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RESUMO

A Deficiéncia Intelectual (DI) ¢ uma condicao clinica complexa e heterogénea que afeta cerca
de 1 a 3% de criangas e adolescentes em todo o mundo, ¢ que pode ser causada por uma
variedade de fatores ambientais e/ou genéticos. H4 uma diversidade de variantes genéticas
humanas ja identificadas para a DI, desde variantes pequenas a variantes estruturais maiores
que afetam milhares a milhdes de nucleotideos. O caridtipo por bandeamento GTG e a analise
cromossomica por microarray (CMA) sdo frequentemente usados para identificar as causas
genéticas da DI, especialmente, nos casos em que a avaliagdo clinica indica a forma sindrémica
da DI. O uso de tecnologias de sequenciamento de nova geragdo para o diagndstico genético
da DI, permitiu ampliar a detec¢do de novas mutacdes e novos genes associados a DI. O
objetivo desse estudo foi realizar o sequenciamento total de exoma com analise por painéis de
genes para deficiéncia intelectual, em pacientes que apresentaram caridtipo sem alteragdes
estruturais € ou numéricas € ndo apresentaram variagdes no numero de codpias (CNVS)
patogénicas na CMA. Foi avaliado no estudo uma coorte retrospectiva com 369 pacientes de
ambos os sexos com indicacgao clinica de DI e/ou atraso global do desenvolvimento. Foram
coletadas amostras de sangue periférico para a realizacdo das andlises citogenéticas e do
sequenciamento genético. O bandeamento GTG foi realizado para todos os pacientes seguindo
o protocolo padrdao. A CMA foi realizada para os pacientes que ndo apresentaram alteracdes
estruturais e/ou numéricas no cariotipo. O DNA gendmico foi isolado dos pacientes e de seus
pais biologicos afim de determinar origem das CNVs encontradas. Os casos que ndo receberam
diagnostico apos a realizagao do cariotipo e CMA, foram encaminhados para o sequenciamento
de exoma com andlise por painel de genes para deficiéncia intelectual que englobava 1.252
genes. Com o cariotipo foi possivel a identificacdo de alteragdes cromossdmicas em 34,7%
(128/369) dos pacientes. A CMA foi realizada em 83 pacientes que apresentaram resultados
sem alterag@o no cariotipo (46,XX ou 46,XY) apresentando uma taxa de diagnodstico de 21,7%
(18/83). O sequenciamento de exoma para genes alvo foi realizado em 19 trios de familias que
apresentaram resultados negativos nas metodologias anteriores. A analise do painel de genes
em dados do exoma, identificou mutacdes em 63,1% (12/19) dos casos, dos quais 75% (9/12)
eram variantes patogénicas, 8,3% (1/12) provavelmente patogénica e em 16,7% (2/2) VUS. Do
total das variantes identificadas, 75% (9/12) eram mutagdes de novo e 25% (3/12) apresentavam
mutagoes herdadas de pais saudaveis. As variantes mais prevalentes foram mutacdes to tipo

missense (66,7%) seguidas por mutacdes do tipo nonsense 16,7%), frameshift (8,3%) e CNV



de perda (8,3%). Com as trés metodologias aplicadas foi possivel identificar as causas genéticas
da DI em 42,3% (156/369) dos pacientes. Em conclusao, nossos resultados mostram diferentes
metodologias que podem ser usadas para o diagnostico genético da DI e que o sequenciamento
de exoma com andlise por painel de genes, fornece uma eficiente estratégica de diagndstico

quando combinada com rastreamento clinico e laboratorial.

Palavras-Chaves: Taxa de diagndstico. Sequenciamento. CMA.



ABSTRACT

Intellectual Disability (ID) is a complex and heterogeneous clinical condition that affects about
1 to 3% of children and adolescents worldwide, and that can be caused by a variety of
environmental and/or genetic factors. There are a variety of human genetic variants already
identified for ID, from small variants to larger structural variants that affect thousands to
millions of nucleotides. GTG banding karyotyping and microarray chromosome analysis
(CMA) are often used to identify the genetic causes of ID, especially in cases Where the clinical
evaluation indicates the syndromic form of ID. The use of next generation sequencing
technologies for the diagnosis of ID has made it possible to expand the detection of new
mutations and new genes associated with ID. The aim of this study was to perform total exome
sequencing with gene panel analysis for intellectual disability, in patients who presented
karyotype without structural and/or numerical alterations and did not present pathogenic copy
number variations (CNVS) in the CMA. A retrospective cohort of 369 patients of both sexes
with clinical indications of DI and/or global developmental delay was evaluated in the study.
Peripheral blood samples were collected to perform cytogenetic analysis and gene sequencing.
GTG banding was performed for all patients following the standard protocol. CMA was
performed for patients who did not present structural and/or numerical alterations in the
karyotype. Genomic DNA was isolated from patients and their biological parents in order to
determine the origin of the CNVs found. Cases that were not diagnosed after performing the
karyotype and CMA were referred for exome sequencing with gene panel analysis for
intellectual disability, which encompassed 1,252 genes. With the karyotype, it was possible to
identify chromosomal alterations in 34.7% (128/369) of the patients. CMA was performed in
83 patients who had results with no alterations in karyotype (46,XX or 46,XY) with a diagnosis
rate of 21.7% (18/83). Exome sequencing for target genes was performed in 19 trios of families
that had negative results in previous methodologies. Gene panel analysis of exome data
identified mutations in 63.1% (12/19) of cases, of which 75% (9/12) were pathogenic variants,
8.3% (1/12) probably pathogenic and in 16.7% (2/2) VUS. Of the total variants identified, 75%
(9/12) were de novo mutations and 25% (3/12) had mutations inherited from healthy parents.
The most prevalent variants were missense-type mutations (66.7%) followed by nonsense-type
mutations 16.7%), frameshift (8.3%) and loss CNV (8.3%). With the three methodologies
applied, it was possible to identify the genetic causes of ID in 42.3% (156/369) of the patients.

In conclusion, our results show different methodologies that can be used for the genetic



diagnosis of ID and that exome sequencing with gene panel analysis provides an efficient

diagnostic strategy when combined with clinical and laboratory screening.

Keywords: Yield Diagnostic. Sequencing. CMA.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1. DEFINICAO E PREVALENCIA DA DEFICIENCIA INTELECTUAL E
ATRASO GLOBAL DO DESENVOLVIMENTO

O termo Deficiéncia Intelectual (DI) surgiu no inicio do século XXI e sofreu ao
longo dos anos influéncias historicas, médica, juridica, psicologica, sociologica,
antropologica e pedagogica (SOUZA, 2011). Previamente a denominacdo atual, foram
usadas diversas terminologias que atualmente sdo consideradas pejorativas e que foram
gradualmente substituidas pelo termo DI. Estas denominag¢des incluiam: retardado
mental, deficiéncia mental, idiotia, imbecilidade, debilidade mental, dentre outros
(BEZERRA et al., 2015).

A Associagdo Americana de Deficiéncia Intelectual e de Desenvolvimento —
American Association on Intellectual and Developmental Disabilities (AAIDD) — define
a DI como uma desordem que se inicia antes dos 18 anos de idade e que resulta em
limitagdes nas capacidades mentais gerais, raciocinio, logica (funcionamento intelectual)
e prejuizos nas habilidades sociais, conceituais e atividades didrias (comportamento
adaptativo) das pessoas (AAIDD, 2021).

J&4 para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a DI ¢ um sinal tipico de
transtornos do neurodesenvolvimento que tem origem na infincia e persiste por toda a
vida. E caracterizada por uma diminui¢do do funcionamento cognitivo e do
comportamento adaptativo levando a incapacidade de adaptacdo para com as atividades
cotidianas (OMS, 2021).

A DI ¢ caracterizada por um escore do Quociente de Inteligéncia (QI) menor ou
igual a 70 e por comprometimento cognitivo (aprendizado e raciocinio) e dificuldades
com comportamentos adaptativos (atividades do dia a dia, comunicagdo) que surgem
antes dos 18 anos de idade (KAUFMAN; AYUB; VINCENT, 2010; VASUDEVAN ¢
SURI., 2017). E considerada uma desordem cronica que pode ocorrer com outros
transtornos do neurodesenvolvimento, como por exemplo autismo, déficit de atencgdo e
hiperatividade, depressdo e, frequentemente, pode estar associada como parte de
sindromes de malformagdes que afeta outros orgaos e fungdes (CHIURAZZI e PIROZZI.,
2016).

As primeiras indicagdes da DI podem ocorrer na primeira infancia. Porém, o
diagnostico clinico s6 € possivel acima dos 5 anos de idade, quando os testes de QI podem

ser aplicados e os resultados avaliados de forma confidvel (STOJANOVIC et al., 2020).



Antes dos 5 anos de idade, quando se tem um atraso significativo em 2 ou mais dominios
(cognitivo, motor, linguagem e comunicagdo, social e emocional), o termo clinicamente
adequado ¢ Atraso Global do Desenvolvimento (AGD) (BROWN et al., 2020). Embora
os atrasos nos pacientes com AGD possam ser transitorios, acredita-se que dois tercos
das criangas confirmariam o diagndstico de DI ap6s os 5 anos de idade (PURUGGANAN,
2018).

Em todo o mundo cerca de 1 a 3 % das criangas e adolescentes sdo afetadas pela
deficiéncia intelectual cujas causas podem ser ambientais, genéticas e/ou multifatoriais
(PREIKgAITIENE etal.,2016; WANG et al., 2019; BRUEL et al., 2020). A DI possui
uma alta prevaléncia em paises de baixa renda o que pode ser explicado por uma satde
publica precaria e dependendo da cultura, um maior indice de consanguinidade parental,
desnutricdo materna e pré-natal inadequado (CARNEIRO, 2016; CHIURAZZI e
PIROZZI, 2020). Estima-se uma prevaléncia maior de DI em homens. A propor¢do de
homens para mulheres com a DI ¢ de 2:1 e o risco de recorréncia para uma familia que
possui uma crianga com deficiéncia intelectual grave ¢ estimado entre 3% e 9%
(MCKENZIE et al., 2016; PATEL et al., 2018).

No Brasil, segundo dados do IBGE, em uma releitura do censo de 2010, 12,7
milhdes de brasileiros possuem algum tipo de deficiéncia (visual, auditiva, intelectual e
motora). A DI tem uma prevaléncia de 0,8% na populacdo em geral, sendo que 0,5%
possui a DI desde o nascimento e os outros 0,3% adquiriu a DI devido a outros tipos de
doengas ou por acidente. A propor¢ao de homens afetados foi maior que a de mulheres
sendo de 0,9% e 0,7%, respectivamente. Na regido Centro-Oeste do Brasil, 0,7% da
populacao apresentava DI pelo censo de 2010 (PNS/IBGE, 2013; Brasil, 2019). A

proporcao de DI por regides do territorio nacional pode ser observada na Figura 1.



Figura 1. Porcentagem de pessoas com DI por regides brasileiras e a distribui¢do das pessoas
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Fonte: Adaptado do IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagao de Trabalho ¢ Rendimento, PNS, 2013.

1.2. CLASSIFICACAO E ETIOLOGIA DA DI/AGD

A quinta edicdo do Manual Diagnodstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5) ¢ um sistema criado para classificar e diagnosticar os transtornos mentais, que
define a DI por déficits intelectuais caracterizados por um QI abaixo de 70 e por déficits
adaptativos que causam prejuizo as habilidades sociais e cotidianas e que ambos tenham
inicio durante o periodo de desenvolvimento (até os 18 anos de idade). Com base no
comportamento adaptativo, o DSM-5 classifica a DI em: leve, moderada, grave e
profunda (APA., 2014; QUACH et al., 2020).

O teste de QI ¢ usado para medir o funcionamento intelectual e seus resultados
sd0 usados como um dos critérios de diagnoéstico e avaliagcdo de individuos com DI no
mundo inteiro. O escore € obtido através de testes que avaliam as capacidades cognitivas
do individuo comparadas ao seu grupo etario (BARETTO, 2015). Este teste fornece um
valor numérico que permite categorizar o individuo baseado na média da populacao geral
(100) (BULAYEVA et al., 2015). Baseado nos testes de QI, a DI pode ser dividida em
leve (55-70), moderada (40 — 55), grave (25 — 40) e profunda (<25). Porém, para estudos
epidemioldgicos se usa uma divisdo mais simples: DI leve com um QI variando de 50 a
70 e DI severa com o QI <50, sendo deficiéncia intelectual leve a mais prevalente,
acometendo cerca de 75% dos individuos reconhecidos por terem DI (CHIURAZZI e
PIROZZI, 2016, PATEL et al., 2018).



Em alguns casos, ndo ¢ possivel realizar a avaliagdo da gravidade da deficiéncia
intelectual por testes padronizados. Nesses casos, entdo, o diagnostico € realizado com
base em andlises e achados clinicos. Nos casos quando ndo se consegue determinar a
gravidade ou esta pode evoluir ao longo do tempo, o diagnostico clinico da DI ¢é feito sem
especificar o grau da gravidade (PATEL et al., 2018).

Clinicamente, a DI pode ser classificada como sindromica quando o paciente
apresenta outras manifestacdes clinicas além da DI (caracteristicas dismorficas,
neurologicas ou sistémicas) e DI ndo sindromica quando ndo hé presenca de outros sinais
clinicos (CARNEIRO, 2016; IBARLUZEA et al., 2020). Apesar das suas diferengas
clinicas, as DI sindrémica e ndo sindromica compartilham caracteristicas neurologicas
comuns como: autismo, epilepsia, transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade e
anomalias comportamentais (AGHA et al., 2014; POWIS e OLIVER, 2014).

A DI ¢ uma condicao clinica complexa e heterogénea e que pode ser causada por
fatores genéticos, ambientais ou multifatoriais (REDIN et al., 2014). As causas
ambientais podem incluir complicagdes ao nascimento como asfixia perinatal, hipdxia,
traumas e problemas sociais que afetam o complexo materno-fetal como o consumo
abusivo de alcool, tabaco, de drogas licitas e ilicitas, desnutricdo materna etc. (PURI,
TUTEJA e VERMA, 2016). Alguns outros fatores como infecgdes congénitas e doengas
infecciosas, incluindo meningite, sarampo, rubéola, toxoplasmose e citomegalovirus,
podem prejudicar o desenvolvimento intelectual resultando em DI (ARMATAS, 2009;
KARAM et al., 2015). Recentemente, infecgdes congénitas causadas pelo Zica virus tém
sido associadas com casos de microcefalia e outras anormalidades cerebrais em recém-
nascidos, que provavelmente podem levar a DI (PURUGGANAN, 2018).

A deficiéncia intelectual leve normalmente estd relacionada com causas
multifatoriais associadas a fatores ambientais externos como o nivel de educagao materna,
acesso a educacao e a saude basica, podendo resultar em déficits intelectuais e adaptativos
(TOMAC et al., 2017; MELO, 2018). Ja a DI grave, sugerem-se que a grande maioria
dos casos estdo associados as causas genéticas como doengas monogénicas ou anomalias
cromossdmicas (MILLER et al., 2010; RODRIGUEZ-REVENGA et al., 2013;
ROSENBERG et al., 2006).

As causas genéticas da DI podem incluir alteragdes cromossdmicas microscopicas
ou submicroscopicas, CNVs — copy numbers variants — e mutagdes génicas (HAN et al.,
2018; ASPROMONTE et al.,2019; DELUCA et al., 2020). As anomalias cromossomicas

numéricas ou estruturais respondem por cerca de 12% a 15% dos casos de DI, sendo a



Sindrome de Down (OMIM190685) a mais comum. Sindromes causadas por
microdele¢des como Sindrome de Prader-Willi (OMIM176270) — delecdao paterna em
15q11.2, Sindrome de Angelman (OMIM105830) — delecdo materna em 15q11.2,
Sindrome de Williams-Beuren (OMIM194050) — delegao 7q11.2, Sindrome DiGeorge ou
da dele¢do de 22q (OMIM188400) — delecao em 22ql1 e Sindrome de Smith-Magenis
(OMIM182290) — dele¢@ao em 17p11.2 — respondem por 5% dos casos de DI (PURI et
al., 2016). J& alteragdes monogénicas podem ser responsaveis por cerca de 10% dos
individuos com DI, destacando nesse grupo a Sindrome do X Fragil (OMIM300624), que
¢ responsavel por cerca de 5% desses casos (MELO et al., 2018; WANG et al., 2019).

Alteragdes cromossomicas € mutagdes em genes ja associados a DI podem
explicar o distirbio na metade dos pacientes e as anormalidades cromossOmicas e
disrupcdes génicas contribuem para as diferentes formas de DI colaborando para a sua
diversidade fenotipica (NAJMABADI et al., 2011), sugerindo que muito desses genes
distribuidos pelos cromossomos tem a sua func¢do ligada ao desenvolvimento cerebral
e/ou fungdes neuroldgicas (YAMAMOTO et al., 2019).

O diagnostico genético da DI se iniciou com a descoberta do cromossomo 21 extra
na Sindrome de Down (SD) e um cromossomo X marcador para a Sindrome do X-Fragil
(VISSERS et al,, 2016). A Sindrome de Down ¢ a causa mais comum da deficiéncia
intelectual, causada por uma alteragdo cromossomica numérica na qual se observa
microscopicamente o cromossomo 21 em trissomia. Em 95% dos casos, a SD ¢ causada
pela trissomia livre do cromossomo 21, em 4% a 5% dos casos por transloca¢des ndo
balanceadas envolvendo o cromossomo 21 e outro cromossomo, geralmente o
cromossomo 14, e em cerca de 1% ¢ atribuido a casos de mosaicismo. A prevaléncia da
SD ¢ influenciada pela idade materna na concepgdo e ocorre em 1 em 800 nascimentos
em todo o mundo. No Brasil, estima-se que a cada 700 nascimentos 1 ¢ portador da
Sindrome de Down totalizando em torno de 270 mil pessoas com a sindrome no pais
(PURUGGANAN., 2018; ANTONARAKIS et al., 2020; BULL., 2020; FBASD., 2021).

A Sindrome do X-Fragil ¢ a causa mais comum de deficiéncia intelectual
masculina transmitida maternalmente, que se manifesta como uma condi¢do dominante
com expressividade variavel e penetrancia incompleta. E responsavel por cerca de 0,5%
a 1,2% dos casos de DI ¢ afeta cerca de 1:5.000 mil homens (VISSERS et al., 2016).
Causada por uma expansdo da repeti¢do de uma sequéncia de trinucleotideos CGG na
regido promotora do gene FMRI- Fragile X-linked Mental Retardation Type 1. Quando

a expansao de trinucleotideos ultrapassa 200 repeticdes CGG a proteina FMRP deixa de
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ser produzida nas células. Apesar da sua incidéncia ser mais comum em homens, pode
ser diagnosticada em mulheres de forma mais branda (PURI et al., 2016;
PURUGGANAN., 2018; BUENO et al., 2019; TEJADA et al., 2020).

A deficiéncia intelectual ligada ao X ¢ uma desordem fenotipicamente e
geneticamente heterogénea, que ocorre predominantemente em homens, podendo ser
classificada em sindromica ou nao sindromica (MUTHUSAMY et al., 2017;
SCHWARTZ ¢ BOCCUTO., 2016). Devido a alta prevaléncia de DI em pacientes do
sexo masculino, por muito tempo o cromossomo X esteve associado a DI, resultando na
identificagdo de >150 genes ligados a DI nesse cromossomo (CHIURAZZI e PIROZZI.,
2020; DELUCA et al., 2020). Essas pesquisas também revelaram que somente cerca de
10-12% da DI nos homens afetados ¢ devido a alteragcdes no cromossomo X, enquanto os
demais casos podem ser causados por defeitos genéticos nos cromossomos autossomicos
e igualmente devido a efeitos ambientais adversos (HARRIPAUL et al., 2017).

A DI autossdmica dominante ¢ causada por mutacdes heterozigéticas, ou seja,
quando um individuo ¢ portador de um alelo mutante e um alelo normal em um
determinado gene (ILYAS et al, 2020). Em sua grande maioria, as mutacdes
heterozigdticas podem ser explicadas por mutacdes de novo, as quais respondem por cerca
de 55% dos casos de DI grave (VISSERS et al.,2016; STOJANOVIC et al., 2020).

A DI autossomica recessiva inclui um grupo de doengas geneticamente
heterogéneas que podem ocorrer de forma sindromica ou ndo sindromica e estima-se a
existéncia de cerca de 400 genes relacionados a DI autossomica recessiva. Acredita-se
que essa quantidade de genes ¢ subestimada e ha necessidade de mais pesquisas voltadas
para DI recessiva a fim de compreender a fisiopatologia e a patogenicidade envolvida
nessas condigdes (REUTER et al., 2017; ILYAS et al., 2020). Variantes autossomicas
recessivas tem importdncia na etiologia da DI pois podem permanecer ocultas na
populacao na forma heterozigdtica. Estima-se que em 13% - 24% dos casos de DI, mesmo
em populagdes ndo consanguineas, sao devidos a causas autossOmicas recessivas

(HARRIPAUL et al., 2018).

1.3. TESTES GENETICOS RECOMENDADOS PARA DI/AGD

Os pacientes com atraso global de desenvolvimento ou DI, Transtorno do Espectro

Autista (TEA) e anomalias congénitas multiplas (ACM) tem uma alta prevaléncia na
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populacdo mundial. Um diagnoéstico etioldgico definitivo ¢ de grande importancia pois
pode-se melhorar a eficacia do tratamento e a qualidade de vida dos afetados, um melhor
controle dos sintomas e aten¢do as complicagdes ja conhecidas. Além de oportunizar o
aconselhamento genético adequado para a familia. As novas tecnologias possibilitaram a
identificacdo de novos genes relacionados com a DI/AGD, resultando em um aumento na
taxa de rendimento diagnostico dos testes genéticos fazendo com que mais de 800 genes
sejam reconhecidos por estarem envolvidos na patogénese das DI sindromica e nao
sindromica (LIAO et al., 2019).

A citogenética por bandeamento GTG, por mais de 35 anos, foi o padrao ouro na
deteccdo de anomalias cromossdmicas em pacientes com DI/AGD. A andlise por
bandeamento GTG era realizada em todos os casos que apresentam dimorfismos faciais
ou caracteristicas fenotipicas de alguma desordem cromossdmica permitindo a detec¢do
de alteracdes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais com uma resolugdo maior que 5
a 10 Mb. O caridtipo possui uma taxa de diagnostico em torno de 3% a 15% dos casos de
DI ou AGD. Devido a sua capacidade de resolucgdo, o cariotipo ndo € util na detecgdo de
microdele¢des e microduplicacdes frequentemente envolvidas com a etiologia da DI e do
AGD (PURI et al., 2016; REIS, 2017; WANG et al., 2019).

Mais de 80% das alteracdes cromossdmicas encontradas na DI sdo
submicroscopicas e ndo detectadas pelo caridtipo. O desenvolvimento de novas técnicas
como a CMA — Chromosomal Microarray Analysis — representou uma integracao entre
as técnicas de caridtipo por bandeamento GTG e técnicas moleculares. A CMA foi
recomendada como teste de diagnostico de primeira escolha para pacientes com DI, AGD,
TEA e/ou ACM devido a sua capacidade em detectar variagdo no numero de copias
(ESPECHE et al., 2020; KIM et al., 2019; PFUNDT et al., 2017, SANSOVIC et al.,
2017).

CNVs detectadas na CMA sdo pequenos segmentos de DNA presentes no genoma
com tamanhos que variam de 50pb a até megabases e podem ocorrer por meio de delecdes
ou duplicagdes segmentais e serem herdadas ou de novo (BASS e SKUSE, 2018;
DHARMADHIKARI et al., 2019; ILYAS et al., 2020; PFUNDT et al., 2017). A
importancia clinica das CNVs ¢ determinada por padrdes de heranga, tamanho da CNV
encontrada, a quantidade de genes deletados ou duplicados, consequéncia funcional da
interrupg¢do do gene e a presenca da CNV em bancos de dados de populagdes saudaveis

(WOLFE et al.,2017).
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As CNVs sao classificadas de acordo com os consensos propostos por Miller et
al. (2010), Battaglia et al. (2013), pelas diretrizes do Colégio Americano de Genética
Meédica (ACMG) — American College of Medical Genetics (KEARNEY et al., 2011) e
pelas diretrizes Europeias para analise citogendmica constitucional (SILVA et al., 2019),
atualizadas por Riggs ef al. (2020). No geral, sdo classificadas como patogénicas,
provavelmente patogénicas, variantes de significado clinico incerto (VUS — Variant of
Uncertain Significance), provavelmente benignas e benignas (RAMOS-FUENTES et al.,
2020).

A taxa de diagnostico do CMA varia entre 10% a 20% dos casos de DI/AGD
(KAMATH et al.,2020). Pereira et al. (2014) realizaram CMA para 15 trios de familias
com indicagdo clinica de DI/AGD no Brasil Central. Uma triagem inicial com caridtipo
foi realizada e ndo foram detectadas alteracdes numéricas ou estruturais e com a CMA
identificaram CNVs patogénicas em 22% dos casos sendo possivel identificar a etiologia
da DI nesses pacientes. Ja Chaves et al. (2019), estudando 420 pacientes com DI/AGD
no Sul do Brasil, identificou 96 CNVs patogénicas em 18% dos individuos.

Apesar da alta taxa de diagnostico para DI, a CMA possui algumas limitagdes
como a incapacidade em detectar translocacdes balanceadas, mutagdes pontuais,
variagoes de unico nucleotideo (SNVs), que também contribuem para a manifestacdo da
DI e do AGD (RAMOS-FUENTES et al., 2020; MALINOWSKI et al., 2020).

Com o advento das tecnologias de Sequenciamento de Nova Geragdo — Next
generation sequencing (NGS) — foi possivel analisar um grande niimero de genes ou até
mesmo todo o genoma em menos tempo € com um custo reduzido por corrida. O uso do
NGS na pratica clinica facilita a compreensdo dos mecanismos da doenca e permite
estabelecer diagndsticos moleculares e descobrir novos genes causativos de doencas raras
(BRUEL et al., 2020; HAN e LEE., 2020; MAHLER et al., 2019).

Com o uso do sequenciamento de nova geracdo a identificagdo de genes e
mutacdes quem levam a DI cresceu bastante nos ultimos anos e a introducdo do
sequenciamento do exoma na pratica clinica tem ajudado a identificar mutacdes
autossomicas de novo em 15% a 55% dos pacientes com DI e mutacdes bialélicas
relacionadas com DI autossomica recessiva em 25% dos casos (HARRIPAUL et al,
2017).

Atualmente as trés metodologias de NGS mais usadas no diagnéstico da DI sdo:

Sequenciamento Total do Genoma - Whole Genome Sequencing (WGS),
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Sequenciamento Total do Exoma — Whole Exome Sequencing (WES) e Sequenciamento
por painel de genes ou sequenciamento direcionado - Targeted gene panels (TGP).

WGS tem a capacidade de sequenciar todo o genoma e identificar variantes raras
nas regides entre os genes. Sua pratica ¢ mais comum em pesquisas ou em pacientes que
j& foram triados por outras metodologias de sequenciamento. O uso dessa tecnologia
permite encontrar todas as formas de variagdes gendmicas e € util na descoberta de novos
genes causativos de doengas (BASS e SKUSE, 2018). Alguns estudos relatam a
identificacdo de variantes potencialmente patogénicas em até 60% dos casos de DI
grave/profunda (GILISSEN et al., 2014; HAN e LEE, 2020).

O WES sequencia a por¢do codificadora das proteinas denominada de éxons,
correspondente a ~1% a 2% do genoma. WES frequentemente ¢ indicado aos pacientes
que apresentam fendtipos complexos sem indicativo de sindromes conhecidas, ja tiveram
um diagndstico negativo para doengas monogénicas ou anomalias cromossOmicas e
auséncia de CNVs, se tornando util na identificacdo de novas sindromes genéticas
(RICHARDSON, 2020). As vantagens do WES ¢ justamente o fato de sequenciar todo o
exoma em uma Unica corrida o que permite a analise e interpretacdo de mutacdes em
novos genes ¢ a possibilidade de reinterpretacdo conforme novas associagdes genéticas
sdo definidas. O foco em apenas uma pequena fragdo do genoma reduz os custos e diminui
a quantidade de dados gerados, quando se compara com o WGS, diminuindo assim, a
chance de achados incidentais (KUPERBERG et al., 2016; LADUCA et al, 2017).

O TGP ¢ a possibilidade de combinar uma indicacao clinica a um gene candidato,
colaborando com o entendimento das correlagdes genotipo-fenotipo associadas a cada
gene (BRUEL et al., 2020). A aplicagdo do TGP na pesquisa e para o diagnostico de
doengas clinicas permite a descoberta de variantes raras que ocorrem em baixa frequéncia
alélica e a identificagdo de mutacdes génicas semelhantes e compartilhadas em um grupo
de individuos que apresentam o fendtipo da DI (TOPPER, OBER e DAS, 2011). Além
do mais, o foco em um conjunto de genes previamente conhecidos aumenta a
sensibilidade e especificidade analitica (HAN e LEE, 2020).

Os painéis de genes especificos para a DI contém centenas de genes ja
previamente relacionados a DI e o tamanho desses painéis sdo regulados pela incidéncia
de mutacdes em genes especificos entre pacientes de uma coorte e a diversidade clinica
do grupo testado, além da infraestrutura de bioinformatica e a experiéncia clinica do

centro de diagndstico (BRUEL et al., 2020; CHIURAZZI e PIROZZI, 2020).
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As variantes genéticas podem ser classificadas baseadas nas diretrizes criadas
entre as associagdes profissionais holandesa e inglesa - Associacdo de Diagnostico
Laboratorial de Genética Clinica (VKGL) — Association of Clinical Genetic Laboratory
Diagnostics e Associacdo para Ciéncia Genética Clinica (ACGS) - Association for
Clinical Genetic Science. Essas variantes sdo classificadas em cinco classes: claramente
ndo patogénica, improvavel de ser patogénica, significado clinico incerto (VUS),
provavelmente patogénica e claramente patogénica (WALLIS et al., 2013). J4 o Colégio
Americano de Genética Médica recomenda a classificacdo das variantes em patogénica,
provavelmente patogénica, significado clinico incerto, provavelmente benigna e benigna
(RICHARDS et al., 2015).

O Sequenciamento Total do Exoma ou painel de genes possui um rendimento
diagnostico maior que o da CMA em torno de 25% a 40% dos casos (BORLOT et al.,
2019). O estudo piloto de Mahler et al. (2019) com 50 criangas com suspeita de doencas
neurologicas inespecificas na infancia, realizou o WES e obteve uma taxa de diagndstico
de 42% (21/50). Sequenciamento de exoma em trios (pai, mae e filho) ¢ de importancia
para a identificacdo dos modos de heranca bem como mutagdes novas. Estima-se a taxa
de diagnostico do WES em trio entre 13-35% para criangas com DI grave (PEKELES et
al.,2019; HARIPAUL et al., 2017).

Diversos estudos tém demonstrado uma taxa de diagnodstico para sequenciamento
de painel de genes variando entre 21% a 55% como o estudo de PEKELES et al. (2019)
no qual realizou o TGP em quatro painéis diferentes, em uma coorte de 48 pacientes e
obteve uma taxa de diagnoéstico de 21%. O estudo de Anazi et al. (2017) realizou o TGP
em 226 individuos com DI e obteve uma taxa de diagnodstico de 45%. Stojanovic et al.
(2020) realizando o TGP em 88 criangas com DI/AGD moderada ou grave com ou sem
anomalias congénitas multiplas, teve um rendimento diagnéstico de 55%. Sugerindo que
as taxas de diagnostico do TGP sdo bem proximas as do WES.

Devido a heterogeneidade clinica da DI, a determinacao da etiologia genética da
DI ¢ de grande importancia para o individuo com a condi¢do e para toda a familia. Além
da possibilidade de identificar as causas genéticas dessa condicdo, o diagndstico precoce
auxilia na previsdo do progndstico, na antecipacdo de comorbidades e permite um
aconselhamento genético mais especifico e estimativa de risco de recorréncia para os pais
¢ outros membros da familia (HAN e LEE, 2020; PEKELES et al., 2019).

Para um melhor entendimento das tecnologias de diagnostico para DI,

apresentamos no quadro 1, as comparacdes entre as metodologias citadas acima.
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Quadro 1: Comparagdes entre as metodologias de diagndstico genémico.
Metodologia Cobertut:a / Vantagem Limitacoes Taxa de diagnostico
Resolucio
- Alteragdes
cromossomicas - Baixo custo; - Necessita de células viaveis e de cultura celular;
(>5-10 MB); .o . o o o
Cariotipo -1 - Amplamente utilizado; - Baixa resolucdo; 3% -15%
- Aneuploidias ~ . . A ~ . ~ . L
. - Detecta grandes alteragdes estruturais e numéricas cromossomicas. - Nao detecta microdele¢des/microduplicagdes.
cromossomicas
- Nao detecta alteragdes balanceadas e mutagdes
- Alteragdes com ~ . e pontuais;
- > : . ~ ..
CMA >50pb Det. tféi?\l;l ggo 1ggx ma;cl)l;qu;eomc;r;gg%o Oéné tico - Baixa detecgdo de mosaicismo; 10% — 20%
- Detee § de perda ou ganho & ‘ - Possibilidade de detectar VUs.

- Nao identifica novos genes associados a um

Sequenciamento por painel
de genes ou Sequenciamento
direcionado
(TGP)

Genes de interesse

- Possui maior profundidade de cobertura nas regides de interesse;

- Custo reduzido quando comparado com o Sequenciamento de
exoma ou genoma;
- Menor risco de achados incidentais.

fenétipo;

Com a descoberta de novos genes para a mesma
condigdo, os painéis ficam desatualizados;
Analise genética restrita as regides selecionadas.

21% a 55%

Sequenciamento Total do
Exoma (WES)

Exons e regides

intronicas
flanqueadoras de todos
0s genes

- Possibilidade de identificar novos genes associados & um fenotipo.

- Abrange toda a regido codificadora;

- Identifica SNVs, Indels, variantes estruturais e CNVs em regides
codificadoras;
- Menor custo quando comparado com o0 WGS;
- Maior niimero de amostras analisadas por corrida;
- Menor quantidade de variantes genéticas identificadas e menor
quantidade de dados gerados.

- Menor cobertura quando comparado com o
sequenciamento direcionado;
- Possibilidade de identificar achados incidentais;
- Analisa somente a regido codificadora do
genoma.

25% —40%

Sequenciamento Total do
Genoma (WGS)

Toda as regides
codificantes e ndo
codificantes no
genoma humano

- Possui melhor cobertura, quando comparado ao Sequenciamento de

Exoma;
- Abrange regides nao codificantes do genoma.
- Identifica SNVs, indels, variantes estruturais e CNVs em regides
codificantes e ndo codificantes.

- Alto custo, quando comparado as outras
técnicas de NGS;
- Maior possibilidade de identificar achados
incidentais;

- Maior dificuldade na interpretagdo dos dados.

~60%

Fonte: Weise et al., 2019, Narayanan et al., 2020, Lalonde et al., 202
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2. JUSTIFICATIVA

A DI ¢ um transtorno do neurodesenvolvimento que afeta cerca de 1% a 3% de
criangas e adolescentes em todo o mundo (BRUEL et al., 2020). E uma condigio clinica
complexa e heterogénea que pode ser causada por fatores ambientais, genéticos ou
multifatorial (PREIKgAITIENE etal., 2016; WANG et al., 2019).

Devido a sua condig¢do clinica e a diversidade fenotipica, cerca de 50% dos
pacientes com DI permanecem sem um diagnostico etiolégico (BRUEL et al., 2020). O
uso de técnicas como o caridtipo por bandeamento GTG e CMA conseguem diagnosticar
cerca de 15% e 20% dos casos de DI, respectivamente (PURI et al., 2016; KAMATH et
al.,2020).

Com o uso do sequenciamento de nova geracdo houve um aumento na
identificacdo de genes e mutagdes que causam a DI (HARRIPAUL et al., 2017). O uso
do sequenciamento de exoma com andlise por painéis de genes especificos para a DI ¢
uma possibilidade da adequacdo da metodologia de investigacdo para o diagnostico de
criangas afetadas, contribuindo para uma melhor compreensao das causas genéticas da DI
possibilitando a elucidacdo dessa doenca multifatorial e o aumento do rendimento
diagnostico.

Adicionalmente, a identificagao da etiologia da DI oportunizara o aconselhamento
genético adequado e um planejamento mais apropriado, gerando melhorias na saude geral

e na qualidade de vida do paciente e das familias afetadas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Realizar o sequenciamento completo de exoma com analise por painel de genes

para deficiéncia intelectual em pacientes com indicacao clinica de deficiéncia intelectual

(DI) e ou atraso global do desenvolvimento, de ambos os sexos, oriundos da rede pubica

de saude do Estado de Goias que apresentaram caridtipo sem alteragdo estrutural e/ou

numérica e ndo apresentaram CNVs patogé€nicas na CMA.

3.2 Objetivos especificos:

Realizar a triagem dos casos negativos ap0s a realizag¢ao dos testes de caridtipo e
CMA;

Identificar mutagdes pontuais ou SNVs nos pacientes com DI/AGD;

Classificar a patogenicidade das variantes gendmicas identificadas;

Identificar a taxa de diagndstico do sequenciamento completo de exoma por
painéis de genes especificos;

Propor um fluxograma de atendimento incluindo ferramentas tecnoldgicas e
metodolégicas atualizadas ao Sistema Unico de Saude (SUS) para a elucidagio

diagnostica da DI/AGD.
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4. RESULTADOS

4.1 MANUSCRITO
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Abstract

Intellectual Disability (ID) is a neurodevelopmental disorder that affects approximately
3% of children and adolescents worldwide. It is a heterogeneous and multifactorial
clinical condition. Several methodologies have been used to identify the genetic causes
of ID and in recent years new generation sequencing techniques, such as exome
sequencing, have enabled an increase in the detection of new pathogenic variants and new
genes associated with ID. The aim of this study was to evaluate exome sequencing with
analysis of the ID gene panel as a tool to increase the diagnostic yield of patients with
ID/GDD/MCA in Central Brazil, together with karyotype and CMA tests. A retrospective
cohort study was carried out with 369 patients encompassing both sexes. Karyotype
analysis was performed for all patients. CMA was performed for patients who did not
present structural and or numerical alterations in the karyotype. Cases that were not
diagnosed after performing karyotyping and CMA were referred for exome sequencing
using a gene panel for ID that included 1,252 genes. The karyotype identified
chromosomal alterations in 34.7% (128/369). CMA was performed in 83 patients who
had normal karyotype results resulting in a diagnostic yield of 21.7% (18/83). Exome
sequencing with analysis of the ID gene panel was performed in 19 trios of families that
had negative results with previous methodologies. With the ID gene panel analysis, we
identified mutations in 63.1% (12/19) of the cases of which 75% (9/12) were pathogenic
variants,8.3% (1/12) likely pathogenic and in 16.7% (2/12) it concerned a Variant of
Uncertain Significance. With the three methodologies applied, it was possible to identify
the genetic cause of ID in 42.3% (156/369) of the patients. In conclusion, our studies
show the different methodologies that can be useful in diagnosing ID/GDD/MCA and
that whole exome sequencing followed by gene panel analysis, when combined with

clinical and laboratory screening, is an efficient diagnostic strategy.
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Introduction

Intellectual Disability (ID) is a complex, heterogeneous and multifactorial
neurodevelopmental disorder characterized by cognitive impairment and difficulties in
adaptive behaviour. ID can occur in isolation or associated with other clinical conditions
beginning before the age of 18. The worldwide prevalence of children and adolescents
with ID is estimated at around 3% [1,2]. The genetic etiology of ID may include
chromosomal abnormalities, submicroscopic chromosomal rearrangements, copy number
variations (CNVs), and gene mutations. To date, a myriad of mutations in more than 1,000
genes have been associated with ID phenotypes [1,3, 4].

Several technologies have been used in an attempt to identify the genetic causes
of ID. For many years, the karyotype has been the gold standard for detecting numerical
and/or structural chromosomal alterations with >5-10Mb in size. Chromosome
Microarray Analysis (CMA) has become the first-tier clinical test to detect CNVs in
patients with ID, global developmental delay (GDD), autism spectrum disorder (ASD),
and Multiple Congenital Anomalies (MCA). However, despite of all available
technologies, around 50% of cases remain undiagnosed [5-7].

Next Generation Sequencing (NGS) has been shown to be efficient in revealing
new gene mutations and discrete genomic variations thereby increasing the genetic
diagnostic yield of ID. NGS has become a powerful tool to aid in the elucidation of the
genetic etiology of ID in a wide range of clinical applications and scenarios [8]. When
used in pediatric populations with neurodevelopmental disorders, exome sequencing
provides a molecular diagnostic yield of nearly 25% and has been progressively applied
for molecular diagnosis in clinical settings [6]. Additionally, WES can be indicated for
patients with genetic disorders and unspecific clinical characteristics and multiple genetic

conditions, allowing less time “on the odyssey” in search of a definitive diagnosis [9,10].
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The putatively positive effect of different technical strategies for the genetic
diagnosis in a Brazilian ID cohort would provide a new perspective of diagnosis that
could lead to the inclusion of these technologies in the protocols of the Brazilian Public
Health System, which is responsible for regulating the use of genetic testing nation-
wide. Herein, we report the results of a study designed to evaluate the WES with analysis
of the ID gene panel as a tool to increase the diagnostic yield of ID in a cohort of patients
from Central Brazil with Intellectual Disability/Global Developmental Delay/Multiple

Congenital Anomalies in addition to G-band Karyotyping and CMA approaches.

Materials and Methods

Sampling

This is a retrospective cross-sectional study, from 2013 to 2017, which included a
representative subset of a population composed by 369 patients with ID, GDD with or
without MCA. The patients included in the study were physically examined and clinically
diagnosed with ID, GDD or MCA by assistant physicians from the state public health
service of Goids. Subsequently, were referred to Replicon Research Group and the
Laboratory of Human Cytogenetic and Molecular Genetics for karyotyping and CMA
testing. The efficient screening of patients by the attending physicians and by the team of
geneticists of the laboratories increased the number of patients assisted by our laboratory.
In addition, our laboratory is the only public genetic services from Goids, so most patients
who need to undergo diagnostic genetic tests are referred to us.

Subsequently, a subset of cases with uneventful karyotype and CMA results were
sent to the Genome Diagnostics Laboratory at the Radboud University Medical Center in

Nijmegen, the Netherlands to be further tested by WES using an ID gene panel. The study
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was approved by the Research Ethics Committee from PUC Goiés, Brazil, under protocol
code number 3.205.591. The patients’ parents voluntarily signed an informed consent
form approved by the local Ethics Committee. The study was performed under the
guidelines of the Declaration of Helsinki.

In the current study, a loss of follow-up for a subset of patients was observed over
time, especially among those with a normal karyotype and CMA. We tried to recontact
those families to explain about the risks and benefits of genetic testing. However,
contacting was unsuccessful for a group of patients, mostly due to changes in the family’s
telephone number, residency address, death of the child, and / or death of a biological
parent. Moreover, some families simply declined the invitation to participate in the
current study and refused to sign an informed consent. So, they were excluded from the
cohort undergoing gene testing with a panel especially designed for ID, GDD with or

without MCA.

Karyotyping and Chromosomal Microarray Analysis

Peripheral blood samples were used for cytogenetic analyses. GTG banding at 550
bands was performed for all patients following standardized procedures, and chromosome
analyses were done using the IKAROS® software (Metasystems Corporation,
Altlussheim, Germany).

Genomic DNA was isolated from the peripheral blood samples using Illustra
Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, New
Jersey, USA), following the manufacturer’s instructions. The CMA was carried out on
patients whose karyotype showed no numerical and structural alterations. CMA was also
was performed in the biological parents of all cases in order to establish the origin of

rearrangements. In the current study, the GeneChip® CytoScanHD™ array
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(ThermoFisher Scientific, USA) was the array of choice due to its excellent coverage of
the human genome with 1.9 million non-polymorphic probes combined with 750,000
SNP probes. CMAS was carried out according to the manufacturer's recommendations.
Chromosomal analyses were performed using the Chromosome Analysis Suite 3.0
(ChAS®) software (ThermoFisher Scientific, USA) based on the genome reference
hg19/GRCh37, using a filter with 50 markers for gains and 25 markers for losses both
with size > 100 kb. CNVs were classified according to their nature, based on previously
published international consensus and guidelines [11-14].

For both technologies the results were reported according to the International

System for Human Cytogenomic Nomenclature [15].

Whole Exome Sequencing (WES) followed by Target Gene

Panel analysis

The target gene panel (TGP) analysis was performed on cases who had not
received a diagnosis from either karyotype or CMA and their biological parents. Isolated
DNA samples were sent for exome sequencing followed by TGP analysis according to
De Ligt and colleagues [16]. The intellectual disability gene panel encompassing 1,252
genes (version DG-2.16) available at Diagnostics Nijmegen Laboratory and based on the
last genome build reference available (hg19/GRCh37) and exome wide CNV analysis.
Preparation and enrichment of genomic DNA were done using Agilent SureSelectXT
Human All Exon 50Mb kit. Exome sequencing was performed on the HiSeq 2500 System
platform (Illumina, USA), providing 20x coverage of > 94% of targeted bases. The

variants found were classified according to the Association of Clinical Genetic
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Laboratory Diagnostics (VKGL) and Association for Clinical Genetic Science (ACGS)

[17].

Results

The cohort of 369 patients comprised 52.6% (194/369) females and 47.4%
(175/369) males with ID/GDD with or without MCA. Of these, 93.2% (344/369) were
under the age of 18 years old, while 6.8% (25/369) were > 18 years old. The Figure 1
shows the testing workflow and the number of patients in the study.

GTG banding karyotypes of 34.7% (128/369) patients showed structural and/or
numerical alterations, of which the vast majority, 81.2% (104/128), were diagnosed with
Down Syndrome. The remainder 65.3% (241/369) of cases showed no visible aberration
in their karyotypes.

After initial karyotype screening, CMA was not performed in 42.8% (158/369) of
the patients due to loss of follow-up in the cohort. Therefore, CMA was performed in 83
patients with no visible alterations in their karyotype. The reports included pathogenic
CNVs in 21.7% (18/83) patients, 10.8% (9/83) of patients presented likely pathogenic
CNVs, 21.7% (18/83) of patients exhibited variant of uncertain significance (VUS)
CNVs, and 45.8% (38/83) of patients showed no detectable alterations in the CMA (S1
Table).

The TGP analysis on exome data was performed in 50% (19/38) patients without
a diagnosis from either GTG-banding or CMA and their biological parents. This was not
possible for the other half of the patients due to loss of follow-up. We identified variants
in an intellectual disability gene in 63.1% (12/19) of patients. The variants correspond to

75% (9/12) pathogenic variants, 8.3% (1/12) likely pathogenic variant and 16.7% (2/12)
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VUS. Of'the total of variants identified, 75% (9/12) were de novo variants and 25% (3/12)
presented inherited variants from an unaffected carrier parent. The most prevalent
variants were missense variants (66.7%), followed by nonsense variants (16.7%), a
frameshift variant (8.3%), and a copy number loss (8.3%) (Table 1).

The diagnostic yields achieved for the three different tests were 34.7% (128/369),
21.7% (18/83), and 52.6% (10/19) for karyotype, CMA, and WES, respectively. To reach
a diagnosis, for CMA only pathogenic variants we considered, while for WES, pathogenic
and likely pathogenic variants were considered. In the current study, combining a clinical
screening and three different genomic methodologies, we obtained an overall diagnostic

rate of 42.3% (156/369) for the ID/GDD/MCA cases.



Table 1. Summary of the molecular results of cases with ID/GDD/MCA investigated with a target gene panel exome sequencing
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. I . Mutation . . . Classification
Case Sex Gene Genomic position Inheritance Origin Zygosity . Syndrome #OMIM
type of variants
ChrX(GRCh37):2.153296082_153296116del; i . Heterozygou .
001 F MECP2 NM 004992.3:c.1163_1197del; p.(Pro388fs) X-linked Frameshift de novo s Pathogenic Rett Syndrome 312750
002 F DDX3X ChrX(GRCh37):2.41202509T>G; NM_001193416.2:c.584T>G; X-linked Missense de novo Heterozygou Pahoenic .Intellectual ‘developmental 300958
p.(Ile195Ser) S disorder, X-linked, syndrome
003 M - Negative* - - - - A _ _
004 M - Negative* - o o - - o o
Chr8(GRCh37):g.140744221C>T; NM_031466.6:¢.3573+1G>A (r.spl.?) Inherited Pat  Heterozygou - . . Mental retardation, autosomal
005 M TRAPPCY - AR N Likel th . ’ 613192
Chr8(GRCh37):g.141285764del; NM_031466.6:c.2565del (p.(Thr856fs)) OIS herited Mat s S IR recessive 13; MRT13
006 F SOSI  Chr2(GRCh37):g.39249914C>T; NM_005633.3:c.1655G>A (p.Arg552Lys)) AD Missense de novo He‘er‘;zyg"“ Pathogenic Noonan Syndrome 4 610733
seq[GRCh37] del(2)(p23.2p23.2)dn CNV Heterozygou . Tatton-Brown—Rahman
LT il e Chr2:g.(25387621 25457148) (25462167-25462322)del AD T e s T Syndeome B
008 F - Negative* - o o - - o o
. . . Congenital contractures of the
009 M NALCN (O (GO RE DI o2 63 NI (SR GBI > AD Missense de novo L Pathogenic limbs and face, hypotonia, and 616266
(p.(Leu509Ser)) s
developmental delay
010 M PTPNI1 QR A CICED Rl LIS SR IR 8 G EES AD Missense de novo Heterozygou Pathogenic Noonan Syndrome - 1 163950
p-(Phe285Ser) s
011 F - Negative* - - - - A _ _
012 M MEDI2 ORGSRz (U R WML IS sk 5B X-linked Missense Inherited Mat  Hemizygous VvuS e
(p.(Ile1152Val)) —
013 M - Negative* - - - - A _ _
014 F - Negative* - o o - - o o
Heterozygou Noonan syndrome-like
015 F PPPICB Chr2(GRCh37):2.28999810C>G; NM_206876.1:¢.146C>G; p.Pro49Arg AD Missense de novo S e Pathogenic disorder with loose anagen 617506
hair 2
016 M SYTI Gl P GINCIE R P WAL (UL Le IO IC AD Missense de novo Heterozygou Pathogenic Baker-Gordon Syndrome 618218
(p.(Ile368Thr)) S
017 F  SYNGAPI  Chr6(GRCh37):2.33409095C>T; NM_006772.2:¢.2059C>T (p.(Arg687%)) AD Nonsense o I e ARG ORI 0y
S dominant 5; MRD5
018 F - Negative* - o o - - o o
019 M FLNA OIR(G CRRISEEIIE SR WL DI Slo2Rem LIS X-linked Missense Inherited Mat  Hemizygous VusS R
p.(Ser2040Arg) —

=not applicable; AR=autosomal recessive; AD=autosomal dominant; CNV=copy number variation; Mat=maternal; Pat=paternal; VUS=variant of uncertain significance. * Negative means that no mutation was found using gene panel
exome sequencing. **At present, no syndrome has yet been associated with the identified variant.



28

Discussion

In our cohort of 369 patients with ID/GDD/MCA, karyotyping was efficient to identify
numerical and/or structural alterations in nearly 1:3 patients. This high diagnostic rate observed
in our cohort could be due to the effective clinical triage of our ID patients and the fact that
prenatal diagnoses is rarely done throughout the public health system in Brazil. Moreover,
Down Syndrome (DS) was the most prevalent aneuploidy in our cohorts, consistent with several
other previous observations that DS is responsible for the largest proportion of chromosomal
findings reported by the karyotype [18], which has also been the leading cause of this
phenotypic trait among children [19-21].

Despite its limited resolution, the G-banded karyotype has been the gold standard for
detecting genetic rearrangements in patients with ID/GDD for over 35 years [22]. GTG banding
is considered the first-tier test performed in individuals who present with craniofacial
dysmorphisms or syndromic features and families who have a history of chromosomal disorders
or recurrent miscarriages [23]. Regardless of this methodology being continuously used in
patients with ID/GDD, our results showed a significant percentage (65.3%) of patients without
numerical and/or structural aberrations, indicating the limited usefulness of this methodology,
especially because of the heterogeneous aetiology of ID/GDD, which depends on populational
variations, disease classification and the availability of diagnostic facilities. Nevertheless, as
pointed out by Sadek and Mohamed [18], the G-banded karyotyping remains a useful tool with
ID/GD with or without dysmorphic traits, especially in countries with limited resources and
unequal access to the public service providers.

Since 2010, the CMA has been considered the first-tier clinical diagnostic approach for
individuals with idiopathic ID/GDD, ASD, and / or MCA due to its capacity to detect CNVs
across the genome with ten times greater resolution and higher diagnostic yield than GTG

banding [11, 22,24]. In the current study, CMA alone yielded a proper diagnosis for
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approximately 1:5 children with ID/GDD/MCA, which has been in accordance to previous
studies [11, 22, 25, 26].

However, in 67.4% of patients, we could not determine the genomic alterations that
could explain patients’ ID/GDD/MCA. Considering this, we aimed for NGS technologies as
they have been reported useful in clinical practices and provide a substantial opportunity to
improve the diagnosis in ID/GDD [27].

The TGP analysis using exome sequencing data was performed in 19 trios after no
karyotype and CMA alterations were found. The ID gene panel lead to a diagnostic yield of
52.6%, where twelve affected individuals have pathogenic, likely pathogenic, and uncertain
clinical significance variants in the following genes: DDX3X, DNMT3A4, FLNA, MECP2,
MEDI2, NALCN, PPPICB, PTPNI11, SOSI, SYNGAPI, SYTI, and TRAPPC9. Based on our
findings, we associated these mutations with the patient’s phenotypes, and the approach
demonstrated itself as a powerful method to enhance the diagnostic yield of cases harboring
traits of ID/GDD.

It is important to note the high heterogeneity found in our cohort, where each case
presented a (likely) pathogenic variant in a different gene, resulting in 12 different mutated
genes. We also observed a high rate of de novo mutations among pathogenic variants,
corresponding to 75% (9/12) of the cases, corroborating previously reports that a significant
number of mutations in ID/GDD patients are de novo events [1, 24, 28-31].

Furthermore, 25% of individuals were males with autosomal recessive or X-linked
variants inherited from an unaffected carrier parent. Two male patients had a maternally
inherited variant, one patient with a MEDI2 gene variant, and another a variant in the FLNA
gene. Variants in the MED12 gene have been described as associated with X-linked disorders
such as Opitz-Kaveggia Syndrome [OMIM #305450], Lujan-Fryns Syndrome [OMIM

#309520], and Ohdo Syndrome, X-linked [OMIM #300895] [32]. The MED12 gene-specific
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variant found in our patient has not been reported before in the literature nor in the Genome

Aggregation Database (GnomAD) (http://gnomad.broadinstitute.org) and in the DatabasE of

genomiC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER). Also,
the pathogenicity and clinical relevance of this variant are as yet unclear. Pathogenic variants
in the FLNA gene [OMIM *300017] are associated with numerous syndromes with broadly
variable clinical features. Thus, it is unclear whether this variant found in our patient is
pathogenic. Segregation analysis in maternal family members for both patients’ families would
help to further determine the pathogenicity and clinical relevance of these variants.

In another male patient born to non-consanguineous parents we identified a homozygous
pathogenic variant in the TRAPPC19 gene inherited from both his mother and father who are
heterozygous for this variant. This pathogenic variant has already been described as causative
for mental retardation, autosomal recessive 13 [OMIM #613192].

Moreover, additional interesting finding was an interstitial heterozygous loss of ~5Kb
in 2p23.2 that was not identified by CMA approach because of its small size. This deletion
results in the loss of the last four exons of the DNMT3A gene. A similar partial deletion
involving the last three exons was described by Hamdan and colleagues [33]. Together, these
results shed light about the importance to report variants that have not been reported before and
the attention for small copy number variants that can cause haploinsufficiency.

Using the intellectual disability gene panel on exome data, with great sensitivity and
specificity, allowed us genotype-phenotype correlations for different genes related to
ID/GDD/MCA. However, the genetic diagnostic was not reached for 36.8% of patients in our
study. From them, whole genome or whole exome sequencing could be the next step, despite
the possibility of failing to arrive at the genomic diagnosis due to the complexity and

heterogeneity of ID/GDD/MCA.
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Several cohorts have been described the diagnostic yield of target exome sequencing in
individuals with ID ranging from 21% - 55.7%. Pekeles and colleagues [30] conducted a study
with a cohort of 48 patients using four different panels and obtained a diagnostic rate of 21%.
Yamamoto and colleagues [34] with a cohort of 133 patients obtained a diagnosis rate of 29.3%.
In a study with 4.813 genes and 106 patients, Gieldon and colleagues [35] reports a diagnostic

rate of 34%. Stojanovic and colleagues [36] in their study with 88 children with moderate to

severe ID / GDD obtained a diagnostic rate of 55.7% using a panel with 4.813 genes. Other
studies based on WES or WGS suggest a diagnostic rate ranging between 8% to 60% depending
on the selection criteria [37]. According to Martinez and colleagues [38], the similar diagnostic
yield between target gene panel and WES/WGS would make these methodologies equivalent
from the diagnostic point of view.

Overall, due to combination of clinical and methodological screening for ID, we had a
diagnostic rate of 42.3% (156/369) with a net yield of 96.3% (185/192) as for those who agreed
to perform the three genetic tests only 7 cases remained undiagnosed. Our study highlights the
limitation of the Brazilian Public Health System, especially in the scenario of intellectual
diseases. Many patients do not receive their molecular diagnosis due to the loss of follow-up or
even a lack of unified medical records. Thus, our results revealed the urgency for a better
organization of public health systems to reduce the loss of follow-up in the cohort of people
with ID/GDD. We also emphasize that the combined use of GTG karyotyping, CMA, and TGP
for the ID/GDD diagnosis was appropriate and cost-effective. However, the limited sample size
and patients’ loss during the study might weaken our conclusions. Further studies should be
conducted with a larger cohort of patients to add strength to the conclusions in order to establish
a national protocol for molecular diagnosis of ID/DGG patients in Brazil under the act and

policies of the national Unified Health System.
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In conclusion, the systematic combination of different methodologies proved useful for
the genetic diagnoses of ID/GDD especially in scenarios of public health care where access to
the services is limited by lack of equity and funds are scarce. We highlight the TGP proved to
be an efficient strategy, with a reasonably high yield of in undiagnosed ID/GDD patients, higher
than previous reports [29]. Our results showed that TGP should be considered a second-tier
powerful strategy for the diagnosis of cases with ID/GDD after a negative result of CMA and
prior to the analysis of whole exome. Moreover, following these steps, besides been cost-
effective for developing countries, it would prevent the identification of genes considered
medically unactionable especially in countries where decision-analytic policy models aren’t
fully developed and would minimize the negative ethical impacts and improve patient—provider
communication and shared decision making. On the other hand, we accentuate the importance
of adequately choosing the target genes for a specific ID/DGG panel because with the advances
of sequencing technology new ID/DGG genes are being constantly identified and should be
aggregated into the panels. Finally, adequate clinical and laboratory screening, helped not only
to elucidate the genetic etiology of ID/GDD/MCA, but also improved familial non-directive

genetic counselling in a public health service setting.
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Fig 1. Diagram of the testing workflow and number of cases in each step for the genetic
diagnosis of ID, GDD and MCA from Central Brazil. The highlighted rectangles indicate the

total of cases for which diagnoses were reached.
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Supplementary table - Clinical and molecular features of patients investigated with CMA. (cont.)
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Supplementary table - Clinical and molecular features of patients investigated with CMA. (cont.)
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Supplementary table - Clinical and molecular features of patients investigated with CMA. (cont.)
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4.2 PROPOSTA DE FLUXOGRAMA PARA O ATENDIMENTO DE PACIENTES
COM DI/AGD/ACM

Baseado nos nossos resultados e nas taxas de rendimento diagnostico obtidos pelas
metodologias utilizadas, propomos um fluxograma de atendimento para o diagndstico genético

para os pacientes com indica¢do clinica de DI/AGD e ACM na rede publica de satde.

Indicag¢do Clinica de DIIAGD/ACM
[ Cariétipo por bandeamento GTG ]
|
(" Auséncia de alteracoes ) Presenca de alteragdes
cromossémicas numéricas cromossdmicas numéricas
L e/ou estruturais y e/ou estruturais
CMA
! I !
4 \
AusénciaAde' CNVs PresencaAde' CNVs Diagnro.stlco — Aconsell}a'mento
patogénicas patogénicas genético Genético
. J
WES com analise por
| painel de genes para DI
4 \
Auséncia de variantes Presenca de variantes
gendmicas patogénicas gendmicas patogénicas
. J
Reavaliacio para o WGS

Figura 2: Proposta de fluxograma de atendimento para pacientes com DI/AGD/ACM visando a
identificacdo da etiologia genética da DI.
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5. CONCLUSAO

A deficiéncia intelectual ¢ uma condicdo clinicamente e geneticamente heterogénea.

Estudos e estratégicas de diagndstico sdo de grande importancia para se obter uma maior

elucidacdo das causas genéticas, possibilitando uma melhor conduta terapéutica e um manejo

adequado para cada paciente. As metodologias utilizadas nesse estudo demonstraram ser

estratégias eficientes e eficazes para o diagndstico genético da DI/AGD, permitindo as

seguintes conclusodes:

O caridtipo e 0 CMA apresentaram uma taxa de diagndstico de 34,7% e 21,7%,
respectivamente, propiciando as familias um diagndstico genético para as
condicdes fenotipicas de seus filhos/as.;

O sequenciamento completo de exoma, com andlise por painel de genes, mostrou
uma taxa de diagndstico de 52,6%, sendo recomendado seu uso para os pacientes
com DI/AGD e ACM que passaram por triagem clinica e triagem citogendmica
adequada;

Foi possivel demonstrar uma heterogeneidade genética da DI/AGD e ACM,
visto que foram encontrados no coorte analisado 12 diferentes genes mutados;
Foram observadas mutagdes de novo em 75% dos casos;

Combinando triagem clinica e metodologica, foi obtida uma taxa de diagnostico
genético global de 42,3%, permitindo uma melhor estratégica no
acompanhamento e no tratamento desses pacientes, proporcionando um maior
entendimento das causas genéticas da DI/AGD e ACM;

Considerando a taxa global de diagndstico genético identificada no presente
estudo, recomendamos que seja adotado nas politicas publicas um fluxograma
de atendimento de pacientes com DI/AGD e ACM (Figura 2) para o diagndstico

genético.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos estudos apresentaram uma taxa de rendimento diagnostico do cariotipo de
34,7%, superior aos outros estudos analisados neste trabalho. Essa taxa superestimada do
caridtipo pode estar relacionada ao vieis de triagem clinica, devido ao fato do laboratorio
Replicon/Lagene ser o tnico do Estado de Goiés a realizar o teste de caridtipo pelo Sistema
Unico de Saude.

E importante ressaltar que ainda ha, no SUS, uma assisténcia escassa para a populagdo
com distirbios do neurodesenvolvimento. Apesar de, no sistema publico de satude, os testes
genéticos estarem teoricamente disponiveis para a populagdo, na pratica os mesmos nao sao
ofertados de forma adequada, causando angustia e insatisfacdo nos pacientes e seus familiares,
uma vez que muitos ficam sem o diagnostico genético.

O acesso limitado aos servigos publicos de satide em genética adicionado a auséncia de
recursos ¢ a desigualdade na oferta desses servicos podem ter sido a causa da falta de
diagnostico genético da deficiéncia intelectual na infancia em 7% dos pacientes com DI/AGD
e ACM que participaram desse estudo. Ademais, ¢ sabido que quanto mais cedo ocorrer a
identificacdo das causas etiologicas da DI, mais adequados serdo o manejo do paciente e a
conduta terapéutica, proporcionando um melhor progndstico, € um aconselhamento genético
eficaz que atenda as necessidades dos pacientes e das familias.

Foi observada neste estudo, uma alta porcentagem de perda de segmentos (42,8%), que
pode ter ocorrido devido a alguns fatores como a desisténcia dos pais em darem continuidade
aos testes genéticos, por estarem satisfeitos com os resultados negativos ou por ndo quererem
mais saber se a condicao de seus filhos e filhas foi devido a algum fator genético, ou ao fato do
sistema publico de saide ndo reconhecer esses individuos com desordens do
neurodesenvolvimento, dificultando assim o contato com os pacientes e/ou os familiares.

Finalmente, uma adequada conduta, para minimizar a perda de seguimento, seria a
utilizagdo de prontudrios unificados, onde permitiria um rastreamento eficiente desses
pacientes, demonstrando a importadncia de um olhar mais atento para esta populacdo e da
construcao de novas politicas publicas que consigam atender de forma apropriada os individuos

com DI/AGD e ACM.
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8. APENDICE

8.1 - APENDICE 1 - TCLE DOS PAIS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo “Sequenciamento de Nova Geragao de genes candidatos em
criangas e adolescentes com deficiéncia intelectual. Meu nome é Lysa Bernardes
Minasi, sou membro da equipe de pesquisa deste projeto, Doutora em Biologia
Celular e Molecular. Apos receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser assinado em duas
vias e em todas as paginas, sendo a primeira via de guarda e confidencialidade da
equipe de pesquisa e a segunda via ficara sob sua responsabilidade para quaisquer
fins. Em caso de recusa, vocé n&o sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de
duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel Dra. Lysa Bernardes Minasi, nos telefones: (62) 3946-1043, ou através
do email minasilb@gmail.com. Em caso de duvida sobre a ética aplicada a pesquisa,
vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias, localizado na Avenida Universitaria, N°
1069, Setor Universitario, Goiania — Goias, telefone: (62) 3946-1512, funcionamento:
8h as 12h e 13h as 17h de segunda a sexta-feira. O Comité de Etica em Pesquisa é
uma instancia vinculada & Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) que
por sua vez € subordinado ao Ministério da Saude (MS). O CEP é responsavel por
realizar a analise ética de projetos de pesquisa, sendo aprovado aquele que segue os
principios estabelecidos pelas resolug¢des, normativas e complementares.

O projeto de pesquisa tem como objetivo realizar um exame genético, denominado de
sequenciamento de nova geragao, em pacientes com menos de 18 anos de idade e
com indicacdo médica de Deficiéncia Intelectual. Por ser um exame caro e de dificil
acesso pela populagao, o projeto de pesquisa oferece a oportunidade da realizag&o
do exame genético e com isso auxiliar no diagnostico da deficiéncia intelectual. As
alteragdes genéticas sdo uma das principais causas da deficiéncia intelectual podendo
ser passadas de pai ou mae para os filhos ou podem ser devido a uma alteragao
genética que nao foi passada pelos pais. Considerando esta informagéo, sera
necessario realizar sua coleta de sangue, apos sua adesao e assinatura do TCLE,
para verificar se a alteragdo genética encontrada em seu filho foi transmitida ou nao.
Previamente a coleta de sangue, sera aplicado um questionario para obter
informagdes clinicas adicionais sobre seu filho, com objetivo de auxiliar na
interpretacdo das alteragdes genéticas identificadas. Todos os esclarecimentos e
explicacbes de como ocorrera a pesquisa, a aplicagao do questionario e a coleta de
sangue serao realizadas no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goias, localizado
na Rua 235, n° 40, setor leste universitario, Area 4, Bloco L da PUC Goias. A coleta
de sangue sera realizada por profissionais treinados para esse procedimento,
havendo um risco médio com um desconforto durante a coleta de sangue, ou seja,
dor no local da coleta e mal-estar. Vocé sera orientado (a), apos o procedimento da
coleta, pressionar por 2 minutos o local da coleta de sangue para evitar que fique roxo
ou inchado. Se apds pressionado o brago o local ficar roxo ou inchado é recomendavel
que se coloque gelo. E assegurado ao participante da pesquisa o0 acompanhamento
e assisténcia imediata, integral e gratuita quando necessario. O laboratério onde
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ocorrera a coleta de sangue possui uma equipe com diferentes profissionais da area
da saude e que poderao oferecer total assisténcia caso vocé necessite. Os beneficios
da participagdo neste projeto de pesquisa s&o a oferta de um exame genético de
ultima geragao que ira possibilitar o diagndstico do seu filho (a) com a deficiéncia
intelectual. Portanto, com o resultado, o médico podera concluir o diagndstico do seu
filho (a) com deficiéncia intelectual, além de ajudar no entendimento da causa e da
chance de acontecer novamente na familia esta condigdo da deficiéncia intelectual.
Indiretamente, este estudo contribuira para atualizagédo de bancos de dados mundiais,
pois nestes bancos de dados sera depositada a informacéo se a alteragao genética
encontrada foi herdada dos pais ou n&o. Esta informagao auxilia o entendimento das
causas genéticas da deficiéncia intelectual. Ao final da pesquisa, os participantes
terdo total acesso aos resultados encontrados. Caso o médico da familia ache
necessario, ou vocé solicite a equipe do projeto de pesquisa, sera oferecido o servigo
gratuito de aconselhamento genético que podera auxiliar no entendimento da
condigado genética identificada. O projeto de pesquisa em questdo tera a duragao de
4 anos e vocé tem plena liberdade de recusar sua participagcdo e de retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagado alguma, bem como
séo assegurados o sigilo das informagdes confidenciadas ao Pesquisador (a) e outrem
por ele designado. Nao ha pagamento ou ressarcimento na participagado da pesquisa
e sao garantidos indenizag&o perante aos eventuais danos decorrentes da pesquisa.
Ao finalizar a pesquisa, os dados gerados no estudo estardo sob a guarda do
pesquisador (a) responsavel por um periodo de 5 anos.

Declaragcao do Pesquisador

Eu, pesquisador responsavel por este estudo, esclarego que cumprirei as informacdes
acima. Vocé tera acesso, se necessario, a assisténcia integral e gratuita por danos
diretos e indiretos, imediatos ou tardios devido a sua participacdo nesse estudo; e que
suas informagdes serado tratadas com confidencialidade e sigilo. Vocé pode sair do
estudo quando quiser, sem qualquer penalizag&o. Se tiver algum custo por participar
da pesquisa, sera ressarcido; e em caso de dano decorrente do estudo, tera direito a
indenizagao, conforme decisdes judiciais que possam suceder.

Declaragao do Participante

Eu , abaixo assinado, discuti
com a pesquisadora Dra. Lysa Bernardes Minasi sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
assisténcia, confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
gue minha participacéo € voluntaria e isenta de despesas e que poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio.

Goiania, , de , de 201_.

Assinatura do participante Data

Assinatura do pesquisador Data
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8.2 APENDICE 2 — TCLE DOS FILHOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto
de Pesquisa sob o titulo “Sequenciamento de Nova Gerag¢ao de genes candidatos
em criancas e adolescentes com deficiéncia intelectual”. Meu nome é Lysa
Bernardes Minasi, sou membro da equipe de pesquisa deste projeto, Doutora em
Biologia Celular e Molecular. Apds receber os esclarecimentos e as informacgdes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser assinado
em duas vias e em todas as paginas, sendo a primeira via de guarda e
confidencialidade da equipe de pesquisa e a segunda via ficara sob sua
responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de recusa, vocé nao sera penalizado
(a) de forma alguma. Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel, Dra. Lysa Bernardes Minasi, nos telefones:
(62) 3946-1443, ou através do email minasilb@gmail.com. Em caso de duvida sobre
a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, localizado na
Avenida Universitaria, N° 1069, Setor Universitario, Goiania — Goias, telefone: (62)
3946-1512, funcionamento: 8h as 12h e 13h as 17h de segunda a sexta-feira. O
Comité de Etica em Pesquisa é uma instancia vinculada & Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) que por sua vez é subordinado ao Ministério da Saude (MS).
O CEP é responsavel por realizar a analise ética de projetos de pesquisa, sendo
aprovado aquele que segue os principios estabelecidos pelas resolugdes, normativas
e complementares.

O projeto de pesquisa tem como objetivo realizar um exame genético, denominado de
sequenciamento de nova geragao, em pacientes com menos de 18 anos de idade e
com indicacdo médica de Deficiéncia Intelectual. Por ser um exame caro e de dificil
acesso pela populagao, o projeto de pesquisa oferece a oportunidade da realizag&o
do exame genético e com isso auxiliar no diagnostico da deficiéncia intelectual. As
alteragdes genéticas sdo uma das principais causas da deficiéncia intelectual podendo
ser passadas de pai ou mae para os filhos ou podem ser devido a uma alteragao
genética que n&o foi passada pelos pais. Portanto, sera necessario a coleta de sangue
do paciente com deficiéncia intelectual apdés adeséo e assinatura pelos pais e/ou
responsaveis do TCLE. Todos os esclarecimentos e explicagcdes de como ocorrera a
pesquisa e a coleta de sangue serao realizadas no Nucleo de Pesquisas Replicon da
PUC Goias, localizado na Rua 235, n° 40, setor leste universitario, Area 4, Bloco L da
PUC Goias. A coleta de sangue sera realizada por profissionais treinados para esse
procedimento, havendo um risco médio com um desconforto durante a coleta de
sangue, ou seja, dor no local da coleta e mal-estar. Sera orientado aos pais ou
responsaveis pelos participantes do estudo que apds o procedimento da coleta, o local
deve ser pressionado por 2 minutos para evitar que no local da coleta de sangue fique
roxo ou inchado. Se apds pressionado o brago o local ficar roxo ou inchado é
recomendavel que se coloque gelo. E assegurado ao participante da pesquisa o
acompanhamento e assisténcia imediata, integral e gratuita quando necessario. O
laboratorio onde ocorrera a coleta de sangue possui uma equipe com diferentes
profissionais da area da saude e que poderado oferecer total assisténcia caso o
participante da pesquisa necessite. Os beneficios da participagdo neste projeto de
pesquisa s&o a oferta de um exame genético de ultima geragéo que ira possibilitar o
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diagnostico dos pacientes com a deficiéncia intelectual. Portanto, com o resultado, o
meédico podera definir o diagndstico dos participantes com deficiéncia intelectual, além
de ajudar no entendimento da causa e da chance de acontecer novamente na familia
esta condi¢cdo da deficiéncia intelectual. Indiretamente, este estudo contribuira para
atualizagcdo de bancos de dados mundiais auxiliando no entendimento das causas
genéticas da deficiéncia intelectual. Ao final da pesquisa, os participantes terdo total
acesso aos resultados encontrados bem como esses dados poderdo ser uteis no
diagnostico da Deficiéncia Intelectual. Caso o médico ache necessario ou a familia
solicite a equipe do projeto de pesquisa sera oferecido o servigo gratuito de
aconselhamento genético para a familia que podera auxiliar no entendimento da
alteragao genética identificada. O projeto de pesquisa em questéo tera a duragao de
4 anos e o participante do estudo e seus responsaveis tem plena liberdade de recusar
sua participagao ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizagdo alguma, bem como s&do assegurados o sigilo das informagbes
confidenciadas ao Pesquisador (a) e outrem por ele designado. Nao ha pagamento
ou ressarcimento na participagado da pesquisa e sdo garantidos indenizagao perante
aos eventuais danos decorrentes da pesquisa. Ao finalizar a pesquisa, os dados
gerados no estudo estardo sob a guarda do pesquisador (a) responsavel por um
periodo de 5 anos.

Declaragcao do Pesquisador

Eu, pesquisador responsavel por este estudo, esclarego que cumprirei as informacdes
acima. Vocé tera acesso, se necessario, a assisténcia integral e gratuita por danos
diretos e indiretos, imediatos ou tardios devido a sua participacdo nesse estudo; e que
suas informagdes serado tratadas com confidencialidade e sigilo. Vocé pode sair do
estudo quando quiser, sem qualquer penalizag&o. Se tiver algum custo por participar
da pesquisa, sera ressarcido; e em caso de dano decorrente do estudo, tera direito a
indenizagao, conforme decisdes judiciais que possam suceder.

Declaragcao do Participante

Eu , abaixo assinado, discuti com a Dra.
Lysa Bernardes Minasi sobre a decisdo do meu filho (a) em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de assisténcia,
confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo € voluntaria e isenta de despesas e que poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio.

Goiania, , de , de 201_.

Assinatura do responsavel legal Data

Assinatura do pesquisador Data
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9. ANEXO

9.1 - ACEITE DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DA PUC GOIAS

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DE GOIAS - WW
PUC/GOIAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Sequenciamento de Nova Geracéo de genes candidatos em criancas e adolescentes
com deficiéncia intelectual.

CAAE: 04114917.0.0000.0037

Instituicao Proponente: Pontificia Universidade Catolica de Goias - PUC/Goias
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.205.591

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
N&o
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9.2 ANEXO 2 — LISTA DE GENES ANALISADOS NO PAINEL PARA DEFICIENCIA
INTELECTUAL

A versdo do painel (DG-2.16) e a lista dos genes analisados pode ser verificada em:

https://order.radboudumc.nl/en/products/wes-intellectual-disability




