromossomo X, o reconhecimento da importancia dos genes
desse cromossomo como causa da DI deveu-se inicialmente a existéncia de um
excesso de 30% de homens afetados por DI em relacdo as mulheres (Vissers et
al., 2016). Em virtude de os homens possuirem apenas um cromossomo X, ou
seja, 0s genes do cromossomo X estdo em hemizigose no genoma, os homens
portadores de alteracbes nesse cromossomo mais frequentemente apresentam
comprometimento no desenvolvimento e fungéo cerebral bem como em outros
sistemas, (Lubs et al.,, 2012); atualmente, aproximadamente 146 genes foram
identificados como responsaveis pela expressao do fenétipo de DI (Vianna et al.,
2020). Esses genes em hemizigose e o estudo de familias em que a DI segregava
conforme o padrédo de heranca recessiva ligada ao X explicam 5 a 10% dos casos

de DI em homens (Lubs et al., 2012).
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O estudo Deciphering Developmental Disorders (DDD) estimou a fragao de
pacientes com variantes causal de novo em 40 a 45% tanto para genes
conhecidos quanto para genes ainda desconhecidos para doencgas que afetam o
desenvolvimento, sendo a heranca autossémica dominante observada na maioria
dos casos (Deciphering Developmental Disorders Study, 2017). Entretanto, varias
doencgas bem conhecidas com padréo de heranca autossémica dominante, tais
como, neurofiboromatose tipo 1 (frequéncia de 1:4000) e tuberose esclerose
(1:6000), séo transmitidas através de geracdes e associadas a DI (Nelson, 2009).
Algumas doengas com herancga autossdmica recessiva que incluem quadro de DI
sdo os erros inatos do metabolismo como fenilcetondria, doenga de Niemann-Pick
tipo C, sindrome de Hurler, doenca da urina do xarope de bordo, homocistinaria e
galactosemia (Lee et al., 2021). No entanto, ainda se sabe muito pouco sobre as
variantes génicas relacionadas a deficiéncia intelectual autossébmica recessiva
nao-sindrémica.

Pesquisas com deficiéncia intelectual com heranga autossdmica recessiva
(DIAR) sé@o conduzidas para elucidacdo de genes causais pois, baseado na
concentracédo de genes DIAR no X, se sugere que mais de 3 mil genes DIAR
existam no genoma humano (Hu et al., 2018). Porém, a investigacdo das
alteragbes que acarretam a DIAR € dificultada pelo fato que nas sociedades
ocidentais, onde a maior parte desses estudos séo realizados, as familias sédo
geralmente pequenas e a maioria dos pacientes sdo casos isolados, e muitas
vezes, a hipotese de DI ter causa genética nem chega a ser considerada, tornando
dificil a identificacdo de variantes causais DIAR-NS (Riazuddin et al., 2017;

Ropers, 2010).
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A heranca recessiva na DI pode ser manifestada pela presenca de
variantes em homozigose, presenca de um unico tipo de alelo que em par confere
a caracteristica clinica; ou por heterozigose composta, presenca de duas variantes
alélicas deletérias distintas em diferentes alelos (em trans) de um Unico gene,
contribuindo para o fenétipo clinico do individuo (figura 1). A consanguinidade,
sabidamente, aumenta a probabilidade de portadores aparentados portarem
alelos raros em homozigose, em comparacdo com casais selecionados
aleatoriamente (Clark et al., 2019). Em muitos paises, compreendendo um sétimo
da populacdo mundial, as unides consanguineas entre primos em terceiro grau ou
mais préximos variam entre 20% a 50% das unifes (Bittles, 2008).

Nos casos de unides consanguineas € necessario durante o
Aconselhamento Genético a obtencdo de um histérico médico familiar de 3 a 4
geracdes, como uma importante ferramenta de avaliacdo (Bennett et al., 2020),
com intuito de prestar auxilio as pessoas, no entendimento e adaptacées as
implicagbes médicas, psicologicas e familiares das contribuicbes genéticas

pertinentes a uma determinada doenca (Resta et al., 2006).

Homozigos

Heterozigose
composta em trans

Heterozigose

COInpOSta e =

Figura 1: Diversidade de alteracdes autossbémicas recessivas em um gene. Barra rosa e azul
diferenciando os alelos maternos e paternos; estrela ilustrando uma variante génica.

Em sociedades com prevaléncia de casamentos ndo consanguineos, a

DIAR é a causa de aproximadamente 3% dos casos, enquanto em populacdes
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com taxas altas de consanguinidade observou incidéncia dez vezes maior, devido

altas taxas de regides em autozigose (Martin et al., 2018).
A investigacao génica por mapeamento de homozigose em filhos de casais
consanguineos em populacbes com alta consanguinidade provou ser uma

metodologia poderosa para descobrir variantes causais de doencgas autossomicas

recessivas (figura 2) (Erzurumluoglu et al., 2016).
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Figura 2: Descendentes de unides ndo consanguinea e consanguinea. Imagem adaptada de
Erzurumluoglu et al., 2016.

A investigacdo de DIAR pelo sequenciamento de trios (afetado e pais)
contribuiu com a identificacdo de mais de 400 genes de DI em populacdes com
altos niveis de autozigose (Hu et al., 2018) e também indicaram genes candidatos
para DIAR, que sdo genes com variantes provavelmente causais descritos em
caso isolado ou apenas em uma Unica familia.

Em um estudo com 136 familias consanguineas Iranianas, foram
identificadas 23 variantes em genes conhecidos além de outras 50 novas
variantes em genes DIAR candidatos (Najmabadi et al., 2011). Outro estudo

utilizando exoma, investigaram 143 familias consanguineas da Arabia Saudita e
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revelaram 33 novos genes candidatos envolvidos em diferentes transtornos
neuroldgicos em mais de 73% das familias estudadas (Alazami et al., 2015). Em
192 familias paquistanesas e iranianas com DI-NS em 51% foram identificadas
variantes em 72 genes diferentes, sendo 26 ndo relatados anteriormente
(Harripaul et al., 2017).

A investigacdo de criancas afetadas com DI em 152 familias
consanguineas de diversas localidades (Siria, Turquia, Egito, Jordania e outros
paises), revelou que 51% dos casos apresentavam DI grave a profunda, 45% de
leve a moderada e 92% dos portadores apresentavam DI-S, com hipotonia
muscular, convulsdo, microcefalia, baixa estatura e malformacgfes associadas. O
total de familias identificadas com variantes causais foram 109 (71,7% das
familias estudadas), sendo 30% das variantes em genes DI e 31,6% em genes
candidatos, e 46% das variantes encontradas foram observadas em casos com
DI grave (Reuter et al., 2017).

Em outros estudos utlizando sequenciamento de exoma, foram
investigadas 121 familias consanguineas de origem paquistanesa, onde mais de
50% dos casamentos sdo consanguineos, observaram variantes potencialmente
patogénicas em 68 familias estudadas, sendo 30 familias com uma variante em
homozigose em genes conhecidos de DI e outras 30 familias com variante em
homozigose ou heterozigose composta em genes candidatos para DI, além de 8
familias com variantes homozigéticas em mais de um gene, sendo alguns
relacionados com doencas neuroldgicas (Riazuddin et al., 2017). E, em outro com
404 familias consanguineas Iranianas com pelo menos 2 afetados, observou-se
em 219 familias (54,2% das familias estudadas) 77 variantes em genes DI e 77

em genes candidatos (Hu et al., 2018).
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Estudos foram aumentando a identificacdo de variantes causais para DI-S
e DI-NS em familias consanguineas e a identificacdo de novos genes e variantes
para DIAR, que adicionam conhecimentos sobre genes que atuam no
funcionamento e desenvolvimento do cérebro humano, bem como o entendimento
molecular de doengas do neurodesenvolvimento (Santos-Cortez et al., 2018; Mir
& Kuchay, 2019). Porém, nenhum desses grandes estudos envolvendo mais de
100 familias mostrou qualquer gene particularmente prevalente em DIAR (Jamra,
2018).

Utilizando dados coletados de diversos bancos de dados, como OMIM e
PubMed, foi elaborada uma base de dados que compila genes reconhecidamente
associados as Dls sindrémica e ndo sindrbmica, bem como genes candidatos,
totalizando 650 genes possivelmente envolvidos em DI, sendo 400 (62%) de
heranca autossdmica recessiva, 139 (21%) autossdmica dominante (maioria de
novo) e 103 (17%) ligados ao X (Kochinke et al., 2016). Este banco de dados

(https://sysid.cmbi.umcn.nl/) foi atualizado pela ultima vez e listava 1534 genes

principais de DI e adicionais 1254 genes candidatos (dados atualizados em 18 de
novembro de 2021). Todos os dados do SysID foram transferidos para o sucessor
SysNDD (Neurodevelopmental Disorders), que compreende atraso no
desenvolvimento, DI e TEA que é continuamente atualizado.

A partir das identificacbes das variantes causais em familias
consanguineas cria-se imediatamente oportunidades para triagem de portadores,
proporcionando assim um beneficio direto as familias, comunidades e salde
publica. Além disso, a identificacdo de causas genéticas para DI permite que
individuos com DI sejam agrupados com base no gene ou via metabdlica para

melhor compreensédo. Essa categorizacdo pode ser direcionada para estratégias


https://sysid.cmbi.umcn.nl/
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terapéuticas, representando um passo em direcdo a medicina personalizada
nessa importante populacao clinica (Harripaul et al., 2017).

Com as tecnologias de sequenciamento gendmico da ultima década a
disponibilidade de testes genéticos e de acesso a eles aumentou
expressivamente, devido a relacao custo-beneficio, permitindo novas descobertas
relacionando genes e doencas a partir de testes genéticos para diversos
diagnosticos, bem como a DI. Assim, os aconselhadores genéticos sao
profissionais essenciais na interpretacdo de testes genéticos a contribuir na

elaboracdo da medicina de precisdo de maneira eficaz (Amendola et al., 2021).
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2. Justificativa

A literatura atual indica que a grande maioria dos genes de deficiéncia
intelectual de heranca autossdmica recessiva (DIAR) ainda ndo foram
identificados. O uso de sequenciamento do exoma é uma estratégia eficiente para
o diagnostico molecular de DIAR. Além dos beneficios aos pacientes e familiares,
a identificacdo de genes de DI podera aumentar o conhecimento dos mecanismos
envolvidos na DIAR. Enquanto familias onde a DI segrega, parte de populacdes
altamente consanguineas, tém sido investigadas para a identificacdo de genes de
DIAR, estudos de casos isolados ou familias pequenas onde o0s pais séo
consanguineos sdo escassos na literatura. O custo-beneficio desta abordagem é

investigado aqui.
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3. Objetivo

Este projeto de mestrado profissional teve como objetivo identificar a
etiologia genética da deficiéncia intelectual em cinco individuos néo relacionados,
filhos de pais consanguineos, visando a identificacdo de variantes em genes de

DIAR.
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4. Material e Métodos

4.1.

Cinco pacientes com deficiéncia intelectual

Casuistica

e filhos de genitores

consanguineos foram encaminhados pela Dra. Débora Bertola (Instituto da

Crianca, FMUSP) para investigacdo genética. Alteracdes patogénicas ou

provavelmente patogénicas no niumero de cépias de segmentos de DNA (CNVSs)

foram previamente excluidos em projeto anterior do grupo. A Tabela 1 sumariza

0s principais sinais clinicos.

Tabela 1: Principais sinais clinicos dos cinco pacientes avaliados.

Paciente 1

Atraso cognitivo, dismorfismos leves, espinha bifida, bexiga

neurogénica e pés com deformidades

Paciente 2

Atraso do Desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM),
convulsdes, dismorfismos faciais, sinofre, fenda labial direita
corrigida, pesco¢o curto, ventriculomegalia assimétrica,
comunicacao Interatrial (CIA) do tipo Forame Oval Patente

(FOP), escoliose e hipertricose generalizada

Paciente 3

ADNPM, DI, distarbio de linguagem, disturbio de degluticdo,
epilepsia de dificil controle, dismorfismos faciais, palidez de

papila optica, malformacao de SNC (alteracdo da migracao)

Paciente 4

Hipotonia ao nascimento, ADNPM, e surdez bilateral tipo

mista

Paciente 5

ADNPM, transtorno do espectro autista (TEA), epilepsia,
fenda palatina, cardiopatia complexa, micropénis e manchas

café-com-leite
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Os responsaveis pelos pacientes assinaram termo de consentimento livre
e esclarecido, aplicado de acordo com o protocolo experimental. Este estudo tem
aprovacdo do Comité de Etica do Instituto de Biociéncias, parecer CAAE:

80921117.5.0000.5464.

4.2. Métodos

4.2.1. Sequenciamento de exoma completo

Em projeto anterior do grupo, amostras de DNA de cinco pacientes filhos
de pais consanguineos foram sequenciadas com o uso dos kits SureSelect Clinical
Research Exome with SureSelectXT Target Enrichment e SureSelectXT Reagent,
includes library post-capture processing on the HiSeq platform, conforme
instrucbes do fabricante (Agilent Technologies). A construcdo das bibliotecas
gendbmicas e o sequenciamento foram realizados pelo Centro de Estudos do
Genoma Humano com o uso do sequenciador HiSeq 2500 Sequencing System

(lumina).

4.2.2. Andlise do exoma e chamada de variantes

Arquivos BAM e vcf produzidos pela equipe de bioinformatica do Centro de
Estudos do Genoma Humano e Células Tronco serviram de base para a
identificacao de variantes que potencialmente explicam o fendtipo investigado.

Utilizando o software Varseq (Golden Helix), foram selecionadas variantes
raras (frequéncia do alelo variante nas diferentes populacdes <1% em bancos de
dados GNOMAD, 1K Genomes e ABRAOM) e nao sinbnimas. A partir deste grupo,

foram priorizadas variantes consideradas patogénicas ou provavelmente
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patogénicas, de acordo com critérios utilizados na rotina de analise de exoma do
laboratorio, listados abaixo:

- Qualidade da base variante (Phred quality score = 17)

- Cobertura da base (read depth = 20)

- Inspecdao visual das variantes selecionadas em arquivos BAM

- Efeito: variantes de perda de funcéo (frameshift, nonsense, cédon iniciador de
traducao, splicing) e mudanca de aminoécido (missense), consideradas danosas
de acordo com avaliacao in silico por no minimo dois diferentes algoritmos

- Priorizacao de variantes a partir da anotacdo de bancos de dados clinicos como
OMIM e Clinvar

- Classificagdo das variantes utilizando critérios do Colégio Americano de
Genética e Gendmica Médica (American College of Medical Genetics and

Genomics (ACMG)) (Richards et al., 2015).

4.2.3. Sequenciamento Sanger

A confirmacdo da variante detectada no sequenciamento do exoma
completo e a determinacdo da segregacdo familial foram realizados pela
doutoranda do grupo Laura Carvalho, utilizando o sequenciamento Sanger do
paciente e seus pais, a partir das sequéncias dos pares de primers descritos na

Tabela 2.
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Tabela 2. Pacientes selecionados para Sanger, o gene avaliado e as sequéncias

dos primers utilizados para confirmacao da variante.

Paciente Variante no gene Primers
(F) GCATGTCATTTACATTATTCGTCCA
1 DYNC1H1
(R) ATCTGTGCAGGTGCGTTTCTA
(F) AGCACCTACTGTGTATGTCCA
3 DOCKY7
(R) TCTAAAAGTAAGTAGCAGAAGCAGC
(F) GCAGGACCCCTTGAATCACT
4 DNAH3
(R) ACGATTCACTCGCCATCTGA
(F) TCAAAAGCCTTGGTCTGACAGT
5 KMT2E

(R) CGGTCATCTGCTTACTGACCTTC
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5. Resultados

Foram analisados exomas de cinco pacientes com DI, filhos de pais
consanguineos. As variantes detectadas no grupo podem ser encontradas na
Tabela 3.

Variantes patogénicas foram detectadas no sequenciamento de exoma de
dois dos cinco pacientes. O sequenciamento Sanger foi realizado em material dos
pacientes 1, 3, 4 e 5 para determinacdo da segregacéao familiar e/ou confirmacéo

da variante.
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Tabela 3: Descricao de variantes clinicamente relevantes relacionadas a DI detectadas nos pacientes deste estudo, bem como suas
caracteristicas, condic¢des clinicas associadas e classificacao.

Pac.| Gene Variante Zigosidade Efafto de; Neranga.da Condi¢des OMIM Padrdo de heranca |Classificacdo| Critérios ACMG
variante | variante
Hipoplasia Pontocerebelar Autossdmica recessiva
NM 7 .3)ic. >A
ATAD3A ( _00(11(:523;;) C)GMG Homozigose | Missense | Biparental (#618810) e et T Vus PM2
p.&lu ¥s Sindrome Harel-Yoon (#617183) e
e recessiva
s & Atrofia muscular espinal (#158600) | Autossomica dominante
DYNC1H1 (NM_001376.5)x-4085A5G Heterozigose | Missense | Paterna Doerica de Charcol-ManéTootl Autossomica dominante Vus PM1, PM2 e BP4
(p.Asn1362Ser) (#6142280)
Retardo mental (#614563) Autossémica dominante
Deflcidncia do complexo Autossémica recessiva
NM 135242.4):c.994C>T i i
2 MTFMT M. i Homozigose |Nonsense| Biparental mutc)'cA:ondnaI ' (“61§24§) Patogénica | PVS1, PS3 e PM2
(p.Arg332Ter) Deficiencia de fosforilagdo AR et
‘oxidativa combinado 15 (#614947)
3 DOCK7 (NM_001367561.1):c.994dup Homozigose | Indel | Biparental | Encefalopatia epilética (#615859) | Autossdmica recessiva | Patogénica | PVS1, PP2 e PP3
(p.Ser332PhefsTerd3)
4 | DNAH3 (NM_017533.2):c.6729C>A Heterozigose |Nonsense| Materna * . Vus PM2
(p.Tyr2243Ter)
3)c i ! l-Luria-R z A
5 KMT2E (NM_3829303) e S70GHA Heterozigose | Missense | Materna Sndrome0:Donnei-Lade-Roden Autossomica dominante Vus PP2 e PP3
(p.Ser1265Asn) (#618512)

*Sem descri¢éo de condicao relacionada no OMIM.
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6. Resultados e Discusséao

Paciente 1

Paciente masculino de 28 anos, apresenta atraso cognitivo, dismorfismos
leves, espinha bifida, bexiga neurogénica e pés com deformidades. Ja foi
realizado exame de microarranjo gendmico, sem CNVs patogénicas ou
provavelmente patogénicas detectadas. Abaixo, o heredograma (figura 3) do
paciente em investigacao, identificado como individuo 1V-2 (seta); os pais séo

primos em 1° grau de origens do Rio Grande do Norte e Paraiba.
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Figura 3: Heredograma do Paciente 1 identificado pela seta (individuo 4.1I), filho de primos em
primeiro grau. DM2 = Diabetes Mellitus tipo 2; IAM = Infarto Agudo do Miocardio; Intox.
Medicamentos = Intoxicacdo por medicamentos.

No sequenciamento de exoma do DNA do paciente foram identificadas
duas variantes. A primeira variante, identificada em homozigose, consiste em uma
substituicdo ndo sinbnima de amino&cido e estd mapeada no éxon 6 dos 16
existentes no gene ATAD3A (OMIM*612316), localizado na citobanda 1p36.33
(HGVS: ATAD3A(NM_001170535.3):c.604G>A(p.Glu202Lys)). A variante foi
classificada como de significado incerto (VUS — Variant of Uncertain Significance)

com base nos critérios PM2 da ACMG. A imagem abaixo (figura 4) representa a
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regidao da variante no arquivo BAM do exoma, e mostra a substituicdo de base no

gene ATAD3A em homozigose.
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Figura 4: Imagem no arquivo BAM do sequenciamento de parte do gene ATAD3A do Paciente 1,
mostrando o nucleotideo adenina (A) em todos os reads (homozigose) (coluna rosa) na posicao
gue seria uma guanina (G).

O gene ATAD3A tem padrdo de heranca autossdmica recessiva e
intolerancia a variantes de perda de funcéo (pLI = 0, segundo o gnomAD).

O gene ATAD3A é um gene que esta envolvido em diversos processos
celulares, incluindo atividades mitocondriais, manutencao e replicacdo do DNA
mitocondrial, traducdo de proteina, crescimento celular e metabolismo do
colesterol (Harel et al., 2016). Ha duas condi¢cdes as quais esse gene esta
associado, a Hipoplasia Pontocerebelar, com hipotonia, sindrome de insuficiéncia
respiratoria e letalidade neonatal (OMIM #618810), que apresenta padrdo de
heranca autoss6mica recessiva, e a Sindrome Harel-Yoon (OMIM #617183), que
cursa com cardiomiopatia, alteracdes esqueléticas como escoliose e displasia de
guadril, hipotonia e atrofia muscular de membro distal, comprometimentos
neuroldgicos como ataxia e neuropatia axonal. Caracteristicas descritas na

sindrome e também observadas no paciente sdo os dismorfismos faciais, DI e
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deformidades dos pés. A sindrome possui padrdo de herangca autossémica
dominante e recessiva.

Harel e colaboradores (2016) identificaram uma variante missense com
predicdo patogénica, a partir de ferramentas de bioinformatica, em cinco
individuos de sete familias avaliadas que apresentavam comprometimentos
neuroldgicos, sendo DI uma das caracteristicas evidentes. Observaram as
variantes ¢.1582C>T com efeito antimorfico (antagonista ao alelo normal) com
fen6tipo mais severo, CNVs de delegcdo em ATAD3A causando efeito nulo (sem
produto génico funcional e variante ¢.158C>T com efeito hipomorfico (quantidade
reduzida ou menor atividade génica). Foram encontradas SNVs em ATAD3A em
individuos nao afetados heterozigotos; ja as variantes em homozigose conferem
ganho de funcdo génica (mecanismo dominante-negativo) e fenétipo de ADG,
neuropatia, hipotonia entre outras caracteristicas, enquanto alteragées em CNVs
recessivas levam a letalidade infantil através da perda de fung&o génica.

Estudos funcionais em células de individuos afetados e em Drosophila
melanogaster evidenciaram significantes anormalidades mitocondriais, indicando
gue ATADS3A é necessario para a manutencao do tamanho adequado e numero
de mitocdndrias em neurdnios e musculos (Harel et al., 2016).

Outras caracteristicas fenotipicas descritas em individuos com variantes
em homozigose neste gene séo atraso do desenvolvimento motor, atraso da fala,
catarata congénita, convulsdes, ataxia, hipotonia e reducéo da forca muscular nas
extremidades. H& diferentes variantes descritas em genes mitocondriais
associadas com gravidades fenotipicas em diferentes 6rgéos; no caso do gene
ATAD3A, h&a envolvimento principalmente do sistema nervoso e olho (Harel et al.,

2016).
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A segunda variante do tipo missense foi observada em heterozigose no
éxon 19 dos 78 do gene DYNC1H1 (OMIM*600112), localizado em 14g32.31,
(HGVS: DYNC1H1(NM_001376.5):c.4085A>G(p.Asn1362Ser)). A variante é
classificada como VUS com base nos critérios da ACMG: PM1, PM2 e BP4. A
imagem abaixo (figura 5) representa a regido da variante no arquivo BAM do

exoma, e mostra a substituicdo de base em heterozigose no gene DYNC1H1.
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Figura 5: Imagem no arquivo BAM do sequenciamento de parte do gene DYNC1H1 do Paciente
1, mostrando o nucleotideo guanina (G) em metade 49% dos reads (heterozigose) (coluna verde)
na posicéo que seria uma adenina (A).

O gene DYNC1H1 codifica uma grande subunidade (mais de 530 kD) do
complexo citoplasmatico de dineina, de microtdbulos ativados por ATPases.
Alteracbes no DYNC1HL1 estéo relacionadas a defeitos de migracdo neuronal que
resultam na malformacg&o do coértex cerebral, especificamente do lisencéfalo, e
agenesia do corpo caloso (Amabile et al., 2020; Becker et al., 2020).

Em publicacdo recente, quatro criangas foram descritas com dismorfias,
hipotonia, fraqueza muscular, displasia de quadril, regressdo motora, neuropatia
e DI, entre outros sinais, com variantes em DYNC1H1 como candidatas para o
feno6tipo. Em contraste com a variante identificada aqui, as reportadas nesse artigo

eram todas de novo; metade foi classificada como VUS e a outra metade como
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provavelmente patogénica. Em publicacao anterior, foram descritas 103 variantes
no gene DYNC1H1 em 200 pacientes de 143 familias, todos apresentando
comprometimento de neurodesenvolvimento. Dessas variantes, 81 eram
exclusivas de uma unica familia, enquanto 21 variantes foram identificadas em
mais de uma familia. Mais da metade das variantes era de novo; a maioria das
demais ndo teve a heranca avaliada e uma minoria de casos eram familiais
(Amabile et al., 2020).

Willensem e colaboradores (2014) sugerem que mutacdes de novo no
dominio do gene DYNC1H1 s&o causais de DI grave e neuropatias periféricas em
dois pacientes, um deles apresentando deformidade nos pés e fenétipos variados.
Outro estudo avaliou dez pacientes pediatricos apresentando variantes missense
de novo em heterozigose em DYNC1H1, classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas com quadro de DI variavel, atraso de
desenvolvimento global e/ou malformacdes cerebrais; deformidades dos pés
foram observadas em metade dos casos, deformidades na coluna em trés casos,
entre outras caracteristicas morfologicas (Becker et al., 2020).

Este gene esta relacionado a trés sindromes com heranca autossémica
dominante que apresentam alguns sinais clinicos semelhantes ao paciente em
investigacao. A Atrofia muscular espinal (OMIM #158600), que apresenta entre
seus sinais clinicos o atraso cognitivo, deformidades nos pés, fraqueza muscular
devido a neuropatia motora e atraso na marcha; Doenca de Charcot-Marie-Tooth
(OMIM #6142280), que cursa com dificuldade de aprendizagem, atraso de
desenvolvimento motor, fraqueza muscular distal devido a neuropatia periférica e
pé cavo; condicdo denominada Retardo mental autossémico dominante 13 (OMIM

#614563), cujo quadro clinico inclui microcefalia, dismorfismos faciais, DI,
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convulsdo, em alguns pacientes com altera¢cdes morfologicas de sistema nervoso
central, TEA, deformidades do pé e a maioria dos afetados apresenta variantes

de novo no gene.

A variante identificada no gene DYNC1H1 é uma mutagdo missense em
heterozigose; este gene tem manifestacao clinica reconhecida como dominante e
apresenta alta intolerancia para alteragcbes missense, com Z score de 10.97 no
gnomAD.

O sequenciamento Sanger da variante identificada no gene DYNC1H1 foi
realizado no paciente e seus genitores e demonstrou heranca paterna (Figura 6),
sendo o genitor clinicamente normal. Portanto, como o0s casos descritos sdo de
novo, essa variante néo foi considerada como variante causal, permanecendo

como VUS.
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Paciente —
TTCAGGAGGGCATCCAAAICTTTGTCGAAGCTGTCGAG

Mae
TTCAGGAGGGCATCCAAATITTTGTCGAAGCTGTCGAG

Pai
TTCAGGAGGGCATCCAAACT TTGTCGAAGCTGTCGAG

Imagem gerada no programa BioEdit

Figura 6: Imagem do eletroferograma da regido do éxon 19 do gene DYNC1H1 demonstrando a
variante ¢.4085A>G (ou T>C) no paciente e em seu pai.

Finalizando a analise, o quadro clinico do paciente ndo abrange as
principais caracteristicas das condicbes associadas aos genes ATAD3A e
DYNC1H1, compartilhando apenas a DI e deformidades do pé. Portanto, ndo

foram identificadas variantes que explicassem o fenétipo do Paciente 1.

Paciente 2

Paciente do sexo feminino de 12 anos, com Atraso do Desenvolvimento
Neuropsicomotor (ADNPM), convulsdes, dismorfismos faciais, sinofre, fenda labial
direita corrigida, pescoco curto, ventriculomegalia assimétrica, comunicacao
Interatrial (CIA) do tipo Forame Oval Patente (FOP), escoliose e hipertricose

generalizada. A figura 7 demonstra o heredograma da familia da paciente,
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identificada como individuo IV-10 (seta); seus pais sdo primos de 3° grau com

historico de abortamento espontaneo de repeticéo.
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Figura 7: Heredograma da Paciente 2 identificada pela seta (individuo 6.X), filha de primos em
terceiro grau. N = Normal; Cal. Renal = Célculo renal; D¢. Chagas = Doenca de Chagas; Sd. Turner
= Sindrome de Turner; Espont = espontaneo; Dif. escolar = Dificuldade escolar.

Na analise de sequenciamento de exoma foi identificada uma variante em
homozigose do tipo substituicdo de nucleotideo que resultou em um cédon
prematuro de terminacdo na sequéncia de aminoacidos (mutacdo sem sentido ou
nonsense), no ultimo dos 9 éxons do gene MTFMT (OMIM*611766), localizado
em 15022.31 (HGVS: MTEMT(NM_139242.4):c.994C>T(p.Arg332Ter)). A
variante é classificada como patogénica com base nos critérios PVS1, PS3, PM2
e PP3 da ACMG.

A imagem abaixo (figura 8) representa a regido da variante no arquivo BAM

do exoma e mostra a substituicdo de base em homozigose no gene MTFEMT.
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Figura 8: Imagem no arquivo BAM do sequenciamento do gene MTFMT da Paciente 2, mostrando
o nucleotideo adenina (A) em todos os reads (homozigose) (coluna rosa) na posicdo que seria
uma guanina (G), resultando em um cédon de parada.

O gene MTFMT codifica uma enzima com atuacdo no metabolismo
mitocondrial, a metionil-tRNA formiltransferase, equilibrando as proporcées das
espécies de Met-tRNA para atender as necessidades de sintese de proteinas para
0 inicio da traducdo nas mitocondrias (Seo et al., 2020). Esse gene esta
relacionado com duas condi¢cdes autossdmicas recessivas, a Deficiéncia do
Complexo Mitocondrial | (OMIM #618248), que inclui atraso de desenvolvimento,
entre outros sinais clinicos; e a Deficiéncia de Fosforilagdo Oxidativa combinada
15 (OMIM #614947), que apresenta alta variabilidade fenotipica, incluindo
alteracdes cardiovasculares, como hipertrofia e defeito do septo ventricular, atraso

global do desenvolvimento, deficiéncia cognitiva e convulsdes.
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Haack e colaboradores (2014) descreveram nove Vvariantes em
heterozigose composta em MTFMT em oito familias afetadas. A variante
€.994C>T, identificada na paciente aqui investigada, foi previamente relatada em
guatro casos, sendo duas irmds, com sinais clinicos de atraso de
desenvolvimento, hipotonia, ataxia, DI, estrabismo, atrofia Optica, disartria e
acidose latica, com idades de inicio entre 3 meses e 5 anos; foi demonstrada
grande reducgdo da proteina MTFMT nos tecidos, por andlise de Western blot.
Essa variante também foi descrita por Neeve e colaboradores (2013) em paciente
com inicio dos sinais aos 3 anos de idade apresentando atraso de
desenvolvimento, hipotonia, ataxia e disartria.

Ha outros sinais também descritos associados a outras variantes,
demonstrando um fenétipo amplo causado por alteracdes nesse gene, como 0
caso de uma crianca com disfuncao neurolégica semelhante a esclerose multipla,
com presenca de variante patogénica em homozigose no gene MTFMT causando
um truncamento prematuro levando a perda de funcdo da proteina (Pena et al.,
2016).

Variantes no gene MTFMT explicam parte dos sinais clinicos da paciente,
0 que esta de acordo com a alta variabilidade fenotipica da sindrome. A variante
em homozigose classificada como patogénica pode ser considerada causal da
condicao clinica da paciente; os genitores, consanguineos, devem portar a
variante em heterozigose e ha 25% de risco de recorréncia de quadro clinico

associado a esta variante em futura prole do casal.



37

Paciente 3

Paciente do sexo masculino de 25 anos, com ADNPM, DI, distarbio de
linguagem, disturbio de degluticdo, epilepsia de dificil controle, dismorfismos
faciais, palidez de papila 6ptica, malformacdo de SNC. No heredograma abaixo
(figura 9) da familia do paciente identificado como V-1 (seta) é ilustrada a
consanguinidade entre os pais, que sdo primos de 1° grau; o heredograma

também evidencia outros casos de DI na familia.
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Figura 9: Heredograma da familia do Paciente 3 identificado pela seta (individuo 5.1), filho de
primos em primeiro grau. Ca Utero = Cancer no Utero; N = Normal; RN = Recém-nascido.

No exoma foi identificada uma variante em homozigose do tipo indel,
correspondendo a insercao de uma base no éxon 9 dos 50 éxons do gene DOCK7
(OMIM*615730), localizado em 1p31.3 (HGVS:
DOCK7(NM_001367561.1):c.994dup(p.Ser332PhefsTer43)). A variante foi
classificada como patogénica segundo os critérios PVS1, PP2 e PP3 da ACMG e
0 gene é intolerante a perda de funcao (pLI = 0).

A imagem abaixo (figura 10) representa a regido da variante no arquivo

BAM do exoma e mostra a insercao de A no gene DOCK?7.
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Figura 10: Imagem no arquivo BAM do sequenciamento de parte do gene DOCK7 do Paciente 3,
mostrando a duplicacdo de um nucleotideo adenina (A) em todos os reads (homozigose) (linha
laranja), parte da sequéncia de sete adeninas.

O gene DOCK7 desempenha um papel fundamental na neurogénese,
promovendo a diferenciacdo e transicao das células gliais radiais para basais e
neurbnios. Em camundongos poés-natais também se observou a migracdo de
neuroblastos tangenciais no prosencéfalo regulada por DOCK7 (Turkdogan et al.,
2019).

Esse gene esta relacionado a condicdo Encefalopatia Epiléptica e de
Desenvolvimento 23 (OMIM#615859), de heranca autossémica recessiva e que
causa disturbio neurologico caracterizado por crises convulsivas intrataveis
iniciadas nos primeiros meses de vida (entre 2 a 6 meses) e atraso do
desenvolvimento psicomotor. Os individuos afetados por variantes no gene
DOCK7 tém desenvolvimento psicomotor gravemente prejudicado e podem
também apresentar deficiéncia ou auséncia de fala, cegueira cortical e
caracteristicas faciais dismorficas (Perrault et al., 2014).

Dado que a variante esta em regido de homopolimero, retangulo preto na

figura 11, foi realizado o sequenciamento Sanger da variante no gene DOCK7 em

amostras de DNA genbmico do paciente e de seus pais.
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Figura 11: Imagem do eletroferograma do sequenciamento Sanger do gene DOCK?7 do Paciente
3, mostrando a duplicagdo do nucleotideo timina (T) (circulo preto) presente em homozigose no
paciente e em heterozigose nos genitores.

O paciente é homozigoto para um alelo no qual ha sete bases T na regido
marcada pelo circulo preto, sendo que o alelo selvagem tem apenas seis, como
pode ser detectado no alelo selvagem de seus pais (figura 11). Assim, a variante
foi confirmada em homozigose (representada como circulo na sétima timina (base
T)) no paciente e em heterozigose em seus pais.

A variante patogénica em homozigose no gene DOCK7 é compativel com
0 quadro clinico do paciente, sendo considerada a causa da sua condic¢éo clinica.
O teste de Sanger mostrou a presenca em homozigose no paciente e em
heterozigose nos genitores, havendo 25% de risco de recorréncia de quadro

clinico associado a mutacbes em homozigose de DOCK7 em futura prole do

casal.
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Paciente 4

Na primeira consulta a paciente tinha de 1 ano e 8 meses de idade foi
referida por apresentar ADNPM, hipotonia ao nascimento e surdez bilateral tipo
mista. A paciente tem cari6tipo normal. Os pais da paciente, identificada como IV-
11 (seta), s@o primos de 1° grau com histérico de um aborto espontaneo, como

ilustrado no heredograma abaixo (figura 12).

Figura 12: Heredograma da familia da paciente 4, identificada pela seta (individuo 1V-11), filha de
primos em primeiro grau.

Na analise do sequenciamento de exoma foi identificada uma variante
potencialmente relacionada ao quadro clinico, em heterozigose do tipo nonsense
no éxon 46 de 62 do gene DNAH3 (OMIM*603334), localizado em 16p12.3
(HGVS: DNAH3(NM _017539.2):c.6729C>A(p.Tyr2243Ter)). A variante foi
classificada como VUS segundo os critérios PM2 da ACMG. A imagem abaixo
(figura 13) representa a regiao da variante no arquivo BAM do exoma, e mostra a

substituicdo da base em heterozigose no gene DNAH3.
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Figura 13: Imagem no arquivo BAM do sequenciamento de parte do gene DNAH3 da Paciente 4,
mostrando o nucleotideo timina (T) em 56% dos reads (heterozigose) (coluna azul) na posigao que
seria uma guanina (G).

O gene DNAH3 esta associado a ciliogénese, pertence a familia das
dineinas, cujos membros codificam grandes proteinas que sdo constituintes do
complexo de proteinas motoras associadas aos microtubulos e expresso
principalmente nos testiculos e pulmdes (Jarveld et al.,, 2021). Tem descricao
OMIM*603334 sem condicdo relacionada, ndo é intolerante a perda de funcéo
génica segundo o gnomAD utilizando o valor Pli (pLI = 0), embora a razéo
observado/esperado seja igual a 0,62, indicando alguma intolerancia. No sysID ha
referéncia de heranca autossdomica dominante e recessiva relacionadas a DI, e
estudos recentes em familias consanguineas com DI foram identificadas variantes
herdadas e de novo no gene DNAH3, sendo considerado um potencial gene

candidato para DI (Jarvela et al., 2021; Kahrizi et al., 2018).

Para avaliacdo da segregacdo da variante na familia, foi realizado o

sequenciamento Sanger, como demonstrado abaixo (figura 14).
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Figura 14: Imagem do eletroferograma da regido do éxon 46 do gene DNAH3 demonstrando a
variante ¢.6729C>A em heterozigose no paciente e em sua mae.

Os resultados evidenciam que a variante observada na paciente € de
heranca materna, e sua mae é clinicamente normal. Portanto, a variante
permanece como VUS, apenas considerando a possibilidade remota da variante

ter penetrancia incompleta.

Paciente 5

Paciente do sexo masculino com 3 anos e 4 meses na primeira consulta e
atualmente com 10 anos de idade, apresentando DI, transtorno do espectro autista
(TEA), epilepsia, fenda palatina, cardiopatia complexa, micropénis e manchas
café-com-leite. No heredograma (figura 15) se observa possivel consanguinidade

dos avOos maternos do paciente em questdo (seta, individuo 1V.8) e
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consanguinidade (primos em 1° grau) dos genitores; ha outros casos de

dificuldade de aprendizado na familia, entre outras enfermidades.
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Figura 15: Heredograma do Paciente 5 identificado pela seta (individuo 1V-8), filho de primos em
primeiro grau. D¢ degenerativa = Doenca degenerativa; Probl. Respiratério = Problema
respiratorio.

No sequenciamento de exoma do DNA do paciente foi identificada uma
variante em heterozigose do tipo missense mapeada no éxon 24 dos 27 existentes
no gene KMT2E (OMIM*608444), localizado na citobanda 7¢22.3 (HGVS:
KMT2E(NM_182931.3):c.3794G>A (p.Serl265Asn)). A variante foi classificada
como VUS segundo os critérios PP2 e PP3 da ACMG. A imagem abaixo (figura
16) representa a regido da variante no arquivo BAM do exoma e mostra a

substituicdo da base em heterozigose no gene KMT2E.
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Figura 16: Imagem no arquivo BAM do sequenciamento do gene KMT2E do Paciente 5,
mostrando a presenc¢a do nucleotideo adenina (A) em 43% dos reads (heterozigose) (linha rosa)
na posi¢ao que seria uma guanina (G).

Esse gene é altamente conservado entre as espécies e codifica uma
enzima da familia metiltransferase 2 envolvida na regulacdo da transcricdo de
varios genes através de metilacdo e remodelacdo da cromatina. (Zhang et al.,
2017). A evidéncia funcional sugere que a proteina KMT2E é capaz de reconhecer
e se ligar seletivamente as histonas metiladas, onde pode regular a ligacdo do
fator de transcricdo ou de outra forma regular a transcri¢édo, estando envolvida na
progressdo do ciclo celular, estabilidade genbmica, hematopoiese e
espermatogénese, porém sua funcéo precisa permanece obscura (Li et al., 2021;
Velmans et al., 2021).

Alteracbes no gene KMT2E estdo relacionados a Sindrome O'Donnell-
Luria-Rodan (ODLURO) (OMIM#618512), descrita recentemente, em 2019, com
heranga autossémica dominante e sinais clinicos com inicio na infancia de atraso
global do desenvolvimento, TEA, convulséo; na maioria dos afetados, a variante
€ de novo. Estudos avaliando variantes em heterozigose com provavel perda de
funcdo da proteina, devido ao truncamento da proteina, foram observadas em 38

pacientes com fendtipo recorrente de DI geralmente leve, macrocefalia, TEA e
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epilepsia. Foi observado um fenotipo mais grave em pacientes com alteracées
missense em comparagao com pacientes com variantes de truncamento do gene,
sugerindo que as variantes missense em KMTZ2E tenham um efeito de ganho de
funcéo, porém mais dados sdo necessarios (O’Donnell-Luria et al., 2019).

Velmans e colaboradores (2021) descreveram um espectro fenotipico da
Sindrome O'Donnell-Luria-Rodan em 18 pacientes e, entre as caracteristicas
citadas, foram observados: maior prevaléncia em homens (78%), caracteristicas
neuroldgicas como DI (50%), atraso motor (72%), atraso da fala (94%),
macrocefalia (56%), testa larga (59%) e bochechas cheias (53%).

Camundongos com deficiéncia de kmt2e ndo apresentam fenoétipo
neurolégico, apenas retardo de crescimento, aumento de mortalidade e
hematopoiese prejudicada (Black et al., 2012).

Li e colaboradores (2021) relataram uma menina de 5 meses com ADNPM,
convulsbes, hipotonia, microcefalia, falha de crescimento, atraso de
desenvolvimento e mancha café-com-leite. Através da analise de sequenciamento
de exoma foi identificada uma variante missense classificada como provavelmente
patogénica. Em outro caso descrito de um menino de 5 anos de idade, com atraso
global do desenvolvimento, autismo e DI leve e episddios de convulsdo, foi
identificada uma variante de novo sindnima em sitio de splicing alternativo,
resultando em uma proteina de isoforma anormal, classificada como
provavelmente patogénica (Li et al., 2021). Outro estudo relata dois casos com
variantes missense e quadro clinico de atraso global do desenvolvimento, TEA,
convulsdes, hipotonia, microcefalia e dismorfismos faciais (Sharawat et al., 2020).

Para avaliar a segregacao da variante ¢.3794G>A na familia, foi realizado

0 sequenciamento Sanger. A variante foi herdada da méae, clinicamente normal.
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Portanto, a variante permanece como VUS e néo foi considerada a causa do

fendtipo (figura 17).

AT A AC T C
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Figura 17: Imagem do eletroferograma da regido do éxon 24 do gene KMT2E demonstrando a
variante ¢.3794G>A (ou C>T) em heterozigose no paciente e em sua mae.
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7. Discussao e Conclusodes

A consanguinidade € um fator importante na manifestacdo de condicfes
autossOmicas recessivas raras, como resultado de ambos genitores serem
potencialmente heterozigotos para as mesmas Vvariantes deletérias
recessivas por ancestralidade comum. Em particular, a etiologia genética das DI
vem sendo investigada em diversos estudos em populacdes que apresentam alta
frequéncia de casamentos consanguineos, onde 50 a 70% dos pacientes com DI
sindrébmica e/ou ndo sindrbmica apresentam variantes causais em homozigose
para genes ja conhecidos e genes candidatos para DI (Najmabadi et al., 2011,
Alazami et al., 2015; Harripaul R et al., 2017; Reuter et al., 2017; Riazuddin et al.,
2017; Hu et al., 2018).

Neste projeto, o exoma dos cinco pacientes com DI, filhos de casais
consanguineos, foi analisado e as variantes clinicamente relevantes foram
identificadas e avaliadas com relacdo ao potencial impacto fenotipico.

Em trés pacientes a andlise do exoma néo foi conclusiva. As variantes de
significado incerto (VUS) foram encontradas nos genes ATAD3A, DYNC1H1,
DNAH3 e KMT2E. Os genes ATAD3A e DYNC1H1 apresentam funcdes
relacionadas ao neurodesenvolvimento, e as principais caracteristicas descritas
nas condicdes OMIM causadas por variantes nesses genes nao foram observadas
no paciente estudado. O gene DNAH3 possui participacdo na ciliogénese e nao
tem ainda condicdo OMIM descrita, porém é considerado um gene candidato para
o fendtipo de DI. O gene KMT2E com funcédo de regulacdo transcricional de
diversos genes possui condicdo OMIM recentemente descrita cursando com DI,
epilepsia e TEA, caracteristicas presentes no paciente em investigacdo, porém a

variante génica foi herdada da mae, que ndo apresenta o fendtipo. Todas as
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variantes foram excluidas como candidatas a causar os fenétipos apds os estudos
de segregacao, que mostraram a presenca das variantes em um dos genitores,
clinicamente normais.

Variantes patogénicas foram identificadas em dois pacientes, afetando os
genes MTFMT e DOCK7, com participagdo no metabolismo mitocondrial e com
funcdo importante na neurogénese, respectivamente. Estes pacientes
apresentam fenotipos compativeis aos descritos nas condicdes OMIM
relacionadas, que incluem ADNPM, DI, quadros convulsivos, dismorfias e outras
caracteristicas especificas de cada gene. Ambas as variantes patogénicas
identificadas ocorreram em homozigose, conferindo um risco de recorréncia de
25% para futura prole de seus genitores, considerando o quadro clinico associado
aos genes. Nesses casos, 0s quadros clinicos estdo certamente associados a
presenca de consanguinidade entre os genitores.

Estudos de genbmica clinica relatam taxa de diagndstico molecular de
doencgas monogénicas entre 40% e 60% dos casos (Field et al., 2021). Recentes
estudos confirmam essa taxa de diagndstico molecular, através de andlise de
exoma, obtidos para casos de DI em familias consanguineas (Rasheed et al.,
2021; Tagkiran et al., 2021). Nossos resultados demonstram uma taxa de 2/5, ou
seja, aproximadamente 40% dos pacientes investigados com diagnostico
molecular para a DI, embora o nimero seja muito pequeno para ter significado
estatistico.

Os casos ndo conclusivos podem apresentar alteracfes genéticas nao
identificadas pelo exoma. que nesse estudo focou na identificacdo de variantes
em genes codificadores, em particular naqueles presentes em regifes

homozigodticas (Rasheed et al., 2021). Alteracdes cromossdmicas, microscopicas
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e submicroscépicas sdo uma causa possivel (Milani et al., 2021), previamente
excluidas nessa coorte. Causas nao identificaveis pelo sequenciamento do exoma
incluem variantes ndo codificantes que afetam a regulacdo ou splicing génico
(Field et al., 2021), expansdo de repeticbes curtas em tandem (short tandem
repeats - STRs) (Malik et al., 2021), mecanismos epigenéticos (Tseng et al., 2021),
entre outros mecanismos que podem explicar a falta de um diagnéstico genético.

Avaliando a consanguinidade e os riscos de doencas recessivas, ALAbdi e
colaboradores (ALADbdi et al., 2021), estimaram em 3% o risco residual de duas
ou mais doencas recessivas ocorrem a cada filho(a) de casal consanguineo, além
do risco de recorréncia de uma doencga recessiva previamente documentada em
familias consanguineas. Outros estudos que corroboram esse achado séo Monies
e colaboradores (2017) e Mor-Shaked e colaboradores (2021), que demonstraram
gue 10% dos casais consanguineos compartilham variantes classificadas como
patogénica ou provavelmente patogénica diferentes da variante observada em
seu filho(a) afetado(a), sendo recomendado a realizagdo de sequenciamento do
exoma/genoma de casais consanguineos, investigando nao apenas variantes ja
conhecida na familia.

O risco de ocorréncia da prole de um casal consanguineo ser afetada por
alguma condicdo genética é estimada em 6% (Bittles, 2013); quando uma variante
ja foi identificada na familia, h4 que considerar mais o risco de recorréncia da
variante identificada e adicional de 3% de risco de ocorréncia de duas ou mais
condicOes recessivas que podem ser transmitidas. Assim, no Aconselhamento
Genético para 0s casais consanguineos € possivel conferir um risco real para a

futura prole baseado nos resultados de exoma do trio (filho(a) afetado(a) e
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genitores), bem como oferecer ao casal opc¢bes reprodutivas, protocolos de

triagem e instru¢gbes de acompanhamento e tratamento do paciente indice.
Nosso estudo, embora modesto, ilustra que a consanguinidade deve

desempenhar papel importante revelando novas variantes e genes DIAR também

na investigacao de casos isolados.
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8. Resumo

Estima-se que entre 2 e 3% da populacdo mundial apresente deficiéncia
intelectual e suas formas mais severas sdo geralmente decorrentes de anomalias
cromossOmicas ou defeitos em genes especificos. Defeitos em genes autossdémicos
recessivos séo considerados responsaveis por 3% dos casos de deficiéncia intelectual
idiopatica (DIAR). Pesquisas voltadas para este tipo de variacdo hereditaria através de
estudos de ligagdo com mapeamento de regides em homozigose em familias
consanguineas contribuiram muito para o avango de estudos de genes relacionados a
DIAR. No entanto, a heterogeneidade etiologica torna a correlacdo fendétipo-gendtipo
dificil. O nimero de genes relacionados a DI cresce constantemente e até o momento
2.841 genes primarios e candidatos ja foram identificados, no entanto, estima-se que
somente para DIAR existam cerca de 3 mil genes.

Por meio do sequenciamento de exoma completo, este projeto propods identificar
a etiologia da DI em 5 individuos filhos de casamentos consanguineos. O diagndstico e
conhecimento da causa genética da deficiéncia intelectual permitem identificar
portadores na familia, estimar risco de recorréncia e eventualmente oferecer diagnéstico
pré-natal. Além do beneficio para as familias estudadas com identificacdo de variantes
sabidamente patogénicas nos pacientes, este projeto identificou novas variantes em

genes ja descritos e, eventualmente, um novo gene relacionado a DI.
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9. Abstract

It is estimated that between 2 and 3% of the world population has intellectual
disability and most severe forms of that condition are usually due to chromosomal
anomalies or damaged in specific genes. Damages in autosomal recessive genes are
considered responsible for 3% of cases of idiopathic intellectual disability (ARID).
Research focused on this type of hereditary variation through linkage studies with
mapping of regions in homozygosity in consanguineous families has a strong contribution
to the advancement of studies of genes related to ARID. However, the etiological
heterogeneity makes the phenotype-genotype correlation difficult. The number of genes
related to DI is constantly rising and so far 2,841 primary and candidate genes have been
identified, however, it is estimated that there are around 3,000 genes for ARID.

Through whole-exome sequencing, this project proposed to identify the etiology of
ID in 5 individuals born of consanguineous marriages. The diagnosis and knowledge of
the genetic cause of intellectual disability make it possible to identify carriers in the family,
estimate the risk of recurrence and eventually offer prenatal diagnosis. In addition to the
benefit for the families studied with the identification of known pathogenic variants in
patients, this project identified new variants in genes already described and eventually, a

new gene related to ID.
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