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Resumo

A DI é uma manifestacdo clinica que tem etiologia heterogénea e
complexa, na qual 50% dos casos ndo possuem diagnéstico etiolégico. Em 48
pacientes institucionalizados com Deficiéncia Intelectual (DI) e idade inferior a
25 anos, uma minuciosa avaliacéo clinica, laboratorial e radiolégica foi realizada.
ApOs esta investigacdo, 27 destes individuos foram classificados como
portadores de DI indeterminada e submetidos aos exames de caridtipo, MLPA
para a regido subtelomérica, analise cromossémica por microarranjos e, quando
justificado, PCR para pesquisa da Sindrome do X Fragil. Na avaliacao clinica, a
DI indeterminada destes individuos apresentou caracteristicas sindrémicas,
recorréncia familiar, grave intensidade e associagédo com baixa estatura e peso.
Nos casos de maior gravidade da DI indeterminada foi observada uma maior
frequéncia de pacientes do sexo masculino, de comprometimento do IMC, de
Epilepsia e de Deficiéncia Fisica. A Deficiéncia Auditiva, a Deficiéncia Visual e a
baixa estatura apresentaram uma tendéncia em exibir o mesmo comportamento.
A microcefalia e o Transtorno do Espectro Autista, contrariando os estudos
anteriores, ndo apresentaram este comportamento. Os exames de caribtipo e
MLPA para a regido subtelomérica, apresentaram resultados normais em todos
0s casos avaliados. A avaliacao clinica e exames moleculares de familiares
evidenciaram um paciente com suspeita da Ataxia Espinocerebelar Tipo 7. A
PCR para pesquisa da Sindrome do X Fragil detectou um individuo afetado. Em
vinte e trés casos foram realizadas analises cromossémicas por microarranjos e
sete exibiram CNVs patogénicas (30,43%). Microdelec¢des, microduplicacdes e
rearranjos complexos foram evidenciadas em diferentes cromossomos e com
diferentes tamanhos.  Alteragcbes genéticas raras foram detectadas e
colaboraram para definir o fenétipo associado a estes arranjos cromossdmicos.
Desta forma, estes dados indicam um forte componente genético nas DI
indeterminadas. Os estudos anteriores e 0 atual corroboram para definir a
analise cromossémica por microarranjos, o0 exame genético de escolha para a
avaliagédo inicial da DI indeterminada. Esta técnica estd se tornando mais

acessivel a cada dia e possui alta sensibilidade.
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Abstract

ID is a clinical manifestation that has heterogeneous and complex
aetiology and 50% of it have no definite cause. In 48 patients institutionalized
with Intellectual Disability (ID) and under 25 years of age, a detailed clinical,
laboratory and radiological evaluation was performed. After this investigation, 27
individuals were classified as having undetermined ID and submitted to
karyotype, MLPA of ID implicated subtelomeric regions, chromosomal microarray
analysis and, when justified, PCR for screening of X Fragile Syndrome. In the
clinical evaluation, these individuals with undetermined ID presented syndromic
characteristics, family recurrence, severe intensity and association with short
stature and weight. When greater severity of undetermined ID was observed, a
greater frequency of male patients, low BMI, Epilepsy and Physical Deficiency
was identified. Hearing Deficiency, Visual Impairment and short stature showed
a tendency to exhibit the same behavior. Microcephaly and Autism Spectrum
Disorder, contrary to previous studies, did not present this behavior. The
karyotype and MLPA exams presented normal results in all cases. Clinical
evaluation and molecular examination of relatives suggested that a patient had
Spinocerebellar Ataxia Type 7. PCR screening for X Fragile Syndrome detected
an affected individual. Twenty-three cases underwent chromosomal microarray
analysis and seven pathogenic CNVs (30.43%) were detected. Microdeletions,
microduplications and complex rearrangements were observed in different
chromosomes and variable sizes. Rare genetic aberrations were detected and
corroborated to define the phenotype associated with the subjects. Thus,
obtained data indicated a strong genetic component in indeterminate ID. The
current and previous studies corroborate to define chromosomal microarray
analysis, the gold standard genetic test for initial evaluation in patients with
undetermined ID. This technique is becoming more accessible and presents high

sensitivity.

Keywords: Undetermined Intellectual Disability, Cerebral Palsy,

Karyotype, MLPA and chromosome microarray analysis.



1. INTRODUCAO

A Deficiéncia Intelectual (DI), antes chamada de retardo mental ou de
deficiéncia mental, € um grave problema de salde publica, assim como, o Atraso
Global no Desenvolvimento (AGD), termo utilizado para criangas menores de
cinco anos, que nao sao capazes de cumprir 0s requisitos esperados para sua
idade nas areas do desenvolvimento social, motor e intelectual (principalmente
NA linguagem). As limitagdes sociais, laborais e de auto-gestdo nas pessoas
com DI ou AGD, as tornam permanentemente dependentes de suas familias e
exigem de seus familiares um grande esforco fisico, financeiro e psicoldgico,
como também, dos servicos educacionais e dos sistemas de saude (KATZ,
LAZCANO-PONCE, 2008; MAULIK et al, 2011; APA, 2013).

Maulik e colaboradores (2011) realizaram uma meta-analise com 52
estudos publicados entre 1980 e 2009 e observaram uma prevaléncia mundial
da Deficiéncia Intelectual de 10,37 por mil habitantes. A DI afeta 1,37% da
populacdo brasileira (aproximadamente 2.611.536 pessoas) e 1,26% da
populacdo goiana (aproximadamente 75.853 pessoas). Os dados do ultimo
censo demografico indicam que o Brasil possui 45.606.048 de pessoas (23,91%
da populacdo) que apresentam pelo menos uma das deficiéncias pesquisadas
(visual, auditiva, fisica ou intelectual) (BRASIL.IBGE, 2010; BRASIL.SDHPR,
2010).

O Decreto n° 6949/2009 ( RASIL, 2009) da Presidéncia da Republica do
Brasil define que pessoas com deficiéncia “sdo aquelas que tém impedimentos
de longo prazo de natureza fisica, mental, intelectual ou sensorial, os quais, em
interagéo com diversas barreiras, podem obstruir sua participacdo plena e efetiva
na sociedade em igualdades de condicdes com as demais pessoas.” Este
decreto resultou da promulgacéo do texto da Convencéao Internacional sobre os
Direitos das Pessoas com Deficiéncia e seu Protocolo Facultativo, ocorrida em
30 de margo de 2007, em Nova York-EUA (ONU, 2007).

A Deficiéncia Intelectual abrange as incapacidades nas habilidades
mentais gerais, que afetam o funcionamento adaptativo em trés dominios ou
areas. Estes dominios determinam o quao bem um individuo lida com as tarefas

diarias. O dominio conceitual inclui as habilidades em linguagem, leitura, escrita,



matematica, raciocinio, conhecimento e memoria. O dominio social refere-se a
empatia, julgamento social, habilidades de comunicacdo interpessoal, a
habilidade de fazer e manter amizades e aS capacidades semelhantes. O
dominio préatico se refere a auto-gestdo em areas como cuidados pessoais,
responsabilidades do trabalho, gestdo de dinheiro, recreacdo e organizacéo de
tarefas escolares e do trabalho (APA, 2013).

Enquanto que o diagnostico de Deficiéncia Intelectual ndo tem um
requisito especifico em relacdo a idade, o inicio dos sintomas deve ocorrer
durante o periodo de desenvolvimento. Os pacientes sdo diagnosticados com
base na gravidade dos déficits na capacidade adaptativa. A DI é considerada
uma manifestacdo crénica e, frequentemente, ocorre de forma simultanea com
outras condi¢Bes mentais, como Depresséo, Déficit de Atencdo/Hiperatividade e
Transtorno do Espectro Autista (APA, 2013).

A Portaria N° 199/2014 do Ministério da Saude, de 30 de janeiro de 2014,
instituiu a Politica Nacional de Atencéo Integral as Pessoas com Doencas Raras.
Esta definiu as diretrizes para o atendimento das pessoas com doencgas raras no
ambito do Sistema Unico de Saude (SUS), por meio da qualificacdo dos
profissionais da rede basica para o atendimento e encaminhamento destes
pacientes, criacdo de centros especializados nestas enfermidades e destinacao
de verbas especificas para a execucao desta politica (BRASIL, 2014).

O eixo | das moléstias atendidas por esta portaria € composto pelas
doencas raras de origem genética e esta dividida em trés grupos: as anomalias
congénitas ou de manifestacdo tardia, a Deficiéncia Intelectual e os erros inatos
de metabolismo. Nesta portaria, a inclusédo do atendimento as pessoas com DI
de etiologia genética reforca a sua importancia no contexto da saude publica
brasileira. O eixo Il € composto por doencas raras de origem ndo genética e
organizado nos seguintes grupos: infecciosas; inflamatérias e autoimunes
(BRASIL, 2014).

1.1. Classificacdo da DI
O DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-5)
classifica a gravidade da DI em leve, moderada, grave e profunda. Nesta Ultima

revisdo do manual, os termos Deficiéncia Intelectual ou Transtorno do



Desenvolvimento Intelectual substituiram o termo Retardo Mental, como
também, foi incluido o conceito de “Atraso Global no Desenvolvimento”, para
designar déficits intelectuais em criangas menores de cinco anos (APA, 2013).

A classificac@o de gravidade da DI € uma tarefa desafiadora e necessita
de um contato intimo entre os profissionais de salude e as pessoas com
deficiéncia. As ferramentas utilizadas para esta gradacdo sdo a Classificacédo
Internacional de Funcionalidade, Incapacidade e Saude de 2001 (CIF), os testes
de quociente intelectual (QI) e as avaliagbes clinicas (WHO, 1989, 2001;
MAULIK et al, 2011).

A gravidade da DI pode ser classificada com base no quociente de
inteligéncia (QI). Valores abaixo de 70 identificam individuos com DI, os quais
podem ser distinguidos como DI leve (QI 50-70), DI moderada (QI 30-49), DI
grave (QI 20-39) e DI profunda (QI < 20). A gravidade da DI é leve em 84% dos
casos, moderada em 10% dos casos, grave em 4% dos casos e profunda em
2% destes (WHO, 1989, 2001; MAULIK et al, 2011; MEFFORD, BATSHAW,
HOFFMAN, 2012; APA, 2013).

1.2. Etiologia

A DI é uma manifestacdo clinica que tem etiologia heterogénea e
complexa, na qual 50% dos casos ndo possuem diagnéstico etiolégico. Os
aspectos sociais e politicos influenciam diretamente no seu aparecimento, o que
pode ser comprovado, pela constatacao de que a prevaléncia da DI € maior nos
paises com baixa e média renda per capta, quando comparados aos paises com
alta renda per capta. Independentemente de desenvolvimento econémico, a DI
tem alta prevaléncia em todos os paises do mundo e traz consequéncias
negativas para as relagcdes sociais de seus habitantes, como também, para suas
economias (MAULIK et al, 2011; LOPEZ-PISON et al, 2014).

Os fatores etioldgicos que levam ao aparecimento da DI podem ocorrer
no periodo pré-natal, perinatal e pés-natal. No periodo pré-natal sdo importantes
causas de DI, as doencas genéticas, as substancias teratogénicas (alcool,
tabaco, drogas) e as infec¢cdes congénitas (sifilis, toxoplasmose, citomegalovirus

e rubéola). No periodo perinatal estdo implicadas na sua etiologia as



complicacBes do parto, a prematuridade, os acidentes vasculares encefalicos e
os disturbios metabdlicos (hipoglicemia e hiperbilirrubinemia) (KATZ, LAZCANO-
PONCE, 2008; TORRES, SADDI, 2015).

No periodo poés-natal a DI pode ter como etiologia, entre outras, as
infeccbes graves, as meningoencefalites e as causas externas (maus tratos,
quase afogamentos e acidentes automobilisticos) (KATZ, LAZCANO-PONCE,
2008; KAUFMAN, AYUB, VINCENT, 2010; TORRES, SADDI, 2015).

1.3. Deficiéncia Intelectual e Genética

1.3.1. Métodos de Diagndstico Genético

A principal técnica da citogenética convencional, o cariotipo vem sendo
utilizado nos ultimos 50 anos para diagnosticar afeccdes genéticas, entre estas,
a Deficiéncia Intelectual. O caribtipo tem a vantagem de analisar de uma s vez
todo o genoma e permite realizar uma triagem inicial das anormalidades
cromossémicas numéricas e estruturais. A desvantagem deste método é a sua

baixa resolucédo, que € limitada a alteracdes maiores que 5-10Mb (VIANA, 2016).

A técnica de cariétipo de alta resolucdo possui uma taxa de diagnostico
um pouco maior do que a convencional e detecta alteracdes com tamanho
aproximado de 3-4Mb. A elucidacéo das alteracoes menores que 3Mb somente
€ possivel com a utilizacdo de técnicas moleculares (RAUCH et al, 2006;
BALIKOVA et al, 2007; SHINAWI, CHEUNG, 2008; RODRIGUES, 2010).

A area da genética foi beneficiada pelo avanco tecnologico ocorrido nos
altimos 20 anos, quando foram desenvolvidas as novas técnicas moleculares de
investigacdo do DNA. A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), a analise
cromossOmica por microarranjos, a técnica de amplificacdo de multiplas sondas
dependentes de ligacdo (MLPA) e o sequenciamento gendmico de nova geracao
estdo entre estes meétodos. Desde entdo, alteragbes estruturais
submicroscopicas se tornaram detectéaveis e foram chamadas de variagdes no

namero de copias (CNVs), como também, puderam ser identificadas as



mutagcbes geneéticas pontuais e os polimorfismos de base Uunica (SNPs)
(BARONCINI et al, 2005; WILFERT et al, 2017; VIANA, 2016).

A hibridizacé&o fluorescente in situ (FISH) é um método molecular utilizado
para a identificacdo de rearranjos cromossOmicos especificos, por meio da
hibridizacdo de uma sequéncia de DNA clonada (sonda ou probe) e marcada por
fluorescéncia. A técnica tem a vantagem de ser relativamente rapida de ser
executada, porém, tem a desvantagem de ndo permitir a varredura genémica e
requerer conhecimento prévio da regido cromossémica a ser analisada. Este
exame pode ser utilizado para identificar CNVs, alteracdes cromossdémicas
numericas e estruturais, porém, nao permite dimensionar a quantidade de
material genético deletado ou duplicado, o que dificulta uma correlacao genaétipo-
fenotipo acurada (KALLIONIEMI et al, 1996; RAVNAN et al, 2005; RAUCH et al
2006).

A técnica de amplificacdo de mdultiplas sondas dependentes de ligacdo
(MLPA) é um método sensivel, pratico, econbmico e rapido. Em um unico
experimento, quantifica o numero de cépias de mais de 50 sequéncias de acidos
nucléicos. O método permite detectar delecdes e duplicacbes em diversos
genes, além de mutacdes pontuais ja conhecidas. Entretanto, ndo € capaz de
identificar rearranjos cromossémicos balanceados ou alteracdes externas as
regides de anelamento das sondas. Os painéis do MLPA avaliam regides
cromossOmicas especificas, desta forma, para que tenha efetividade no
diagndstico necessita que, estudos anteriores, ja tenham definido a localizacéo
da mutacdo desencadeadora dos sintomas clinicos (SORENSEN et al, 2008;
SILVA-COSTA et al, 2009; JEHEE et al, 2011; LACZMANSKA et al, 2011).

O método de analise cromossémica por microarranjos (CMA) proporciona
um aumento substancial na resolutibilidade das analises cromossOmicas e
detecta pequenos ganhos ou perdas de segmentos de DNA. Na populacao, a
variacdo do numero de copias de DNA (CNVs) é uma fonte de variabilidade
genbmica, porém, também estd envolvida na fisiopatologia de diversas
manifestacdes clinicas. Estes rearranjos submicroscopicos desequilibrados ndo
sdo detectados pelos métodos de citogenética classica e, com o uso desta
técnica, foram visualizados em casos de DI indeterminada (15%), Epilepsia e
Transtorno do Espectro Autista (XU, CHEN, 2003; CONRAD et al, 2006;



HENRICHSEN, CHAIGNAT, REYMOND, 2009; HOCHSTENBACH et al, 2011,
TUCKER et al, 2011; HEHIR-KWA et al, 2013, CARTER et al, 2017).

1.3.2. Etiologia Genética da DI

A etiologia genética é a causa mais frequente de DI, Rearranjos
cromossOmicos ou mutacdes sdo identificadas em, aproximadamente, um tergo
dos pacientes (DES PORTES, LIVET, VALLEE, 2002; ROPERS, 2010;
COOPER et al, 2011; MEFFORD, BATSHAW, HOFFMAN, 2012). A
implementacdo das novas técnicas de biologia molecular abriu as portas para a
deteccao destas alteracdes, principalmente, nos portadores de formas graves de
DI. Nos ultimos anos, a prevaléncia da DI de etiologia genética aumentou
significativamente, o que fez diminuir a quantidade de individuos com

diagndstico de DI indeterminada.

A forma leve da DI representa a linha inferior da inteligéncia normal e é
resultado da interacdo de fatores ambientais e genéticos. O seu diagndstico
clinico é extremamente complexo, pois o0s profissionais de saude,
frequentemente, ficam indecisos se o individuo apresenta uma DI leve ou um QI
normal. Esta alta complexidade faz com que pouco se saiba a respeito dos
fatores genéticos envolvidos no seu aparecimento. Algumas microduplicacfes
ou microdelecdes foram correlacionadas com a DI leve, porém, ndo podem ser
consideradas isoladamente como causas de DI leve (Quadro 1) (ROPERS,
2010).

O quadro clinico da DI de etiologia genética, segue as classificagbes para
as DI de outras causas. Entretanto, quando é acompanhada de sintomas
caracteristicos e recorrentes, é classificada como DI sindrémica. Quando isolada
ou em conjunto com sintomas inespecificos e discretos, é designada de DI néo
sindrémica. Esta classificacdo, apesar de (til, possui baixa correlacdo genotipo-
fenodtipo. Em estudos com séries de casos, CNVs nos mesmos genes e com
caracteristicas semelhantes geraram DI tanto sindrémica quanto ndo sindrémica
(KAUFMAN, AYUB, VINCENT, 2010).

Em relacdo ao tipo de mutacéo, estas sdo descritas desde anomalias

cromossOmicas até mutacdes génicas pontuais. As alteracbes cromossoémicas



numéricas (Sindrome de Down, de Patau e de Edwards) e estruturais sdo
diagnosticadas pelo cariotipo. Isoladamente, a Sindrome de Down € responsavel
por 8,8% dos casos de DI de etiologia genética, enquanto que as outras
alteracdes cromossdmicas microscopicas sdo responsaveis por 3,2% destes
casos (Sindrome de Cri-du-chat, de Wolf-Hirschhorn, de Angelman e de Prader-
Willi, entre outras) (LEONARD, WEN, 2002; VAN KARNEBEEK et al, 2005a,
2005b; HOCHSTENBACH et al, 2011; ARTIGAS-PALLARES, GUITART,
GABAU-VILA, 2013).

Aberracdes cromossémicas menores e mutacdes génicas relacionadas
com a DI séo diagnosticadas pelas técnicas moleculares descritas, entre elas,
podemos ressaltar as microduplicacbes, microdelecdes, microinversoes, as
variacbes gendmicas de polimorfismo de um Unico nucleotideo (Single
Nucleotide Polymorphisms — SNP), repeticdes em tandem de numero variavel
(Variable Number Tandem Repeats — VNTR) e presenca ou auséncia de
elementos de transicdo (Alu) (XU, CHEN, 2003; BECKMANN, ESTIVILL,
ANTONARAKIS, 2007; HOCHSTENBACH et al, 2011; TUCKER et al, 2011,
VISSERS, STANKIEWICZ, 2012).

As formas autossémicas sao responsaveis por mais de 90% das DI de
etiologia genética. Na maior parte dos casos, a forma autossdémica dominante
ocorre por mutacdes de novo, visto que, pacientes com DI raramente se
reproduzem. A forma autossémica recessiva ocorre, principalmente, em familias

com alta consanguinidade e que apresentam DI leve (ROPERS, 2010).

Em uma revisao sistematica, Ropers (2010) identificou em torno de 20
regides cromossomicas autossdmicas, que apresentaram CNVs recorrentes em
individuos com DI. Nestes resultados, a maioria das regibes estava
correlacionada com a DI, tanto na presenca de dele¢des, quanto de duplicagdes.
Este fato sugere que, a expressao diminuida ou aumentada de um mesmo gene

pode desencadear a DI (Quadro 1).



Quadro 1- Variacdo no numero de copias recorrentes no genoma humano que causam ou predispdem a Deficiéncia

Intelectual.

Regido genbmica

DI e alteracdes associadas

Dismorfismos

1921 microdelecao

DI leve e moderada, TEA e esquizofrenia

Microcefalia, catarata, e anormalidades cardiacas

1921 microduplicacdo

Dl e TEA

Macrocefalia e anormalidades congénitas

2p15p16 microdelecao

DI moderada e grave

Microcefalia, hipoplasia de nervo ético, hidronefrose,
anormalidades na face e camptodactilia

3029 microdelecao

DIl leve e moderada e TEA

Microcefalia, dismorfismos faciais, ataxia,
deformidade na parede toracica e dedos longos

3029 microduplica¢do

DI leve e moderada

Microcefalia e malformacdes oftalmolégicas

5035 microdelecao
(Sindrome de Soto)

DI severa e dificuldade escolar

Gigantismo, macroencefalia e dismorfismos faciais

7911.23 microdelecao
(Sind. De Williams-Beuren)

DI e déficit de atencao

Estenose aodrtica, dentes pequenos, anormalidade
faciais e hérnias

7911.23 microdupligao/
Triplicacao

Dl leve, TEA, atraso na fala e Epilepsia

Trigonocefalia tipo I, displasia cortical e atraso
no crescimento

8p23.1 microdelecao

DI e hiperatividade

Hérnia diafragmatica congénita, defeitos cardiacos
e criptorquidia

9922.3 microdelegéo

DI, AGD e hiperatividade

Macrocefalia, trigonocefalia, anormalidades faciais
e gigantismo

continua




Quadro 1- Variacdo no numero de copias recorrentes no genoma humano que causam ou predispdem a Deficiéncia

Intelectual.

continuagao

Regido genbmica

Dl e alteracdes associadas

Dismorfismos

15913.1 microduplicacao

DI, TEA e esquizofrenia

15913.3 microdelecao

Dl leve, TEA, esquizofrenia e Epilepsia

Anormalidades na face e clinodactilia

15924 microdelecao

Dl leve

Atraso no crescimento, microcefalia, anormalidades
nos dedos, hipospadia, tecido conjuntivo frouxo
e anormalidades faciais

15924 microduplicacéo

AGD

Dismorfismos faciais, anormalidades nos dedos
€ Nos genitais

16pl11.2 microdelecéo

DI, TEA, atraso na fala e Epilepsia

Macrocefalia e anormalidades congénitas

16p11.2 microduplicacao

Atraso na fala, atraso motor, TDAH e
transtornos psiquiatricos

Microcefalia e anormalidades congénitas

16p11.2p12 microduplicacao

DI

Dismorfismos faciais minimos

16p13.1 microdelecao

DI, Epilepsia e esquizofrenia

Dismorfismos faciais

16p13.1 microduplicacao

Dl leve, TEA e esquizofrenia

17p11.2 microdelecéo
Sindrome de Smith-Magenis

DI, hiperatividade, automutilacéo e
distarbio do sono

Voz rouca, braquidactilia e hipotonia

17p11.2 microduplicacao
Sindrome de Potocki-Lupski

Dl leve, TDAH e TEA

Hipotonia infantil, dificuldade de desenvolvimento,
apneia do sono e anormalidades cardiovasculares

continua
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Quadro 1- Variacdo no numero de copias recorrentes no genoma humano que causam ou predispdem a Deficiéncia

Intelectual.

continuagao

Regido gendmica

Dl e alteracdes associadas

Dismorfismos

17p13.3 microdelecdo (LIS1 gene) | DI e Epilepsia Lisencefalia
17911.2 microdelecédo (NF1 gene) | DI Manchas na pele, hipertelorismo, facies sindrébmica
17912 microdelecédo DI Aumento de enzimas hepaticas, e DM tipo 2 precoce

17912 microduplicacao

DI leve e moderada; Epilepsia

17921.31 microdelecao

DI e dificuldade de aprendizagem

Hipotonia neonatal, defeitos cardiacos, facies
grosseira com a idade e dispraxia oromotora

17921.31 microduplicacéo

DI severa, AGD e pobre interacéo
social

Microcefalia, dedos anormais, hirsutismo e
dismorfismos faciais

220911 microdelecéo

Dificuldade de aprendizagem leve,

atraso na fala e esquizofrenia

Defeitos cardiacos, anormalidades renais, insuficiéncia
velofaringea, hipocalcemia neonatal, anormalidades
faciais

22011 microduplicacao/ triplicacao

DI e dificuldade de aprendizagem

22011.21-g11.23
Microdelecéo

DI

Anormalidades faciais, atraso no crescimento,
malformacéo cardiaca e esqueléticas discretas

22911.21-911.23
Microduplicacdo

DI, atraso ou auséncia da fala,
nao andar, apraxia e disartria

Anormalidades faciais

22013 microdelecéo

AGD, atraso/auséncia da fala e TEA

Dismorfismos faciais minimos

Abreviacdes: DI, Deficiéncia Intelectual; AGD, Atraso Global no Desenvolvimento; TEA, Transtorno do Espectro Autista; TDAH,

Transtorno do Déficit de Atencao e Hiperatividade. Fonte: Modificado de Ropers, 2010.
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Este autor estimou que, o numero de genes autossdémicos relacionados
com a DI seria em torno de 850 a 900, porém, afirmou que néo se surpreenderia,
se este valor superasse a barreira do milhar. Utilizando-se de dados priméarios e
secundérios, Kochinke e colaboradores (2016) desenvolveram um catalogo de
genes associados com a DI (GADI) e seus respectivos sintomas. Na atualizacao
de janeiro de 2014, este banco de dados ja continha 400 genes autossémicos
recessivos, 139 genes autossdmicos dominantes e 103 genes ligados ao X. Na
atualizacédo de dezembro de 2015, o nimero de genes saltou para 777, porém,

0 autor nao detalhou os dados encontrados, como havia feito anteriormente.

Kochinke e colaboradores (2016) definram a ontologia em
aproximadamente 560 de 650 genes catalogados (fungéo, co-expressao, entre
outros) e subdividiram estes GADIs em 32 processos celulares diferentes, entre
eles: via de sinalizacdo Hedgehog, sinalizacdo do glutamato, peroxissomos,
glicosilacdo, cilios, metabolismo, desenvolvimento do sistema nervoso,
metabolismo do RNA, entre outros. Os resultados obtidos pelo estudo estédo
demonstrados no Quadro 2.

As proteinas associadas aos GADIs apresentaram alta conectividade
molecular e co-expressao. Cerca de 47% destas proteinas interagem entre si e
formam uma rede entre suas classes ontolégicas. Estas proteinas sédo co-
expressas na forma de subunidades complementares ou unidades isoladas. A
maior taxa de co-expressdo destas proteinas ocorreu no cérebro e, dentre as
estruturas cerebrais, no hipocampo. Esta regido controla as func¢des cognitivas,
como por exemplo o aprendizado e a memoria. Estes dados sugerem que a DI
€ uma manifestagcdo clinica influenciada por véarias vias metabdlicas, porém,
interigadas entre si e com uma consideravel convergéncia funcional

(KOCHINKE et al, 2016).

Quando comparadas entre si, algumas classes ontolégicas e seus
respectivos GADIs desenvolveram quadros clinicos especificos e maior
ocorréncia de malformac¢des em determinados sistemas. Por exemplo: mutacdes
em genes relacionados ao reparo celular apresentam maior prevaléncia de
anomalias ectodérmicas, baixa estatura e microcefalia; as ciliopatias apresentam
com maior frequéncia obesidade e malformagbes urogenitais, renais,

esqueléticas, oculares e cerebrais (KOCHINKE et al, 2016).
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Quadro 2 - Classes ontolégicas de genes associados com a Deficiéncia

Intelectual.
Classes ontolégica N°de Exemplos de genes
genes
1 | Metabolismo 250 | ABHDS5, BSCL2, GATM, ...
2 | Transportadores 200 | GFAP, LAMP2, MPDUL, ...
3 | Desenvolvimento do sistema nerv. | 191 |[ASL, COL4Al, COL4A2, ...
4 | Metabolismo do RNA 162 | DARS, ZNF711, ZNF81, ...
5 | Transcricao 139 | ARID1A, ARID1B, BCKDHB, ...
6 | MitocOndria 121 | MT-ATP6, MT-CO1, MT-CO2, ...
7 | Ciclo celular 86 BLM, BUB1B, ERCCT1, ...
8 | Sinapse 80 FMR1, GAD1, GNPAT, ...
9 | Cromatina 68 GLI2, GLI3, GONA4L, ...
10 | Microtubulos 68 ARFGEF2, ASPM, ZFYVEZ26, ...
11 | Transporte de vesiculas 61 | MYOSA, NLGN3, NLRPS, ...
12 | Sinalizacdo MAPK 57 | IKBKG, KRAS, MEF2C, ...
13 | Sinalizacdo de GTPase pequena 51 | OCRL, OPHN1, PAKS, ...
14 | Transporte de proteinas 51 | PARP1, PEX, PEX12, ...
15 | Transporte de ions 50 | ANK3, PHF6, ANO10, ...
16 | Resposta a fatores de crescimento | 47 | ARHGEF6, ASCL1, CASK, ...
17 | Glicosilacéo 40 B3GALNT2, B3GALTL, COGE, ...
18 | Reparo do DNA 35 CUL4B, FANCD2, GTF2HS5, ...
19 | Cilios 34 IFT172, INPP5E, MKKS, ...
20 | Centrossomo 34 MPLKIP, NDE1, OFD1, ...
21 | Actina 31 CAPN10, CTDP1, EP300, ...
22 | Sinalizagéio Wnt 24 | FGFR2, FGFR3, GLI3, ...
23 | Sinalizagfio Hedgehog 24 | KIF7, NDST1, PAXS, ...
24 | Peroxissomos 21 PECR, PEX1, PEX118B, ...
25 | Ubiquitinacéo 20 | PRKCG, RAB40AL, TBC1D7, ...
26 | Sinal. de receptor de glutamato 16 | GRIA3, GRIK2, GRINT, ...
27 | Segregac&o cromossémica 10 | CDKSRAP2, CTCF, ERCCZ, ...
28 | Contracéo de muisculo cardiaco 7 | HDAC4, PDE4D, PIK3CA, ...
29 | Sinalizacdo BMP 6 SKI, SMAD4, WNTT1, ...
30 | Sinalizacédo TOR 5 RELN, TBC1D7, TSC1, ...
31 | Transporte de microttbulos 5 | LRPPRC, PAFAH1B1, MAP2K1, ...
32 | Sinal. de receptor de dopamina 3 | FLNA, GNAOI, GNAS, ...

Abreviaturas: RNA, acido ribonucleico; MAPK, proteinas-cinases ativadas por mitdgenos; DNA,
acido desoxiribonucleico; Wnt, do inglés Wingless-Integration; BMT, do inglés Bone Marrow
Transplant;
TOR, do inglés Target of Rapamycin. Fonte: Modificado de Kochinke e colaboradores (2016).
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As regifes subteloméricas dos cromossomos possuem alta concentracao
de genes, nas quais se localizam numerosos GADIs e que Sao responsaveis por
cerca de 2,5% dos casos de DI. As delecdes terminais, na sua maioria, S&o
originadas de novo e causam mais da metade destes casos de DI. A quase
totalidade do restante das DI subteloméricas se originam por translocagdes nao
balanceadas entre dois cromossomos ou dois bracos do mesmo cromossomo, e
possuem carater familiar (RAVNAN et al, 2005; WILFERT et al, 2017).

Nas regifes subteloméricas, microdelecbes terminais implicadas com a
Deficiéncia Intelectual foram observadas em 1p, 2q, 4p, 8p, 99, 20p e 22q. As
translocacdes ndo balanceadas mais comuns correlacionadas com o DI foram:
a delecao ou duplicacao de 10q; a delecéo de 4p; a delecéo de Yq; a duplicacdo
de Xp/Yp e a duplicacdo de Xq. Nos ultimos anos, a triagem das regides
subteloméricas vem ganhando importancia nos protocolos de investigacdo da DI

e das outras desordens do neurodesenvolvimento (RAVNAN et al, 2005).

As mutacdes e rearranjos nos genes do cromossomo X Sao responsaveis
por aproximadamente 10% das DI no sexo masculino e desencadeiam quadros
clinicos de diferentes gravidades. As ultimas revisGes sisteméaticas detectaram
mais de uma centena de GADIs localizados no cromossomo X e,
surpreendentemente, este numero pode estar subestimado, visto que, o
cromossomo X possui em torno de 2000 genes e apenas 25% das familias com
Deficiéncia Intelectual e padrdo de segregacédo ligada ao X tiveram seus genes
responsaveis elucidados (Figura 1) (STEVENSON, SCHWARTZ, 2002;
RAVNAN et al, 2005; ROPERS, 2010).

Os GADIs localizados no cromossomo X e suas respectivas proteinas
participam de diferentes processos celulares, tais como transporte de ions,
adesao celular, regulacdo de citoesqueleto de actina, ubiquitinacdo, transducéo
de sinal, regulagéo da transcri¢ao, entre outros. A identificacdo de alguns destes
genes, as suas localizagbes no cromossomo X e o quadro clinico relacionado

estdo descritos na Figura 1.
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(Rolandic seizures, speech cciés raxia) SRPX2

(Phosphoglycerate kinase deficiency) PGK1 MAGT1
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(Dyskeratosis congenita) DKC1

Fonte: Modificado de Ropers (2010)

Figura 1 — Genes implicados com a Deficiéncia Intelectual ligada ao X e suas

coordenadas no cromossomo X.

A Sindrome do X Fragil (SXF) é a segunda maior causa genética de DI e
€ desencadeada por mutacbes em FMR1, que se localiza na regido
subtelomérica do cromossomo X. Do ponto de vista molecular, o que ocorre sédo
expansdes da repeticédo de trinucleotideos CGG na por¢ao 5 do gene. Acima de
200 repeticdes, o gene deixa de ser funcional, o que caracteriza a sua mutacao
completa. No quadro clinico da SXF, além da DI, foram observados dismorfismos
faciais (face grosseira e longa, fronte larga e mandibula proeminente), prolapso

de valvula mitral, peito escavado, macroorquidismo, alteracbes esqueléticas



15

(escoliose, articulaces frouxas e pés planos), Epilepsia, hiperatividade e TEA.
Alguns pacientes, em especial os do sexo feminino, podem apresentar poucas
manifestacdes clinicas associadas a DI (ndo sindrémica), fato que dificulta o
diagndstico clinico.(OMIM, 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

O diagnostico etioldgico da DI, apds a exclusdo das causas mais comuns,
€ um dos grandes desafios da medicina. A entidade intitulada de DI de etiologia
indeterminada ainda € um grande mistério para os profissionais de saude e,
provavelmente, tem um grande componente genético na sua etiologia. Nos
altimos anos, a investigacao clinica, laboratorial e genética dos pacientes com
DI serviu para demonstrar que, a complexidade de diagnéstico é imensamente
maior do que se esperava. Apesar disso, esta caracteriza¢do clinico-genética
precisa continuar a ser realizada e nos brasileiros temos que contribuir com a

nossa parcela para a elucidacéo deste quebra-cabeca (KOCHINKE et al, 2016).

Criancgas e adolescentes com DI sofrem, frequentemente, de maus tratos
por parte de seus familiares e da sociedade como um todo. As instituicdes
filantropicas de internacdo crbnica abrigam estes pacientes, apds serem
abandonados pela familia ou retirados do seio familiar por meios judiciais.
Nestas instituicdes encontram-se as pessoas com DI mais vulneraveis, ou seja,
aquelas com as manifestacdes mais graves. Pesquisas com estes individuos,
além de sua importancia cientifica, representam um importante trabalho social e
humanistico (OEA,1999; BRASIL, 1999, 2001).

Por diversas razdes, pacientes e suas familias podem se beneficiar com
o0 estabelecimento de um diagnéstico etiolégico da DI indeterminada. Primeiro, 0
diagnostico especifico permite um melhor entendimento da doenca e do seu
prognéstico. O que pode influenciar na decisédo sobre tratar ou ndo os sintomas
associados (convulsdes, disturbios do comportamento, entre outros). Em
segundo lugar, o diagnostico permite recomendacdes antecipatorias especificas,
como por exemplo encaminhar os pacientes e familiares a grupos de suporte
apropriados, pesquisas e servicos educacionais. Terceiro, o aconselhamento
genético s6 pode ser oferecido aos membros da familia depois de um
diagnéstico etioldgico preciso (VAN KARNEBEECK et al, 2005a, 2005b).

Este estudo consistiu da caracterizacao clinico-genética de um grupo de
individuos com DI indeterminada. Em Goias, o uso combinado da avaliacao

clinica, do cariétipo, do MLPA e da analise cromossémica por microarranjos €



17

pouco frequente. A utilizagdo sistematica dos antigos métodos de citogenética
classica e dos novos métodos de genética molecular fomenta o desenvolvimento
das redes de diagndstico regionais e amplia o conhecimento dos profissionais

de saude e pacientes sobre a genética clinica e a Deficiéncia Intelectual.

A elucidacao do painel das mutacdes e rearranjos cromossémicos que
desencadeiam a DI abrird as portas para medidas que possam reduzir a sua
prevaléncia e melhorar a vida destas pessoas. Apesar destas medidas ainda
serem um sonho distante, se ndo investirmos na pesquisa genético-clinica, nada

mudara e manteremos estas pessoas em situacao de vulnerabilidade.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar, por meio de exames clinicos e genéticos, as principais

caracteristicas dos individuos da Vila Sado José Bento Cottolengo em Trindade-

Goias, com idade menor que 25 anos e que apresentam Deficiéncia Intelectual

ou Atraso Global no Desenvolvimento indeterminado.

3.

2. Objetivos Especificos

» Caracterizar o quadro clinico dos individuos com DI ou AGD

indeterminado, residentes na Vila Sdo José Cottolengo em Trindade, GO.
» Classificar, comparar e analisar estatisticamente os achados clinicos.

* Investigar, por meio do cariétipo, as alteracbes cromossémicas que

possam existir nestes pacientes.

» Nos casos em que o caribtipo se apresente normal, investigar as regifes

subteloméricas na busca de anormalidades cromossdmicas.

* Nos individuos com analise citogenética sem anormalidades, identificar
possiveis ganhos ou perdas cromossdmicas patogénicas pela metodologia da

andlise cromossdmica por microarranjos.

* Nos portadores de clinica compativel, realizar a investigacdo da

Sindrome do X-Fragil.

 Estabelecer, quando possivel, a correlagdo genotipo-fenétipo dos

pacientes.
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4. METODOLOGIA

4.1. Casuistica e Metodologia da Avaliacéo Clinica

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Goias e aprovado segundo o protocolo
43747315.1.0000.5083 (Anexo 1).

A casuistica foi composta por 48 individuos com diagnéstico de
Deficiéncia Intelectual, com idade até 25 anos e institucionalizados na Vila S&o
José Bento Cottolengo (VSJBC), em Trindade-Goias. Estes internos estdo sob
a tutela e guarda da instituicdo, que é sua responsavel legal. Os seus gestores
autorizaram a participacao dos pacientes na pesquisa, mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2). Um total de 12
participantes, que ainda possuia vinculo familiar, tiveram seus parentes
contatados. Estes foram apresentados a pesquisa, convidados a participar do
estudo, a responderem perguntas sobre o0s seus entes (gravidez, parto,

desenvolvimento, entre outras).

Os pacientes foram atendidos por clinicos gerais e pediatras que, com o
auxilio de uma ficha de anamnese padrdo, levantaram os dados
sociodemogréficos, antropométricos e clinicos (Anexo 3). Os dados
sociodemogréficos pesquisados foram a data e o local de nascimento, 0 sexo e
a presenca ou nao de contato familiar. Os dados antropométricos levantados
foram o peso, a altura, o indice de massa corporal e o perimetro craniano. Estas
informacgdes foram classificadas conforme as curvas de percentis e escore Z da
OMS e do Centro de Controle de Doengas dos Estados Unidos da América
(CDC) (Quadro 3).

A ficha de avaliacdo clinica continha perguntas sobre as condi¢des de
vida dos pacientes no periodo pré-natal, perinatal e infancia. Sobre o periodo
pré-natal, foi questionada a condic&o social na qual ocorreu a gestacdo, 0 uso
pela mae de substancias teratogénicas e sobre doencas maternas na gravidez.
No periodo perinatal, foram levantadas possiveis intercorréncias

desencadeantes da DI, como a prematuridade, andxia peri-parto, entre outras.
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Em relagcdo a infancia, foi pesquisada a ocorréncia de infeccdes graves,

acidentes com traumatismo cranioencefalico e outros eventos (Anexo 4).

Quadro 3 - Curvas de percentis e escore Z utilizadas na classificacdo dos dados

antropometricos dos pacientes do estudo.

Parametro Curvas utilizadas
Peso CDC (2000) e OMS (2007)
Altura CDC (2000) e OMS (2007)
IMC CDC (2000), OMS (2007) e Quetelet
(1835)

CDC: Center of Diseases Control e OMS: Organiza¢do Mundial da Saude.

Os participantes do estudo tiveram o0 seu desenvolvimento
neuropsicomotor avaliado, por meio do questionamento sobre a aquisicdo de
funcdes motoras e cognitivas (firmar o pescoco, sentar, andar, falar, entre outros)

e a idade na qual desenvolveram tais habilidades (Anexo 4).

Os examinadores realizaram um exame fisico detalhado, que
compreendeu 0s principais 6rgaos e sistemas do corpo. A parte da ficha de
avaliacdo clinica que se referia a coleta de informagc6es de ambito genético, foi
formulada seguindo os critérios De Vries e colaboradores (2005) e incluia dados
relativos a ocorréncia familial de doengas genéticas, evidéncias pré-natais de
alteracbes no desenvolvimento, anormalidades no crescimento pds-natal,
presenca de dismorfismos faciais, de dismorfismos nao faciais e de outras

malformacgdes congénitas (Anexo 4).

Os familiares foram questionados sobre a ocorréncia familial da DI,
quando do relato de individuos acometidos e estes foram avaliados segundo os
critérios diagnostico da DI. Estes parametros obrigatérios foram o inicio dos
sintomas na infancia e o comprometimento dos trés dominios do intelecto
(conceitual, social e prético). No nosso estudo, a DI foi considerada familial

guando, pelo menos, um segundo componente da familia foi afetado (Anexo 4).
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Uma avaliacéo radioldgica e laboratorial foi realizada nestes individuos e
englobava os exames de tomografia computadorizada de cranio, radiografia de
térax, ultrassonografia de abdome, hemograma, exame de urina para elementos
anormais e sedimentoscopia, dosagem do hormoénio tireoestimulante, da
aspartato aminotransferase (AST), da alanina aminotransferase (ALT), da ureia,
da creatinina, da glicemia de jejum e dos eletrélitos séricos (sédio, potassio,

fésforo, cloro, magnésio e célcio).

Todos os 48 participantes do estudo foram avaliados pelos neurologistas
da instituicdo, na busca de diagndsticos que pudessem exclui-los do estudo e
para retificar ou adicionar dados clinicos aqueles coletados pelos médicos da
VSJBC. Ao final da avaliacdo multiprofissional, foram excluidos do estudo 21
individuos que apresentaram dados clinicos insuficientes ou com DI de etiologia
infeciosa, metabdlica, traumatica, obstrutiva, por drogas teratogénicas e

hipoxicoisquémica (Figura 2).

Nos 27 pacientes com o diagnostico de DI de etiologia indeterminada,
uma equipe de psicologos e neuropsicologos realizou a classificacdo da
gravidade da DI pelas diretrizes do DSM5 (leve, moderada, grave e profunda). A
ferramenta utilizada para esta gradacéo foi o Inventario Portage, auxiliado pelos
critérios clinicos (Figura 2). Quando suas manifestacBes clinicas estavam
presentes, a equipe de psicologia também auxiliou no diagndstico e classificacao
do Transtorno do Espectro Autista (TEA) (APA, 2013).

4.2. Coleta das Amostras Biologicas e Analises Genéticas

A coleta de sangue periférico dos participantes foi realizada pelos
profissionais do laboratério da VSJBC. Durante esse procedimento, uma
amostra de 6ml de sangue foi coletada e destinada as analises genéticas. Este
material foi separado em duas aliquotas: a primeira porcédo foi adicionada
heparina sddica (BD Vacutainer Sodium Heparin 143 USP Unit) e encaminhada
para exames de citogenética classica; a segunda por¢do foi adicionada o
anticoagulante EDTA (BD Vacutainer K2 EDTA 7,2 mg) e direcionada para a

extracdo do DNA.



Pacientes da VSIBC com DI
Idade até 25 anos

N: 48

Avaliagdo clinica e neurolégica

Avaliagdo radiolégica e laboratorial

v

DI indeterminada

N: 27

A4

Avaliagdo neuropsicolégica
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Inclusido no estudo

Dados indisponiveis N: 4
DI de etiologia adquirida
N: 17

\ 4

Etiologia infecciosa: 6
Etiologia hipdxico-isquémica: 4

Causas externas (trauma): 3
Etiologia teratogénica: 2
Etiologia obstrutiva: 1

Etiologia Metabdlica: 1

l

Exclusio do estudo

.

Figura 2 - Fluxograma da selecéo dos pacientes para o estudo.
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Pacientes com DI de etiologia indeterminada

Avaliag@o clinica e radioldgica sugestiva
de Sindrome Genética conhecida

Nao im
Cariotipo Teste genético
MLPA especifico
Array-CGH
Exames normais Exame alterado Exame alterado
Se clinica compativel, || Correlagdo clinica em Aconselhamento
pesquisa da Sindrome banco de dados —> genético
do X Fragil

Exame alterado

Exame normal

Armazenamento das amostras de DNA
para futuros exames com painéis génicos
e sequenciamento de nova geracio

Fonte: Modificado de Flore e Milunsky (2012).

Figura 3 - Fluxograma para a realizacdo dos exames genéticos dos pacientes

com Deficiéncia Intelectual indeterminada.
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As amostras foram utilizadas conforme o fluxograma acima.
Primeiramente, nos individuos que apresentaram sinais e sintomas sugestivos
de uma sindrome genética conhecida, os testes especificos para estas
alteracdes foram realizados. Naqueles pacientes sem sindrome identificavel, o
exame de caribtipo, a MLPA e a analise cromossdmica por microarranjos foram
realizadas. A PCR para a Sindrome do X-Fragil foi realizada somente naqueles
pacientes, cujos exames iniciais foram negativos e que apresentaram quadro
clinico compativel com a doenca. (Figura 3) (FLORE & MILUNSKY, 2012;
AUTISM SPECTRUM DISORDERS WORKING GROUP OF THE
PSYCHIATRIC GENOMICS CONSORTIUM, 2017).

4.3. Citogenética Classica (Cariotipo)

Linfécitos do sangue periférico das amostras coletadas foram cultivados
de acordo com o protocolo de Moorheade e colaboradores (1960). Os passos do

cultivo e as alteracdes feitas ao protocolo original estdo descritas a seguir.

As células (500ul de sangue) foram cultivadas em duplicatas (frasco A e
B), em 80% de meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementados com estreptomicina
(Sigma® 0,01mg/ ml) e penicilina (Sigma 0,005mg/ml), 20% de soro bovino fetal
(Gibco®) e 0,1% de fitohemaglutinina (Gibco®), perfazendo um total de 5ml. As
culturas foram incubadas a 37°C por 72 horas para a andlise das alteracdes
cromossOmicas. Ao término do prazo foi adicionado colchicina (0,4ug/mi,
Sigma®) para a obtencdo de células em metafase, com tempo de acdo de 40
minutos a 37°C. Em seguida, as culturas de linfocitos foram transferidas para
tubos e centrifugadas a 800 rpm por 8 minutos. O sobrenadante foi desprezado;
ao precipitado de células foram adicionados 5ml de solucdo hipotdnica (KCI
0,075M, Merck®) e incubados a 37°C por 20 minutos. Apds esse periodo, foi
adicionado 1ml de solucdo fixadora (metanol/acido acético, Merck®) na
proporcao de 3:1 e, entdo, o material foi homogeneizado com o uso da pipeta de
“Pasteur”. Esta suspensdao foi novamente centrifugada a 800 rpm por 8 minutos
e o0 sobrenadante descartado. Esse procedimento foi repetido com a solucéo

fixadora até que o material ficasse transparente e repetida por cerca de trés
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vezes. A cada repeticdo adicionou-se 5ml de solugéo fixadora e no ultimo ciclo

adicionou-se 1ml de fixador ao precipitado de células.

As laminas foram limpas com agua e detergente, enxaguadas em agua
corrente abundante, imersas em agua destilada gelada e utilizadas logo em
seguida. A suspensdo de células foi gotejada sobre as laminas, que foram
acondicionadas em caixas fechadas e mantidas a temperatura ambiente por uma
semana, para que, desta forma, ocorresse o envelhecimento da cromatina antes

dos procedimentos de bandeamento.

As laminas contendo as metafases para analise foram submetidas aos
procedimentos de bandeamento GTG, segundo um protocolo modificado de
Scheres (1972). Estas foram submersas por 5 a 10 segundos em solucao de
tripsina 1:250 (0,1% Gibco) pré-aquecida a 37°C e lavadas com agua destilada.
A seguir, as laminas foram coradas com solugcdo contendo 1ml de Giemsa
(Merck®) e 30ml de tampéo fosfato de Sorensen (0,06M pH 6,8) por 3 minutos,
lavadas em &gua corrente e secas a temperatura ambiente. Um total de onze
metafases foi desenhada e analisada no microscépio o6tico. As férmulas

cariotipicas foram descritas de acordo com o ISCN (2009).

4.4. Analise das Regifes Subteloméricas (MLPA)

A extracdo de DNA genbmico a partir das amostras de sangue periférico
(coletado em tubos vacutainer com EDTA) foi realizada segundo as
recomendacgdes do fabricante do kit comercial Flexigene Gendmica Purificativo
Kit (Qiagem®). O DNA obtido foi quantificado por absorbancia da luz UV em
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Cientifico Inc.) para
determinar sua concentragdo e, entdo, estocado a -20°C até o momento da

utilizagéo.

A andlise de rearranjos pela técnica de MLPA foi realizada utilizando-se o
kit SALSA MLPA P036 Subtelomeres Mix 1 probemix — Versédo E2, seguindo as
instrucdes do fabricante (MRC-Holland). A técnica de MLPA foi realizada
segundo o protocolo original descrito por Schouten e colaboradores (2002), com

pequenas modificacdes que sdo descritas a seguir.
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As amostras de DNA foram diluidas (concentragéo final 50ng/ul) em Tris-
EDTA. Para a desnaturacdo do DNA 1ul de cada amostra diluida foi colocada
em tubos de 0,2ml, submetidas a 98°C por cinco minutos, em seguida a 25°C e
centrifugadas 30 segundos a 13.000 rpm. Apds esse processo, foi acrescentado
1yl do Master Mix | a cada tubo (0,375uldo SALSA Probemix 1; 0,375ul do
SALSA buffer e 0,25ul de agua ultrapura), incubados a 95°C por um minuto, em
seguida a 60°C por 3 horas e permanecendo a 54°C no termociclador. Ainda
nessa temperatura foram adicionados 8ul de mix ligase-65 as amostras (6,25ul
de &gua ultrapura, 0,75l de ligase buffer A; 0,75ul de ligase buffer B e 0,25ul de
ligase), que foram incubadas por 15 minutos, em seguida a 98°C por 5 minutos

e depois a 4°C.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi iniciada a uma temperatura
de 60°C, onde foram adicionados 20ul do Master Mix Il a cada tubo (15,75ul de
agua estéril, 2ul de SALSA PCR, 1ul de PCR buffer, 1ul do primer e 0,25ul de
taq DNA polimerase), misturados por pipetagem e imediatamente iniciada a
reacdo de PCR nas seguintes condi¢des: 35 ciclos — desnaturacao a 95°C por
30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos, extensédo a 72°C por 60

segundos, extensao final a 72°C por 20 minutos e término a 4°C.

Os produtos amplificados obtidos foram analisados em uma placa de
sequenciamento, onde foram adicionados 1,0ul do produto da PCR (diluido
1:20), 0,075ul de size standard LIZ600 (Applied Biosystems) e/ou ROX500
(AppliedBiosystems) e 9ul de formamida Hi-Di (Applied Biosystems). Estes foram
desnaturados a 96°C por 3 minutos, incubados em banho de gelo por 3 minutos
e separados por tamanho em sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Amplie

Biosystems).

Os eletroferogramas foram analisados usando o software de analise de
gendtipo Coffalyser (MRC-Holland), em planilhas especificas para o Kit SALSA
MLPA, desenvolvidas e fornecidas on line pela MRC-Holland (fabricante do kit
de MLPA). A aplicacdo desse software integra todas as etapas de analise,
fornecendo opc¢des de normalizacao e de relatdrios personalizados de pesquisa
clinica (identificacdo da amostra, parametros de analise, grafico e
eletroferograma).
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Quantidades relativas dos produtos de sondas amplificadas foram
comparadas com a amostra de referéncia para se determinar o numero de copias
das sequéncias alvo. O software determina a relacdo das areas dos picos de
interesse com as areas dos picos das regides controle. Os picos de interesse
foram considerados como sendo normais quando a raz&o entre essas areas
estava entre 0,75 e 1,3. As razbes com valores inferiores a 0,75 e acima de 1,3,
em varias sondas adjacentes, indicaram a presenca de uma delecdo ou
duplicacao, respectivamente (SCHOUTEN et al, 2002).

As regifes subteloméricas pesquisadas pelo kit SALSA MLPA P036
Subtelomeres Mix 1 probemix — Versdo E2, com o0s genes localizados nestas
regides que foram correlacionados com a Deficiéncia Intelectual, estédo descritos

no Quadro 4.

4.5. Analise Cromossdmica por Microarranjos

A analise cromossdmica por microarranjos permite analisar
microdelecbes ou microduplicacbes, simultaneamente, em milhares de
sequéncias alvo do genoma. Esta técnica utiliza como alvo de hibridacdo um
conjunto de sondas (oligonucleotideos), com localizacdo previamente conhecida
nos cromossomos, organizados em alta densidade em um chip de DNA.
Utilizamos a plataforma CytoScan 750 (Affymetrix, EUA) e as configuracfes
disponiveis no GeneChip® Scanner 3000 7G System (Affymetrix, EUA). Essa
plataforma utiliza microarranjos de DNA contendo 2 milhdes de sondas néo
polimorficas para Copy number variations (CNVs) de regides codificantes e nao
codificantes do genoma humano e cerca de 750.000 SNPs. O sistema todo inclui
os oligonucleotideos pré-arranjados em GeneChip®, conjunto de 38 reagentes
diferentes, equipamentos para hibridizacdo, lavagem, coloracdo, leitura e
visualizacdo dos microarranjos, e programa computacional necessario para a
identificacdo dos Single nucleotide polymorphisms (SNPs) e das CNVs. A
técnica consistiu das seguintes etapas:

Preparacdo do DNA gendmico: seguindo os padrdes recomendados pelo
fabricante quanto a estrutura de trabalho, condi¢cdes e materiais utilizados foi
dada sequéncia ao protocolo para a andlise das amostras, que teve inicio com a

normalizacdo das amostras para a concentragao final de 50 ng/uL de DNA
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diluido em Low EDTA TE buffer (Affymetrix, EUA). Utilizou-se o protocolo
estabelecido para grupo de 8 rea¢bes contando com 6 amostras, um controle

positivo e um controle negativo.

Quadro 4 - Regibes subteloméricas pesquisadas pelo kit SALSA MLPA P036
Subtelomeres Mix 1 probemix — Verséo E2 e os genes correlacionados com a DI

localizados nestas regioes.

Posicao Gene DI Posicao Gene DI
01p36.33 TNFRSF4 01944 SH3BP5L
02p25.3 ACP1 02037.3 CAPN10
03p26.3 CHL1 03929 BDH1
04p16.3 PIGG 0435.2 TRIML2
05p15.33 PDCD6 05035.3 GNB2L1
06p25.3 IRF4 06027 PSMB1
07p22.3 ADAP1 07936.3 VIPR2
08p23.3 FBX025 080g24.3 ZC3H3
09p24.3 DMRT1 09q34.3 EHMT1
10p15.3 DIP2C 10926.3 PAOX
11p15.5 RIC8A 11925 NCAPD3
12p13.33 SLC6A12 12g24.33 ZNF10
13g12.11 PSPC1 13934 F7
14g11.2 CCNB1IP1 14932.33 MTA1
15g11.2 MKRN3 15026.3 ALDH1A3
16p13.3 POLR3K 16024.3 GAS8
17p13.3 RPH3AL 17925.3 TBCD
18p11.32 USP14 18023 RBFA
19p13.3 CDC34 19913.43 CHMP2A
20p13 SOX12 20013.33 OPRL1
21g11.2 RBM11 210922.3 PRMT?2
22q11.21 | BID 22013.33 | RABL2B
Xp22 SHOX XQq28 VAMP7

DI: Deficiéncia Intelectual. Fonte: Modificado de WWW.mlpa.com
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Digestdo com Nsp I, ligacdo de adaptadores e amplificacdo: DNAs dos
pacientes e controles foram submetidos a digestdo em sitios especificos com a
enzima Nsp | (Affymetrix, EUA) para a obtencdo de fragmentos de DNA de
tamanhos variados e posterior ligacdo de adaptadores com a T4 DNA Ligase
(Affymetrix, EUA), preparando a amostra para a amplificacdo por meio da reacdo
da PCR.

Foi utilizada uma mistura de 5 yL de DNA (50ng/uL), 11,55 yL de agua
(Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water), 2,00 yL de tamp&o da Nsp | (10X),
0,20 pL de albumina bovina sérica (BSA) (100X) e 1,0ul da enzima Nsp | (10
U/uL). A seguir, a mistura foi colocada no termociclador MyCycler® (Bio-Rad,
EUA) por duas horas a 37°C e 20 minutos a 65°C. Os produtos da digestéo foram
armazenados a -20°C até o proximo passo.

A sequir, foi realizada a ligagdo dos fragmentos de DNA a adaptadores
especificos, com a mistura de 0,75 pyL de adaptador Nsp | (50 uM), 2,50 uL de
tampao da T4 DNA Ligase (10X) e 2,00 uL da enzima T4 DNA Ligase (400 U/uL).
A mistura foi colocada em termociclador (Bio-Rad, EUA) por trés horas a 16°C e
20 minutos a 70°C. Os produtos da reacéo de ligagao foram diluidos com 75uL
de agua e foram armazenados a -20°C até o préximo passo.

Foram feitas quadruplicatas das reac6es da PCR de cada amostra para
aumentar a quantidade do DNA gendmico. Os fragmentos de DNA ligados a
adaptadores Nsp | foram submetidos a reacdo de PCR com a utilizacdo de
39,5uL de agua, 10,0 pL de tampao da TITANIUMTM Taqg DNA Polimerase(10X),
20,0 pL de reagente GC-Melt, 14,0 uL de mistura de dNTP’s (2,5mM cada),
4,5uL do iniciador PCR Primer 002 (100uM) (Clontech, EUA) e 2,0 uL da enzima
TITANIUMTM Tag DNA polimerase (50X) (Clontech, EUA). Foram colocadas em
um termociclador VeritiTM onde as reac¢des tinham 1 ciclo de incubacéo a 94°C
(3 minutos), 30 ciclos de 94°C (30 segundos), 60°C (45 segundos) e 68°C (15
segundos) e um ultimo ciclo de 68°C (7 minutos).

O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio. O tamanho dos fragmentos deve ser de cerca de 150 a 2000
pb, confirmando o sucesso da digestéo, ligacao e PCR, permitindo a sequéncia
do protocolo. Os produtos das PCRs foram armazenados a -20°C até o préximo

passo.
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Mistura dos produtos das PCRs, purificacdo e quantificacdo: os produtos
das PCRs das quadruplicatas de cada amostra foram reunidos em um unico tubo
(volume final 397 uL) e os fragmentos de DNA foram capturados com o uso de
esferas magnéticas (Affymetrix, EUA). ApoOs incubacdo e centrifugacédo, as
esferas magnéticas contendo fragmentos de DNA aderidos a sua superficie
foram selecionadas por forca magnética na MagnaRackTM (Life Technologies,
EUA), lavadas com tampéao da purificacdo (Affymetrix, EUA) e, finalmente, os
DNAs eluidos em tampao de eluicdo (Affymetrix, EUA) para um volume final de
47 uL. O material foi quantificado no espectrofotémetro NanoVue Plus. Para
continuacdo do protocolo, cada amostra deve apresentar valores de
concentracdo de DNA = 3.0 pg/uL. Os produtos das PCRs purificados foram
armazenados a -20°C até o proximo passo.

Fragmentacdo dos produtos das PCRs: os produtos das PCRs
inicialmente foram misturados com 10 pyL do mix de fragmentacdo que é
cuidadosamente preparado com 123.5 pL de agua, 158,4 uL de tampao de
fragmentacao 10x (Affymetrix, EUA) e 5,8 pL do reagente de fragmentacéao (2,5
U/uL). A mistura foi colocada no termociclador VeritiTM por 35 minutos a 37°C e
15 minutos a 95°C. A fragmentacao (volume final: 55 pL) foi observada pela
presenca de fragmentos entre 25 e 125 pb em eletroforese em gel de agarose
4% corado com brometo de etidio. Os fragmentos obtidos foram armazenados a
-20°C até o préximo passo.

Marcacdo do DNA fragmentado com biotina: a marcacao das amostras foi
realizada com a mistura de 51 yL do DNA fragmentado e 19,5uL da mistura de
marcagdao formada por 14,0 uL de tampado Terminal deoxynucleotidyl
Transferase (5X), 2,0 yL de reagente de marcagcao de DNA 30mM (biotina) e
3,5uL da enzima TdT (30 U/ul). A mistura foi colocada em um termociclador
VeritiTM por quatro horas a 37°C e 15 minutos a 95°C. O DNA marcado com
biotina foi armazenado a -20°C até o prOXimo passo.

Hibridizac&o: primeiramente foi preparada a mistura de hibridizacdo com
os tampdes de hibridizagao parte 1 (165,0 yL), parte 2 (15,0 pL), parte 3 (7,0 L)
e parte 4 (1,0 yL), mais 2,0 yL de OCR (Oligo Control Reagent, Affymetrix, EUA).
Em seguida foi realizada a mistura de 70,5 uyL de DNA biotinilado e 190 yL da
mistura de hibridizac&do. Esta mistura foi aquecida no termociclador VeritiTM a

95°C por 10 minutos e resfriada a 49°C até o proximo passo. Ainda no
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termociclador, 200ul da mistura desnaturada foi depositada imediatamente em
cada um dos GeneChip® com os oligonucleotideos pré-arranjados. Os
GeneChip® com o DNA foram incubados em forno de hibridizacdo (modelo
Hybridization Oven 645, Affymetrix, EUA) a 50°C durante 16 a 18 horas a 60
rpm.

Lavagens dos GeneChip® e marcacdo com fluoréforos: a lavagem e
marcacdo dos GeneChip® foi realizada, quatro por vez, na estacao
automatizada Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA) que foi previamente
abastecida com os tampdes de lavagem A e lavagem B (Affymetrix, EUA) mais
agua deionizada. Foram preparados também os tubos separados contendo os
tampdes de marcagdo 1 (500 uL), 2 (500 uyL) e 800 uL de holding buffer
(Affymetrix, EUA) que apresentaram em suas formulagbes os elementos
essenciais (estreptavidina, ficoeritrina - SAPE e anticorpo biotinilado
antiestreptavidina) para a formacédo da fluorescéncia durante a leitura dos
GeneChip® com o laser. Em seguida, os GeneChip® foram retirados do forno
de hibridizacéo e, imediatamente, colocados (quatro por vez) na estacao fluidica
onde as sequéncias de lavagens e marcacdes dos microarranjos contidos nos
chips por fluoréforos sdo automatizadas sob controle do software Affymetrix
GeneChip® Command Console™ (AGCC) versao 3.2.2 (Affymetrix, EUA).

Escaneamento dos GeneChip®, captacdo de imagens e andlise no
software Chromosome Analysis Suite 1.2.2 (Affymetrix®): os chips com
microarranjos foram colocados no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix,
EUA), gerenciado pelo programa AGCC. As imagens geradas pela excitagéo dos
fluoréforos  (ficoeritrina) captadas pelo digitalizador foram submetidas
primeiramente a analise de controle de qualidade geral (QC) por meio do
programa Genotyping Console verséao 3.2.2 (Affymetrix, EUA). A imagem dessa
leitura pode ser observada com o programa de visualizag&o Affymetrix GeneChip
Viewer (Affymetrix, EUA), onde também se puderam verificar os controles
positivos do sistema de forma a se comprovar que as condi¢des de hibridizacao
do microarranjo foram adequadas.

Apos estes procedimentos, utilizando o software Chromosome Analysis
Suite (ChAS) versao 1.2.2 (Affymetrix, EUA) foi possivel visualizar e analisar as
alteracdes cromossomicas (duplicagcdes, delecdes, CNVs, mosaicismo, perda de

heterozigose) ao longo do genoma de cada amostra. O programa € oferecido
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gratuitamente no sitio do fabricante (www.affymetrix.com) e trabalha com a
interface do Windows 7. Ele permite analisar arquivos no formato .CEL gerados
pelo software de leitura (Affymetrix CytoScan® Arrays) dos GeneChip®,
visualizar os dados resultantes da andlise da hibridizagdo (arquivos CYCHP)
sumarizados em forma de tabelas e graficos, visualizar os dados (arquivos
CNCHP) da plataforma (CytoScan™ HD Array) com a qual sdo comparados os
dados das amostras. O software permite ainda criar e customizar parametros e
regibes para uma andlise especifica, aplicar filtros para todo o genoma ou
regides de interesse especifico para remover informac¢fes ndo relevantes,
realizar analises comparativas entre diferentes amostras, além de acessar os
principais bancos de dados externos (NCBI, UCSC Genome Browser, Ensembl,
MIM®).

4.6. Pesquisa da Sindrome do X Fragil (PCR)

Naqueles pacientes que apresentavam quadro clinico compativel com a
Sindrome do X-Fragil e, concomitantemente, apresentaram cariétipo, MLPA e
analise cromossdmica por microarranjos normais, foram realizadas reacdes de
polimerizacdo em cadeia (PCR) para amplificacdo da regido CGG do gene
FMR1. Na reacdo de PCR foi utilizado primer ¢ 5-GCT CAG CTC CGT TTC
GGTTTCACT TCC GGT-3 e o primerf 5-AGC CCC GCACTT CCACCACCA
GCT CCT CCA-3". A amplificacdo foi realizada num volume total de 25pl
contendo entre 50-100 ng de DNA genbémico, 0.75 pmol de cada primer,
Deoxyribonucleotide triphosphate (DNTP) 200uM, 10 pl de 5x Q-solution
(Qiagen), 2.5 pl de 10x PCR Buffer e 1u de Platinum Taq DNA polimerase
(Invitrogen). A amplificagéo consistiu de 34 ciclos iniciados com desnaturagéo a
94°C por 4 minutos, seguidos de desnaturagdo a 98°C por 45 segundos,
anelamento a 64°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos e extensao
final a 72°C por 10 minutos.

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose para verificacdo da amplificacdo ou ndo do produto, utilizando 5ul do
material amplificado, juntamente com 3ul de tampéo de corrida (azul de
bromofenol 0,25%, xileno cianol 31% e glicerol 30%). Desta mistura, 8ul foram
depositados em cada poco do gel, e no primeiro poco foi colocada aliquota

padrao de peso molecular de 100 pb. O gel de agarose foi preparado a 1,5% de
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concentragdo com 100 ml de tamp&o TBE (Tris — Borato — EDTA) 1x e 1,59 de
agarose e 3ul de brometo de etidio Img/ml. O gel foi submetido a eletroforese
em cuba horizontal contendo tampao TBE 1x para a corrida a 100V e 50A por
aproximadamente 30 minutos. Todos os geéis foram fotografados em
fotodocumentador e as fotos mantidas em ata para registro dos resultados das

amostras.

4.7. Andlise Estatistica

As manifestagdes clinicas foram organizadas em tabelas de distribuicédo
de frequéncia e, ap0s a tabulacéo, analisadas pelo teste de Qui-quadrado, teste
de razao de verossimilhanca para o coeficiente da regressao logistica e o teste
exato de Fisher, com um P de 5% de significancia. Em uma situagdo pontual, foi
definido um P de 10% de significancia. Os calculos foram checados por dois

examinadores para a exclusdo de possiveis erros na sua operacao.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo Clinica

Ap0s a avaliagdo clinica e os exames de neuroimagem, um total de 21
individuos com DI foi excluido do estudo, em decorréncia de apresentarem
dados clinicos insuficientes ou DI de etiologia infeciosa, metabdlica, traumatica,
obstrutiva, por drogas teratogénicas e hipoxicoisquémica. Outros 27 pacientes
apresentaram Deficiéncia Intelectual de etiologia indeterminada e, portanto,
foram incluidos na nossa casuistica. As informacdes dos 27 casos do estudo
foram organizadas em um quadro, que continha os dados sobre o sexo,
procedéncia, idade, nivel de gravidade da DI, associacdo com TEA, familiares

acometidos, perimetro craniano, peso, altura e IMC destes (Anexo 4).

5.1.1. Caracteristicas Sociodemograficas e Familiares

A idade média da amostra foi de 16,8 anos, com um desvio padréo de
5,68 anos. A amostra ndo continha lactentes, apresentava um pré-escolar, dois
escolares, 15 adolescentes e nove adultos jovens (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes com Deficiéncia Intelectual indeterminada
por fases da vida.

Fases davida NUumero de casos Percentual
Pré-escolar (2-7 anos) 1 3,7%
Escolar (7-10 anos) 2 7,4 %
Adolescentes (10 a 20 anos) 15 55,6 %
Adultos jovens (20-25 anos) 9 33.3%
Total 27 100.0 %
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O sexo masculino foi observado em 15 (55,55%) dos individuos do estudo
e o0 sexo feminino em 12 (44,45%). Nao foi evidenciada diferenca significativa

entre os percentuais do sexo dos pacientes (P= 0,4936).

Em relacéo a origem dos individuos, 3,7% eram oriundos da regido norte,
7,41% da regido nordeste, 3,7% da regido sudeste e 85,14% da regido centro-
oeste. A historia familiar de DI foi descrita em 62,96% dos casos (25,93%
apenas um familiar e 37,03% dois ou mais familiares), ndo relatada em 22,22%
e dados sobre o acometimento familiar ndo foram obtidos em 14,82% destes
(Figura 4).

14.82%

= Sem acometimento familiar = Um familiar acometido

= Dois ou mais familiares acometidos = Dados insuficientes

Figura 4 — Frequéncia do acometimento familiar na amostra.

5.1.2. Classificagéo da DI

Quanto ao tipo de DI, um paciente apresentou DI ndo sindrémica (3,7%)
e 0s outros 26 (96,3%) apresentaram DI sindrémica. Os individuos com DI
sindrdmica manifestavam, concomitantemente, alguma malformacao, desordem
do neurodesenvolvimento (DND) e/ou outra deficiéncia. A DI foi classificada

guanto a sua gravidade conforme o DSM5 e as ferramentas utilizadas para o seu
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diagnostico foram o inventario Portage e a avaliagcdo clinica. Nenhum individuo
avaliado apresentou DI leve, cinco apresentaram DI moderada (18,52%), nove
apresentaram DI grave (33,33%) e 13 apresentaram DI profunda (48,15%)
(Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo da frequéncia absoluta e relativa do nivel de gravidade

da Deficiéncia Intelectual dos pacientes em fungcéao do sexo.

. Sexo
Gravidade M E Total
Moderada 0 (0,0%) 5 (41,7%) 5 (18.5%)
Grave 6 (40,0%) 3 (25,0%) 9 (33.3%)
Profunda 9 (60,0%) 4 (33.3%) 13 (48.2%)
Total 15 (100%) 12 (100%) 27 (100%)

5.1.3. Avaliacdo Antropométrica

A avaliacdo antropométrica foi feita com a medigdo da altura, peso e
calculo do IMC. A estatura foi medida e classificada conforme as tabelas da OMS
e do Center of Diseases Control (CDC). Baixa estatura (BE) foi observada em
14 pacientes (51,85%), limitrofe para baixa estatura em quatro (14,82%) e

estatura adequada em nove (33,33%).

Os participantes da pesquisa foram pesados e classificados segundo as
curvas da OMS e do CDC. O baixo peso (BP) foi encontrado em 16 casos
(59,26%), 0 peso adequado em oito (29,63%) e a obesidade em trés (11,11%).
O indice de massa corporal (IMC) foi calculado e analisado segundo as tabelas
da OMS e do CDC. O IMC baixo foi encontrado em 13 casos (48,15%), o
adequado em 11 (40,74%) e o elevado em trés (11,11%). As frequéncias
relativas, originadas da avaliacdo e classificacdo dos parametros

ponderoestaturais dos pacientes, estdo demonstradas na Figura 5.
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Figura 5 — Frequéncias relativas encontradas na avaliacdo e classificacdo dos

parametros pondero-estaturais dos pacientes da amostra.

O perimetro craniano (PC) foi mensurado e classificado segundo os
estudos de Rollins, Collins e Holden (2010) (Anexo 5). Os pacientes
apresentaram perimetro craniano menor que o percentil 3 em 13 casos (48,15%)
(microcefalia), entre o percentil 3 e 10 em quatro casos (14,81%) (limitrofe para

microcefalia) e entre o percentil 10 e 97 em 10 casos (37,04%) (adequado).

5.1.4. Comorbidades na DI Sindrémica

Os pacientes com DI exibiram uma grande variedade de sinais e
sintomas, porém, o sistema mais amplamente afetado foi o SNC. Um total de 18
casos (66,67%) apresentou deficiéncias multiplas (duas ou mais), alguns destes
exibindo todos os quatro tipos principais de deficiéncia (intelectual, fisica, visual
e auditiva). Dezessete pacientes apresentavam deficiéncia fisica (paralisia
cerebral espéstica, paralisia flacida de membros inferiores, ataxia e paralisia
facial), oito Deficiéncia Auditiva e sete Deficiéncia Visual (Anexo 6).
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As desordens do neurodesenvolvimento compreendem a Deficiéncia
Intelectual, o Atraso Global no Desenvolvimento, o Transtorno do Espectro
Autista (TEA) e a Epilepsia. O diagnostico de TEA esteve concomitante ao de
DI em cinco individuos (18,52%), estes, na sua maioria, com 0s niveis graves do
Autismo. A Epilepsia esteve presente em 15 casos (55,55%), principalmente, na
sua forma de dificil controle, onde numerosos anticonvulsivantes foram

necessarios para o seu controle.

Um total de 13 pacientes (48,15%) apresentou malformacgdes do Sistema
Nervoso Central, com grande diversidade morfoldgica e afetando tanto a medula
espinhal quanto o encéfalo. A avaliacdo radiologica, com tomografias
computadorizadas de cranio de todos os individuos, auxiliou na descri¢do destas
alteracdes. As malformacdes encontradas séo descritas no Quadro 5.

Quadro 5 - Descricdo das malformacbes do Sistema Nervoso Central
encontradas nos pacientes do estudo.

Paciente Malformacdo Neuroldgica
Hidranencefalia
7 Paquigiria e agenesia de septo pellcido
11 Atrofia cerebral
12 Sindrome de Dandy-Walker
14 Hidranencefalia
16 Meningomielocele + Hidrocefalia + Agenesia de sépto pellucido
17 Meningomielocele + Hidrocefalia
18 Hidranencefalia
19 Displasia septo-0ptica
20 Hidroanencefalia
24 Esquisencefalia de labio aberto + Paquigiria/polimicrogiria
26 Meningomielocele + Hidrocefalia
27 Agenesia de corpo caloso
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Malformacbes faciais e cutédneas foram observadas em nove casos
(33,33%), malformacdes em 0ssos e membros em quatro casos (14,81%) e
malformacdo renal em um caso (3,7%). Os exames laboratoriais usuais
evidenciaram diabetes mellitus congénita em um paciente (3,7%), pan-
hipopituitarismo em outro (3,7%) e os demais tiveram resultados normais (Anexo
6).

5.1.5. Associacdes entre a Gravidade da DI e as Demais Informacdes

Pesquisadas

Quando os patrticipantes do estudo foram separados pelo sexo em funcéo
do nivel de gravidade, houve diferenca entre as distribuices de frequéncia.
Maior nimero de casos moderados em individuos do sexo feminino e maior
namero de casos graves e profundos em pacientes do sexo masculino foram
descritos (P=0,0214) (Figura 6).

70%

60%

60%

50%

41.70% 40.00%

40%
30% 25.0%
20%
10%
0%
0%

Moderada Grave Profunda
® Masculino ®Feminino

3.30%

*Frequéncias estatisticamente diferentes pelo Teste de Qui-quadrado (P= 0.0214).

Figura 6 — Distribuicdo da frequéncia relativa do nivel de gravidade da
Deficiéncia Intelectual dos pacientes em funcao do sexo.
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Os pacientes com estatura e IMC abaixo do esperado foram distribuidos
de acordo com o nivel de gravidade da DI. Em relacdo a altura, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas significantes nas frequéncias, porém, os
individuos com DI profunda apresentaram uma tendéncia a terem mais baixa
estatura, do que aqueles com DI grave e moderada. As frequéncias relativas ao
IMC baixo foram estatisticamente diferentes, de forma que, quanto maior o nivel
de gravidade da DI encontrada, maior a ocorréncia de pacientes com IMC abaixo
do esperado (Tabela 3). Em trés mulheres com DI moderada observamos
obesidade (60%), que nao foi visualizada nos homens e nos individuos com as

formas graves de DI.

Tabela 3 - Frequéncias absolutas e relativas de individuos com baixa estatura e
indice de massa corpérea baixa, de acordo com o0s niveis de gravidade da

Deficiéncia Intelectual.

Gravidade da DI
Moderada Grave Profunda Total
Numero de pacientes 5 9 13 27
Antropometria
Baixa estatura 2 (40%)* 3 (33.33%)* 9 (69.23%)* | 14 (51.85%)
Baixo peso pelo IMC 0 (0%)** | 3(33.33%)** | 10 (76.92%)** | 13 (48.15%)

* Frequéncias sem diferenca estatistica significante, Qui-quadrado (P = 0.2133) e Fisher (P =

0,2095).

** Frequéncias com diferenca estatistica significante, Qui-quadrado (P = 0.0077) e Fisher (P =

0,0049).

A Tabela 4 apresenta a distribuicdo das frequéncias dos pacientes com
desordens do neurodesenvolvimento, deficiéncias mdultiplas, malformacdes
diversas e outras alteracfes, em funcao do nivel de gravidade da Deficiéncia
Intelectual. As frequéncias com ocorréncia muito baixa estéo relatadas na tabela,
porém, com avaliagdo estatistica de baixo poder de conclusdo. Aquelas com
ocorréncia suficiente, a andlise estatistica foi realizada pelo teste de Qui-
quadrado, pelo teste exato de Fisher e pelo teste de razdo de verossimilhanca
para o coeficiente da regressdo logistica da probabilidade de ocorréncia em

funcdo da gravidade da DI (CRLG), todos com um P de 5% de significancia.
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Tabela 4 - DistribuicAo das frequéncias dos pacientes com desordens do neurodesenvolvimento, deficiéncias multiplas,

malformacdes diversas e outras alteracdes, em funcao do nivel de gravidade da Deficiéncia Intelectual.

Gravidade da DI

Moderada Grave Profunda Total
NUumero de pacientes 5 9 13 27
Outras deficiéncias X2 (P) Fisher (P) | CRLG (P)

Paralisia cerebral 0 (0%) 2 (22.22%) | 9 (69.23%) 0,0106 0,0135 0,0111 11 (40.74%)
Paralisia flacida de membros inferiores 1(20%) | 2(22.22%) | 1 (7.69%) 0,6004 4 (14.81%)
Ataxia 0 (0%) 0 (0%) 1 (7.69%) 0,5717 1 (3.70%)
Paralisia facial bilateral 0 (0%) 0 (0%) 1 (7.69%) 0,5717 1 (3.70%)
Deficiéncia Auditiva 0 (0%) 2 (22.22%) | 6 (46.15%) 0,1324 0,1297 0,0667 8 (29.63%)
Deficiéncia Visual 0 (0%) 1(11.11%) | 6 (46.15%) 0,0624 0,0976 0,0547 7 (25.93%)
Desordens do neurodesenvolvimento

Epilepsia 1(20%) |5 (55,55%) | 10 (76.92%) 0,0853 0,0871 0,0315 16 (59,25%)
TEA 0 (0%) 3(33,33%) | 2 (15,38%) 0,2822 5 (18.52%)

continua
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Tabela 4 - DistribuicAo das frequéncias dos pacientes com desordens do neurodesenvolvimento, deficiéncias multiplas,

malformacdes diversas e outras alteracdes, em funcao do nivel de gravidade da Deficiéncia Intelectual.

continuagao

Gravidade da DI

Moderada Grave Profunda Total
Numero de pacientes 5 9 13 27
Malformacdées X2 (P) Fisher (P) | CRLG (P)
Microcefalia 2 (40%) | 4 (44.44%) | 7 (53.85%) 0,8388 1 0,5627 13 (48.15%)
Malformacéo de SNC 1(20%) |5 (55.55%) [ 7 (53.85%) 0,3765 0,5239 0,2840 13 (48.15%)
Dismorfismos faciais e cutaneos 3 (60%) | 2(22.22%) | 4 (30.76%) 0,3432 9 (33,33%)
Malformacéo de ossos e membros 1(20%) | 2 (22.22%) | 1 (7.69%) 0,6004 4 (14.81%)
Malformacdes de 6rgaos 0 (0%) 1(11.11%) 0 (0%) 0,3540 1 (3.70%)
Outras alteracdes
Hipotonia 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 0,1018 1 (3.70%)
Hipopituitarismo 0 (0%) 1(11.11%) 0 (0%) 0,3540 1 (3.70%)
Diabetes mellitus tipo | 0 (0%) 0 (0%) 1 (7.69%) 0,5717 1 (3.70%)

X2: Qui-quadrado; CRLG: Coeficiente da regresséo logistica da gravidade e TEA: Transtorno do Espectro Autista.
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Entre as desordens do neurodesenvolvimento, a Epilepsia teve uma maior
ocorréncia nas DI mais graves, ratificada pelo teste CRLG. A taxa de pacientes
com TEA nao apresentou diferencas significativas entre os diferentes niveis de
gravidade da DI (Tabela 4).

Em relacdo as deficiéncias multiplas, foi observada uma maior propor¢éo
de casos com Paralisia Cerebral nas DI de maior gravidade. A Deficiéncia
Auditiva e Visual apresentou uma tendéncia de elevacado das suas frequéncias
em funcdo do aumento da gravidade da DI, com significAncia estatistica
marginal. Na Deficiéncia Visual os testes estatisticos encontraram um P entre
0,0547 e 0,0976, ou seja, significativo para um P = 10%, uma significancia

aceitavel para o tamanho de nossa amostra (Tabela 4).

N&o foram encontradas diferengas entre as classes de gravidade da DI,
para a ocorréncia da microcefalia, das malformacdes do SNC, dos dismorfismos

faciais e cutaneos e das malformacfes de 0ossos e membros (Tabela 4).

5.1.6. Caso Suspeito de Ataxia Espinocerebelar Tipo 7

O paciente 25 da nossa amostra recebeu o diagnostico clinico de ataxia
espinocerebelar tipo 7 (Anexo 6). A avaliacao revelou uma encefalopatia crénica
evolutiva com sinais de ataxia, microcefalia, Deficiéncia Intelectual grave,
Deficiéncia Visual, Epilepsia e disfagia orofaringea neurogénica leve. Os dados
gestacionais informaram que o nascimento foi a termo, com peso de 38509 e
53cm de comprimento, ambos adequados para a idade gestacional. O parto foi
normal e ndo ha relatos de uso de alcool, tabaco, medicamentos ou drogas

ilicitas durante a gestacéao.

ApoOs pesquisa dos seus antecedentes, varios membros da sua familia
foram identificados com a mesma doenca (Figura 7) e foi realizada a
investigacdo para determinar o numero de repeticbes CAG nos seus genes
ATAXIN-7. A avo materna (lI-1) e a mae da crianca (IlI-1) apresentaram alelos
com 44 e 46 repeticdes, respectivamente. O irméo da avo (11-4) apresentou alelo

com 42 repeticdes. A partir de 36 repeticdes, considera-se o0 alelo mutado. A
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amostra deste participante foi enviada para um laboratério terceirizado e a
analise do numero de repeticbes no gene ATAXIN-7 (IV-2) teve resultado

inconclusivo.

O—,—D
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- ool do ot -

2

Figura 7 - Heredograma da familia com diagndstico de ataxia espinocerebelar
tipo 7. O individuo V-2 é o probando. Mae (lll-1) e avé materna (lI-1) apresentam
um alelo mutado, bem como o individuo 1l-4. Outros individuos apresentam

sintomas da doenca e estdo em investigacao.

5.2. Avaliacdo Genética

5.2.1. Caribtipo

Os caridtipos de vinte e sete participantes do estudo foram realizados e
analisados no Laboratério de Genética Molecular e Citogenética do
Departamento de Genética do ICB1, da Universidade Federal de Goias (UFG).
Os resultados de todos os cariétipos mostraram-se normais, conforme exemplo

da Figura 8.
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Método de Analise

Investigacao da presencga de anormalidades cromossomicas pela metodologia de bandamento GTG.
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Resultados

A andlise cariotipica realizada em 11 células em banda GTG com resolugéo de 400 - 550 bandas revelou
a constituicdo cariotipica de 46,XY em todas as células analisadas. O resultado 46,XY é normal.

Goiania, 03 de margo de 2017.

Figura 8 — Laudo do cari6tipo de um dos pacientes do estudo.

5.2.2. Andlise das Regides Subteloméricas (MLPA)

A analise por MLPA das regides subteloméricas foi realizada em amostras
de sangue de todos os participantes do estudo e ndo foram detectadas. A Figura
9 representa o resultado normal de um dos pacientes avaliados e a Figura 10
demonstra como seria o resultado de um exame alterado, neste exemplo, uma
MLPA que detectou microdelecdo na regiao 3p.
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Figura 9 - Representacdo da MLPA com resultado normal de um dos pacientes do estudo (Kit SALSA MLPA P036 e software

Coffalyser).
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5.2.3. Pesquisa da Sindrome do X-Fragil (PCR)

A pesquisa da Sindrome do X-Fragil foi realizada em 12 pacientes da
nossa amostra, por meio de reacdes de polimerizacdo em cadeia (PCR) para
amplificacdo da regido CGG do gene FMR1. O exame foi realizado em cinco
pacientes do sexo feminino e sete do sexo masculino. A avaliacédo foi positiva
em um paciente do sexo masculino, este com idade de 10 anos e cuja mée
apresentava Deficiéncia Intelectual e que ndo se encontrava disponivel para
avaliacdo clinica e laboratorial. A mae néo teve enfermidades na gestacéo e nao
fez uso de drogas teratogénicas. O paciente nasceu a termo (37 semanas) e hao
teve intercorréncias na maternidade. As manifestacbes clinicas deste
adolescente foram a Deficiéncia Intelectual grave, pés planos, hipotonia
muscular, flacidez articular e dismorfismos faciais (face grosseira e alongada;
fronte e mandibula proeminentes). Os exames laboratoriais usuais deste
individuo foram normais, a tomografia de cranio revelou uma discreta dilatacao
ventricular sem transudacdo liquérica e a USG de abdome evidenciou uma
colelitiase. O cari6tipo e o MLPA tiveram resultados normais.

Os outros seis pacientes do sexo masculino, que fizeram a pesquisa da SXF,
obtiveram resultados normais. Entre as cinco mulheres que realizaram a triagem
para a SXF, duas tiveram resultados normais e trés resultados inconclusivos

(uma banda luminescente na eletroforese em gel de agarose).

5.2.4. Andlise Cromossdmica por Microarranjos

A metodologia de anéalise cromossOmica por microarranjos foi realizada
em 23 dos 27 individuos do estudo. Entre os pacientes que nao fizeram a analise:
dois tiveram a amostra de sangue degradada e nado foi possivel nova coleta; um
paciente apresentou quadro sugestivo de AEC Tipo 7; 0 outro caso teve
diagnéstico clinico de SXF e, contrariando o nosso protocolo, foi direto para a
realizagdo de exame especifico para a doencga, o qual confirmou o diagndstico.
O exame foi considerado sem CNVs patogénicas em dezesseis casos € com
CNVs patogénicas em sete casos. A seguir, segue as descricdes dos casos e

Seus respectivos rearranjos cromossomicos.
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Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose do produto da amplificacao da regiao
CGG do gene FMR1 de 12 pacientes da amostra. M é o marcador da reacgao, a
canaleta quatro € o caso do sexo masculino com resultado positivo 9sem
amplificacdo) e as colunas 3, 9 e 10 sdo os individuos do sexo feminino com

resultado inconclusivo (uma banda apenas).

5.2.4.1. Paciente 1

A andlise cromossdmica por microarranjos revelou uma microduplicagcédo
intersticial de aproximadamente 522kb em 20pl13. A CNV se estendeu da
posicdo 2.598.710 a 3.121.016 (Genome browser UCSC; construcdo hgl9) e
englobou os genes TMC2 (OMIM 606707), NOP56 (OMIM 614154), MIR1292
(OMIM 614155), IDH3B (OMIM 604526), EBF4 (OMIM 609935), CPXM1 (OMIM
609555), VPS16 (OMIM 608550), PTPRA (OMIM 176884), GNRH2 (OMIM
602352), MRPS26 (OMIM 611988), OXT (OMIM 167050) e AVP (OMIM 192340)
(Figura 12).
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Figura 12 — Resultado da analise cromossémica por microarranjos da paciente com microduplicagdo na regido 20p13.
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A paciente é filha Unica de pais ndo consanguineos. Ela foi avaliada aos
22 anos de idade e sua mae também apresentava Deficiéncia Intelectual.
Durante a gestacdo, a mae nao utilizou alcool e drogas ilicitas, ndo apresentou
evidéncias de doencas que pudessem levar a infec¢des congénitas, porém, a
gravidez foi fruto de abuso de incapaz. A paciente nasceu de parto cirdrgico a
termo. O peso ao nascer, comprimento ao nascer e 0 APGAR nao estavam
disponiveis. O neonato permaneceu dois dias na maternidade e nega
intercorréncias neste periodo. A paciente ndo exibia dismorfismos faciais e de
membros, porém, apresentava baixa estatura. Ao que se refere as desordens do
neurodesenvolvimento, esta demonstrava Deficiéncia Intelectual grave,

Transtorno de Espectro Autista nivel 3 e Epilepsia.

5.2.4.2. Paciente 2

A anélise cromossémica com microarranjos revelou uma microdelecéo
com tamanho aproximado de 194kb e localizada na regido 2pl15. Este defeito
cromossOmico se estendeu da posicdo 61.590.611 a 61.784.752 e afetou
parcialmente XPO1 (exportin 1, Genome browser UCSC; constru¢do hgl9;
coordenadas gendmicas chr2: 61,705,069-61,764,245, OMIM 602559). A Figura
13 representa o resultado da andlise cromossémica por microarranjos deste

paciente (CytoScan HD Array - Affymetrix, EUA).

O paciente com a CNV é o segundo filho de uma prole de dois. Ele foi
avaliado aos 16 anos de idade e a histéria familiar revelou um irmao mais velho
com Deficiéncia Intelectual. Nao foram encontrados dados sobre a sua gestacao
e nasceu de parto natural a termo sem intercorréncias. Em relacdo ao seu
nascimento, o peso foi de 30459, o comprimento de 48cm, o perimetro cefalico

de 35c, 0 APGAR 10 (5 minutos) e ndo teve intercorréncias no periodo neonatal.
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Figura 13 - Resultado da analise cromossémica por microarranjos do paciente com delecao na regido 2p15.
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A sua avaliagdo clinica demonstrou uma Deficiéncia Intelectual profunda,
paralisia flacida de membros inferiores (hipotonia), Deficiéncia Auditiva,
Epilepsia, pés tortos congénitos e dismorfismos faciais (boca grande, base nasal
larga, palato ogival, entre outros). Os exames laboratoriais usuais tiveram
resultados normais. Exames de ultrassonografia abdominal, radiografia de torax
e tomografia computadorizada do encéfalo estavam dentro da normalidade. O
seu eletroencefalograma exibiu atividade irritativa difusa e intensa atividade
epileptiforme multifocal com predominio do hemisfeério direito. Quadro sugestivo
da Sindrome de Lennox-Gastaut.

5.2.4.3. Paciente 7

A analise cromossémica por microarranjos revelou uma duplicacdo
intersticial de aproximadamente 192kb na faixa de 3g29, se estendendo da
posicdo 197.451.713 a 197.643.460. A CNV englobou o gene BDH1 em sua
totalidade (3-hydroxybutyrate dehydrogenase 1, Genome browser UCSC;
construgdo hgl9; coordenadas gendmicas chr3: 197.236.654-197.282.858,
OMIM 603063) (Figura 14). O individuo em questao também apresentava uma
microduplicacdo na regido 11g23.3, compreendendo da posicédo 118.768.268 a
118.997.828. Esta CNV afetou os genes BCLIL (OMIM 609004), UPK2 (OMIM
611558), RPS25 (OMIM 180465), TRAPPC4 (OMIM 610971), SLC37A4 (OMIM
602671), HYOU1 (OMIM 601746), VPS11 (OMIM 608549), HMBS (OMIM
609806), H2AFX (OMIM 601772) e DPAGT1 (OMIM 191350) e HINFP (OMIM
607099).

O individuo com a mutacéo € o segundo filho de pais ndo consanguineos.
Ele foi avaliado aos 10 anos de idade e a histéria familiar ndo revelou parentes
com Deficiéncia Intelectual. Durante a gestacdo, a mée nao utilizou alcool e
drogas ilicitas, porém, teve episédios de ITU. O paciente nasceu de parto natural
a termo sem intercorréncias e evoluiu com ictericia neonatal discreta. O seu peso
ao nascer foi de 2920g, o comprimento ao nascer 49 cm e APGAR 9/10 (um e

cinco minutos).



Figura 14 - Resultado da analise cromossémica por microarranjos do paciente com microduplicagdo da regido 3g29.
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A crianga apresentava microcefalia, face alongada, palato ogival, base
nasal ampla e baixa implantacdo das orelhas. A paciente também exibia
Deficiéncia Intelectual grave, Paralisia Cerebral tetraplégica espastica, Epilepsia,
atrofia muscular proeminente e criptorquidia. Os exames laboratoriais usuais
tiveram resultados normais. Exames de ultrassonografia abdominal e radiografia
de torax estavam dentro da normalidade. A tomografia computadorizada (TC) do
encéfalo apresentou resultado sugestivo de paquigiria e agenesia de septo

pellcido.

5.2.4.4. Paciente 11

A analise cromossbmica por microarranjos revelou um rearranjo
cromossOmico complexo de aproximadamente 438kb na faixa de 12p13.33, que
se estendeu da posicdo 1.190.349 a 1.627.395. As CNVs consistiam de duas
areas de microduplicacbes e uma area central de microdelecédo (Figura 15 e
Tabela 5), de forma que, as primeiras margeavam a segunda. As alteracdes
cromossOmicas afetaram parcialmente o ERC1 (interacting/cast family, member
1) (Genome browser UCSC - construcao hgl9; OMIM 607127).

Tabela 5 - Descrigao do rearranjo cromossomico complexo em 12p13.33

(tamanho, pontos de quebra distal e proximal).

CNVs Tamanho pb | Ponto de quebra | Ponto de quebra
distal proximal
Duplicacdo 12p13.33 309757 1.317.638 1.627.395
Delegéo 12p13.33 26559 1.291.079 1.317.638
Duplicacédo 12p13.33 100730 1.190.349 1.291.079

A paciente com o rearranjo € a terceira filha de pais consanguineos. Ela
foi avaliada aos 22 anos de idade e a historia familiar revelou varias pessoas
com Deficiéncia Intelectual e sua mée apresentava Deficiéncia Auditiva. Na
gestacdo, sua mae ndo utilizou alcool e drogas ilicitas, assim como, ndo

apresentou evidéncias de doencas que pudessem levar a infec¢des congénitas.
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Figura 15 - Resultado da analise cromossdémica por microarranjos demonstrando um rearranjo cromossémico complexo de

aproximadamente 438kb na regido 12p13.33.
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A paciente nasceu de parto natural a termo. O seu peso ao nascer foi de
2600g, o comprimento ao nascer nao estava disponivel e APGAR nao estava
disponivel. O neonato permaneceu dois dias na maternidade e teve alta sem

intercorréncias.

Em relacdo aos dismorfismos faciais, a jovem apresentava braquicefalia,
limitrofe para microcefalia, face retangular grosseira, fronte proeminente,
implantacéo baixa das orelhas, labio superior fino, dentes malformados e palato
ogival. A paciente também exibia Deficiéncia Intelectual profunda, Paralisia
Cerebral tetraplégica espastica, Deficiéncia Visual e Auditiva, Epilepsia,
escoliose toracica grave, atrofia muscular proeminente e malformacfes dos pés

e pododactilos

Os exames laboratoriais usuais tiveram resultados normais. Exames de
ultrassonografia abdominal e radiografia de torax também estavam dentro da
normalidade. A tomografia computadorizada (TC) do encéfalo demonstrou
desproporcéao craniofacial, com sinal de reducéo volumétrica encefalica de forma

exacerbada para a faixa etaria (atrofia cerebral).

5.2.4.5. Paciente 16

A analise cromossdmica por microarranjos evidenciou uma delecao de
aproximadamente 1,55 Mb na regido 2q12.2q12.3, se estendendo da posicdo
106.884.820 a 108.440.138 (Genome browser UCSC; construcéo hgl9). Entre
estas posi¢cdes encontramos os genes PLGLA (OMIM 612212), RGPD3 (OMIM
612706) e ST6GAL2 (OMIM 608472) (Figura 16).

A adolescente com o defeito cromossomico é filha unica. Ela foi avaliada
aos 10 anos de idade e apresentava historico de maus tratos por parte de seus
genitores. Na gestacdo, sua mae utilizou alcool e tabaco, porém, esta nega uso
de drogas ilicitas. A genitora foi espancada durante a gravidez pelo seu esposo,
gue a atingia com frequéncia no abdome. A paciente nasceu de parto cirargico
pos-termo sem intercorréncias. O seu peso ao nhascer foi de 2950g, o

comprimento ao nascer de 47cm e o APGAR néo estava disponivel.
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Figura 16 - Resultado da analise cromossémica por microarranjos demonstrando uma delecédo de aproximadamente 1,55 Mb

na regiao 2q12.2q12.3.
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A paciente nasceu com um Distarbio de Fechamento do Tubo Neural
(DFTN), que consistia de uma mielomeningocele toracolombar e, por este
motivo, teve que ser transferida para um hospital terciario. Neste
estabelecimento, a malformacéo foi cirurgicamente corrigida e sucedida de
numerosas complicacdes respiratorias e infecciosas, que a obrigaram a ficar

internada por dois meses.

~

A adolescente ndo apresentava dismorfismos faciais, porém,
demonstrava microcefalia, baixa estatura, baixo peso, malformacdes ésseas
(fusdo de arcos costais e peito escavado) e renais (rim esquerdo atrofico,
hipofuncionante e aderido ao rim direito). Em seu exame clinico foi evidenciada
Deficiéncia Intelectual grave, Deficiéncia Auditiva e Epilepsia. Em relacdo as
sequelas da mielomeningocele, a paciente desenvolveu uma paralisia
flacida/deformidade de membros inferiores e a bexiga neurogénica. Os exames
laboratoriais usuais tiveram resultados normais. A tomografia de torax
evidenciou as alterac6es secundéarias ao DFTN (coluna e medula) e a fusédo dos
arcos costais. A tomografia computadorizada do encéfalo demonstrou uma
hidrocefalia supratentorial sem sinais de hipertensdo e a agenesia de septo
peltcido. Outros procedimentos realizados foram a cintilografia renal e o estudo

urodinamico.

5.2.4.6. Paciente 17

A analise cromossdmica por microarranjos evidenciou uma delecdo de
aproximadamente 2,75 Mb na regido 1921.1g21.2, se estendendo da posicao
145.764.678 a 148.520.164 (Genome browser UCSC; construcdo hgl9). Este
rearranjo cromossémico afetou os genes NBPF10 (OMIM 614000), GPR89A
(OMIM 612821), HYDIN2 (OMIM 610813), NBPF12 (OMIM 608607), PRKAB2
(OMIM 602741), FMO5 (OMIM 603957), CHD1L (OMIM 613039), BCL9 (OMIM
602597), ACP6 (OMIM 611471), GJA5 (OMIM 121013), GJA8 (OMIM 600897),
GPR89B (OMIM 612806), NBPF11 (OMIM 614001), NBPF8 (OMIM 613998) e
NBPF14 (OMIM 614003) (Figura 17).
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Figura 17 - Resultado da analise cromossdmica por microarranjos demonstrando uma delecéo na regido 1921.1g21.2.
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Avaliada aos 22 anos de idade, a paciente € a segunda filha de uma prole
de dois, sendo que, sua irm& mais velha faleceu com 24 horas de vida de causa
nao esclarecida. A sua mae negou uso de drogas licitas e ilicitas na gestacao.
A genitora era portadora de distarbio bipolar severo e cardiopatia, em funcéo de
complicagBes desta ultima culminou o seu 6bito. A paciente nasceu de parto
natural a termo em sua residéncia. Ao nascer, 0 neonato ndo chorou e
apresentou cianose. Os dados antropométricos ao nascer e 0 APGAR ndo foram

mensurados.

A paciente nasceu com mielomeningocele sacral e hidrocefalia, os quais
foram corrigidos ainda no periodo neonatal. Como sequela, o DFTN
desencadeou paralisia flacida/deformidade de membros inferiores e bexiga
neurogénica. A paciente demonstrava dismorfismos faciais (boca larga, base
nasal ampla, palato arqueado, olhos fundos e sobrancelhas grossas) e
apresentava baixa estatura, obesidade, microcefalia, Deficiéncia Intelectual
grave e Epilepsia. Os exames laboratoriais usuais tiveram resultados normais. A
tomografia de abdome evidenciou mielomeningocele sacral com sinais de
manipulacdo cirdrgica, defeito na fusdo dos arcos sacrais posteriores,
cistostomia, hipoplasia renal a direita, nefrolitiase bilateral, escoliose em S da
coluna toraco-lombar e displasia acetabular a esquerda. A tomografia
computadorizada do encéfalo diagnosticou uma hidrocefalia supratentorial,
derivacéo ventriculo-peritonial em corno occipital do ventriculo lateral direito e

imagens hipoatenuantes nos lobos frontais sugestivas de encefalomalacia.

5.2.4.7. Paciente 20

A analise cromossdmica por microarranjos revelou uma delecéo
intersticial de aproximadamente 98kb na faixa de 9p24.3, que se estendeu da
posicdo 607.900 a 706.265 (Genome browser UCSC; construcdo hgl9) e
englobou apenas o gene KANK1 (KN motif and ankyrin repeat domain-containing
protein 1, OMIM 607704) (Figura 18).
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Figura 18 — Resultado da anélise cromossémica por microarranjos da paciente com delecéo na regido 9p24.3 (KANK1).
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A adolescente com o rearranjp € a segunda filha de pais néo
consanguineos. Ela foi avaliada aos 15 anos de idade e a histéria familiar revelou
um tio com Deficiéncia Intelectual. Sua mae morreu de complicacées da SIDA
adquirida ap0s seu nascimento e os dados sobre seu pai ndo estavam
disponiveis. Durante a gestacdo, a mae ndo utilizou drogas licitas/ilicitas e ndo
apresentou evidéncias de doencas que pudessem levar a infec¢cdes congénitas.

Com 26 semanas e quatro dias de gestacédo, a paciente nasceu de parto
natural pélvico prematuro. O seu peso ao nascer foi de 900g, o comprimento ao
nascer ndo estava disponivel e APGAR 2/4 (um e cinco minutos). Um dia antes
de seu nascimento, uma ultrassonografia obstétrica de sua mae diagnosticou
hidrocefalia fetal, mais proeminente no hemisfério esquerdo. O neonato
permaneceu um longo tempo na UTI, onde apresentou numerosas

intercorréncias.

Em relagéo aos dismorfismos faciais, a crianga apresentava microcefalia,
fronte proeminente, retrognatia e face grosseira. A paciente também exibia
Deficiéncia Intelectual profunda, Paralisia Cerebral tetraplégica espastica,
Deficiéncia Visual e Auditiva, Epilepsia, escoliose toracica grave e atrofia

muscular proeminente.

Os exames laboratoriais usuais tiveram resultados normais. Exames de
ultrassonografia abdominal e cardiaca estavam dentro da normalidade. A
tomografia computadorizada (TC) do encéfalo mostrou espaco liquorico cérebro-
espinhal ocupando quase toda a cavidade supratentorial. Ma formagéo de quase
todo o cérebro, com pequenas areas de preservacdo nas regides
occipitotemporal, parietal e parassagital no temporal esquerdo e direito (Figura
19).
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Figura 19 — Imagens da tomografia de cranio da paciente com a delecao

em 9p24.3 exibindo hidranencefalia.
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6. DISCUSSAO

A Deficiéncia Intelectual é uma condicdo que se origina na infancia, uma
fase critica do desenvolvimento humano e €é caracterizada por significante
limitacdo no dominio conceitual, social e préatico. A DI apresenta alta incidéncia
mundial e afeta em torno de um em cada mil habitantes do planeta. Em resposta
ao tamanho e gravidade deste problema, o Brasil vem tentando desenvolver
politicas publicas para o diagndstico e tratamento das pessoas com DI, porém,
ainda insuficientes para atender toda a populacdo acometida (MAULIK et al,
2011; TASSE, LUCKASSON, NYGREN, 2013; APA, 2013; BRASIL, 2014).

6.1. Discussao dos Achados Clinicos

No presente estudo, um total de 48 pacientes com até 25 anos e que
apresentava alguma forma de DI foram avaliados. Esta idade foi escolhida
porque o0s pacientes mais velhos continham poucas informacdes nos seus
prontuarios. A auséncia de dados relativos a gravidez, ao parto e as suas

infancias inviabilizaria a classificacdo da etiologia da DI nestes casos.

Apos avaliacdo detalhada e exames complementares, 21 individuos
foram excluidos do estudo (43,75%), uma vez que as DI descritas eram de
etiologias ja conhecidas ou faltavam dados para os estudos etiologicos. Vinte e
sete casos com DI indeterminada (56,25%) foram mantidos e que se
beneficiariam com a realizacdo de exames genéticos. Na casuistica do trabalho,
o percentual de pacientes sem o diagndstico etiolégico da DI esteve de acordo
com os valores encontrados em estudos anteriores e expressa a dificuldade em
se achar a causa desta complexa manifestacdo clinica (MAULIK et al, 2011;
LOPEZ-PISON et al, 2014).

6.1.1. Caracteristicas Sociodemograficas e Familiares

A casuistica foi composta, em sua maioria, por adolescentes e adultos

jovens, oriundos da regido centro-oeste. Segundo o Censo Brasileiro de 2010, a
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populacdo brasileira é constituida por 48,97% de pessoas do sexo masculino e
51,03% do sexo feminino. Na amostra, néo foi evidenciada diferenca significativa
entre homens (55,55%) e mulheres (44,45%), quando comparamos com a
populacdo brasileira, porém, houve um ligeiro predominio do sexo masculino (P
= 0,4936). Da mesma forma, os estudos prévios indicam um maior
acometimento do sexo masculino, em uma proporcao que pode chegar a 1,96
homens acometidos para cada mulher (Tabela 1) (LEONARD, WEN, 2002;
HUANG et al, 2016).

Em 62,96% da série de casos, pelo menos um familiar foi acometido com
a DI. Este percentual ficou ainda maior (73,91%), quando foram excluidos da
contagem os individuos, dos quais ndo obtivemos informacBes sobre seus
familiares. Este fato sugere que a DI foi transmitida através das geracdes e,
desta forma, possua um provavel componente genético. As alteracdes
cromossOmicas e génicas sdo causas prevalentes de DI e possuem padréao de
heranca familiar, principalmente, nos individuos com as formas brandas. A
amostra deste estudo foi composta, em sua maioria, por pacientes com as
formas graves de DI. Este elevado acometimento de suas parentelas foi um fato
surpreendente e merece ser reavaliado em futuras pesquisas (Figura 4). (DES
PORTES, LIVET, VALLEE, 2002; ROPERS, 2010; COOPER et al, 2011;
MEFFORD, BATSHAW, HOFFMAN, 2012).

6.1.2. Classificacéo da DI

Quase a totalidade da casuistica apresentou DI sindromica (26), as
manifestagbes concomitantes mais comuns foram as deficiéncias fisicas e
sensoriais, as desordens do neurodesenvolvimento, a microcefalia, as
malformacdes do SNC, as malformacdes cutaneas e faciais, e as malformacdes
de ossos e membros. A classificacdo da DI em nédo sindrébmica é uma tarefa
dificil, visto que alguns sintomas relacionados com a DI podem passar
despercebidos ou se manifestarem tardiamente. Na casuistica do estudo, a DI
como sintoma isolado foi algo incomum (KAUFMAN, AYUB, VINCENT, 2010).
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A amostra foi composta por pacientes, principalmente, com as formas
graves de DI. A institucionalizacdo desses individuos ocorreu devido a extrema
pobreza e problemas sociais graves, como o alcoolismo e drogadicdo de seus
genitores, gravidezes em adolescentes, falhas nos programas de planejamento
familiar, prostituicdo e violéncia sexual. A presencga de casos mais graves era
um fato previsto, visto que quanto maior a gravidade da DI, maiores as
dificuldades de se cuidar destes individuos e, consequentemente, maior
necessidade de internacdo em instituicbes especializadas (Tabela 2)
(SCHALOCK, BORTHWICK-DUFFY, BRADLEY, 2010).

6.1.3. Avaliacdo Antropométrica

Por meio da avaliacdo antropométrica dos participantes, foi evidenciado
gue a DI teve um grande impacto, tanto na altura quanto no estado nutricional
desses individuos. Em torno de 50% apresentavam baixa estatura, baixo peso e
IMC abaixo do esperado. A microcefalia foi constatada em, aproximadamente,
50% da casuistica estudada, dados que estdo em concordancia com Coronado
e colaboradores (2015), que evidenciaram em 75% dos portadores de

microcefalia a Deficiéncia Intelectual.

6.1.4. Comorbidades na DI Sindrémica

O numero de casos com deficiéncias multiplas observados foi elevado
(66,67%) e englobou diferentes formas da Deficiéncia Fisica, a Deficiéncia
Auditiva e a Deficiéncia Visual. A amostra foi constituida, em sua maioria, de
pacientes com DI grave/profunda, fato que pode explicar a alta incidéncia
encontrada de deficiéncias mdultiplas (MUNOZ-QUEZADA, LUCERO-
MONDACA, 2011; MUNOZ-QUEZADA, LUCERO-MONDACA, 2017).

Em relacdo as desordens do neurodesenvolvimento, foi encontrado em
18,52% dos participantes o TEA, esta coexisténcia ja foi demonstrada pelos
estudos anteriores, que detectaram a DI em até 75% dos autistas (MATSON,
SHOEMAKER, 2009).
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A Epilepsia esteve presente em mais da metade dos pacientes,
principalmente, nas suas formas de dificil controle. Bowley e Kerr (2000), em
uma revisdo sistematica, evidenciaram a alta prevaléncia e o grande impacto
que a Epilepsia exerce nas pessoas com DI. Os episédios convulsivos levam
estes pacientes ao 6bito e aumentam a necessidade de cuidados por parte de
seus familiares e, por estes motivos, devem ser tratados com a maior eficacia

possivel.

Nos participantes da pesquisa, a quantidade, heterogeneidade e
diversidade das malformacdes do SNC encontradas foi notavel (Quadro 5) e,
para cada uma delas, numerosos genes ja foram implicados com sua etiologia.
Detectada em um caso, a agenesia ou disgenesia de corpo caloso apresentou
mais de 40 sindromes genéticas complexas implicadas com o seu aparecimento,
origidadas de vérios tipos de mutacdes e localizadas em diferentes
cromossomos (TORRES, SADDI, 2015).

Os dismorfismos cutaneos e faciais foram vistos em nove individuos da
amostra, na maioria das vezes, estes foram inespecificos e ndo conduziram a
um diagnastico sindrémico identificavel. Esse fato ocorreu para as malformacdes
em 0ssos, membros e 6rgdos, que nao direcionaram para uma etiologia

especifica.

6.1.5. Associagbes entre a Gravidade da DI e as Demais Informacdes

Pesquisadas

Nos pacientes da pesquisa, foi observada uma maior frequéncia do sexo
feminino nos casos moderados da DI e do sexo masculino nos casos graves e
profundos. Poucos artigos foram encontrados, que distribuiram a frequéncia do
sexo dos pacientes com DI em fungcdo da gravidade. Um grande estudo
australiano ndo encontrou diferencas nestas frequéncias e avaliou mais de 8000
individuos. Uma reviséo sistematica evidenciou uma maior chance de individuos
do sexo masculino desenvolverem DI apés complica¢cdes no periodo neonatal,
porém, ndo os distinguiu por nivel de gravidade (BITTLES, PETTERSON,
SULLIVAN, 2002; HUANG et al, 2016).
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Os critérios de selecdo dos pacientes para a internacao na VSJBC podem
ter influenciado nestes valores, porém, novos estudos epidemiolégicos devem
ser realizados, a fim de confirmar ou descartar a hipotese de que 0 sexo

masculino apresenta formas mais graves de DI.

A distribuicdo dos casos com os indices antropométricos abaixo do
esperado em funcéo da gravidade da DI (BE e IMC baixo) demonstrou que,
para a baixa estatura, havia uma tendéncia de aumento da sua frequéncia,
conforme aumentava o nivel de gravidade da DI. J4 para o IMC, houve um
aumento significativo da frequéncia em funcdo do aumento do nivel de gravidade
da DI (Tabela 3). A obesidade esteve presente na maioria dos pacientes com DI
moderada (60%), todos do sexo feminino e ausente naqueles com DI
grave/profunda.

Ao avaliarem 614 institucionalizados na provincea de Buenos Aires,
Bronberg e colaboradores (2011) demonstraram que, aqueles com DI
grave/profunda apresentavam maior percentual de IMC abaixo do esperado e
gue nenhum daqueles com DI leve/moderada apresentava IMC abaixo do
esperado. No mesmo estudo, detectaram que a obesidade era mais frequente
em individuos do sexo feminino com DI leve/moderada (44%). Da mesma forma,
trés outros estudos chegaram a conclusdo que o baixo peso pelo IMC e a
obesidade sdo grandes problemas nos pacientes com DI. Estes resultados séo
semelhantes aos que foram encontrados na presente pesquisa (BHAUMIK et al,

2008; COSSIO-BOLANOS et al, 2015; HOEY et al, 2017).

Nos pacientes com DI grave/profunda, a desnutricdo e a baixa estatura
pode ser explicada pela presenca de numerosas comorbidades, que levam a
intercorréncias clinicas com um profundo impacto sobre seus crescimentos e
desenvolvimentos. Em um grande percentual de pacientes, a obesidade na DI
moderada € resultado de uma alimentacdo de baixa qualidade e excessiva,
como também, decorrente de disturbios alimentares (TORRES, SADDI, 2015;
HOEY et al, 2017).

A distribuicdo da microcefalia nos diferentes niveis de gravidade da DI nédo
mostrou diferenca significativa e ndo foram encontrados estudos que

correlacionassem as duas variaveis (Tabela 4).



70

Em relacdo as deficiéncias multiplas, a ocorréncia da paralisia cerebral
apresentou uma elevacéo estatisticamente significante, em funcdo do aumento
da gravidade da DI. Nao foi possivel avaliar esta relacdo nas outras formas de
deficiéncias fisicas, que apresentaram um frequéncia muito baixa para tal
estudo (paralisia flacida de membros inferiores, ataxia e paralisia facial). Na
Deficiéncia Auditiva e Visual foi detectada uma tendéncia de apresentar o

mesmo comportamento que a Paralisia Cerebral (Tabela 4).

Na populagdo chilena, cerca de 10% das pessoas com deficiéncia
apresentaram multiplas incapacidades. A presenca de mais de uma deficiéncia
atrasa o diagnostico, dificulta a classificacdo de gravidade e complica o
tratamento. As deficiéncias intelectuais, fisicas e sensoriais interagem entre si e
agravam umas as outras. Desta forma, a coexisténcia de vérias deficiéncias
pode ter agravado o quadro de DI instalado nos participantes dessa pesquisa
(NOBRE et al, 1998; MUNOZ-QUEZADA & LUCERO-MONDACA, 2011, 2017).

Os cinco individuos com TEA do estudo apresentaram a forma mais
grave de autismo (Nivel 3), porém, nao foi detectada uma maior frequéncia
destes casos nas formas mais graves da DI (Tabela 4). Os resultados estdo em
contradicdo com as pesquisas anteriores, as quais evidenciaram uma interacao
entre as duas, de forma que, a severidade do TEA aumenta a gravidade da DI
e vice-versa (MATSON, SHOEMAKER, 2009; MEFFORD, BATSHAW,
HOFFMAN, 2012).

Em relacdo a Epilepsia, quando foi comparada a ocorréncia na DI
moderada com a na DI profunda, a forma mais grave apresentou aumento no
acometimento de 3,85 vezes (Tabela 4) (P = 0,0315). Em uma revisao
sistematica, Robertson e colaboradores (2015) observaram que a frequéncia de
Epilepsia nos pacientes aumentava conforme agravava a DI. Neste ponto, os

dados deste trabalho estdo em harmonia com a literatura (Tabela 4).

A presenca ou auséncia das malformacdes do SNC nao se correlacionou
com a gravidade da DI. Provavelmente, esta constatacdo ocorreu em
decorréncia da diversidade das alteracbes do SNC evidenciadas (TORRES,
SADDI, 2015).
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6.1.6. Caso Suspeito de Ataxia Espinocerebelar Tipo 7

O paciente 25 da nossa amostra apresentou o quadro clinico de Ataxia
Espinocerebelar Tipo 7, apesar de sua mae, avo e tio-avo ja terem confirmado a
doenca por meio de PCR da regido do gene ATXN7, o resultado do seu exame
foi inconclusivo. Provavelmente, a mutacdo que carrega possui mais de 60
repeticbes e, desta forma, ndo diagnosticada pelos testes qualitativos. Até o
presente momento, ndo conseguimos um local para realizacdo do teste

guantitativo da AEC7 deste caso.

6.2 Discussao dos Resultados dos Exames Genéticos
6.2.1. Caridtipo

Os cari6tipos realizados nao detectaram mutacdes numeéricas ou
estruturais nos pacientes do estudo, no entanto, os achados ndo foram
discordantes dos estudos prévios. Este fato pode ser explicado pelo grupo
amostral ter sido pequeno e ndo conter portadores da Sindrome de Down.
Excluindo esta ultima, o cariétipo diagnostica menos de 4% das DI de etiologia
genética. Considerando que a amostra analisada continha 27 individuos, a
chance de positividade de um cariotipo foi de menos de 1,1%, ou seja, muito
baixa (LEONARD, WEN, 2002; VAN KARNEBEEK et al, 2005a, 2005b;
HOCHSTENBACH et al, 2011; ARTIGAS-PALLARES, GUITART, GABAU-VILA,
2013).

6.2.2. Anélise das Regides Subteloméricas (MLPA)

A analise das regides subteloméricas pela técnica de MLPA foi realizada
nos 27 individuos do estudo e ndo identificou alteracdes. Em séries de casos
com DI indeterminada, o MLPA subtelomérico obteve taxas de diagndstico entre

4,8 e 7%. Da mesma forma que para o cariotipo, a chance de deteccéo foi muito
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baixa (aproximadamente 1,35%) e compativel com os resultados obtidos (AHN
et al, 2007; 2008; ROOMS et al, 2011).

6.2.3. Pesquisa da Sindrome do X-Fragil (PCR)

O individuo 22 da nossa série de caso, ou seja, 3,7% da amostra
apresentou a SXF. Os estudos anteriores sugerem que em torno de 2% dos
pacientes com DI apresentem a doenca, percentual ndo muito distante dos
nossos resultados. A SXF é uma importante enfermidade no contexto da
Deficiéncia Intelectual de etiologia genética e a presenca de casos com a doenca
neste estudo era algo esperado (VAN KARNEBEECK et al, 2005a, 2005b).

6.2.4 Andlise Cromossémica por Microarranjos
6.2.4.1. Paciente 1

Uma microduplicacao intersticial na regido 20p13 foi demonstrada neste
caso. As CNVs desta regido sdo pouco frequentes e, quando ocorrem, estdo
associados com outros defeitos cromossomicos. Frequentemente, as
duplicacdes e delecbes em 20pl3 sdo de grande tamanho e englobam
numerosos genes. Em funcdo destas duas caracteristicas, a correlacao
genatipo-fendtipo é dificultada e, desta forma, ainda nao foi possivel estabelecer
regides criticas e 0S genes responsaveis para o aparecimento dos sintomas
(STARR et al, 2014; LEE, SHIN, 2017; KWON et al, 2018).

Nos poucos estudos encontrados, o quadro clinico associado com a
delecdo em 20p13 foi composto por caracteristicas dismorficas varidveis e por
desordens do neurodesenvolvimento (DI/AGD, TEA e atraso na fala). As
manifestacdes clinicas da duplicacdo em 20p13 foram muito similares agquelas
encontradas nos casos de delecdo. Em ambas CNVs, as DND estiveram
presentes na grande maioria dos relatos (WERLING et al, 2014; KWON et al,
2018).
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Na tentativa de aumentar a precisdo da correlacdo genétipo-fenotipo, o
banco de dados Decipher v9.25 foi vasculhado para defeitos cromossémicos na
regido 20pl3. Os pacientes do banco de dados (n:149) apresentaram as
mesmas caracteristicas clinicas descritas nos estudos publicados. Ao se refinar
a busca para as duplicagoes de tamanhos semelhantes ao presente relato e que
afetaram as mesmas posicoes em 20pl3, dois individuos foram encontrados.
Ambos os casos apresentaram DI e em um destes foi descrita a baixa estatura,

quadro clinico similar ao visto no atual estudo.

Na regido 20pl13, as posicbes compreendidas entre 2.598.710 e
3.121.016 albergam numerosos genes, 0s quais foram envolvidos com diversas
doencas: NOP56 e a Ataxia Espinocerebelar Tipo 36; IDH3B e a Retinite
Pigmentosa; PTPRA e a Doenca de Noonan, ARVP e a Diabetes Insipidus; OXT
e 0 Autismo (OMIM, 2018; Genome Browser UCSC construgéo hgl9, 2018).

O gene OXT codifica 0 neuropeptidio ocitocina que, além de mediar o
parto e a ejecdo de leite, foi considerado um grande modulador de varios
comportamentos sociais. Ao serem ativados, 0s receptores de ocitocina atuam
no cérebro modulando a excitabilidade neuronal. Estudos em animais revelaram
que, a deficiéncia deste neurotransmissor esteve associada aos disturbios do
neurodesenvolvimento. Nos individuos com a Sindrome de Prader-Willy foi
observado um namero menor de neurdnios produtores de ocitocina, o que pode
explicar o grande percentual de DI e TEA nestes pacientes. Desta forma, o gene
OXT poderia ser responsavel pelas alteragdes clinicas, que foram encontradas

no paciente atual e nos de outros estudos (RAJAMANI et al, 2018).

6.2.4.2. Paciente 2

O patrticipante da pesquisa apresentou uma delecao de 194kb localizada
na regiao 2pl1l5 e que acometeu parcialmente XPOL1. Este gene é um receptor
de exportacao nuclear, que exporta aproximadamente 200 moléculas de carga
do ndcleo para o citoplasma (proteinas, rRNA, RNA nuclear pequeno [SnRNA],
miR, mMRNAs especificos, entre outros) (RAJCAN-SEPAROVIC et al, 2007).
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Os estudos anteriores descreveram a Sindrome da Microdelecdo
2p15p16.1, cujos sintomas foram correlacionados com perda na CNVs em
quatro genes criticos: XPO1, USP34 (Ubiquitin-specific protease 34), BCL11A
(B-cell cll/lymphoma 11) e REL (Avian reticuloendotheliosis viral oncogene
homologo). Os dois primeiros genes localizados em 2pl5 e os Ultimos em
2p16.1, os quais desencadearam quadros clinicos muito semelhantes ao serem
deletados (RAJCAN-SEPAROQVIC et al, 2007; BAGHERI et al, 2016).

Em uma revisao sistematica, Bagheri e colaboradores (2016) catalogaram
todos os 33 pacientes descritos com a Sindrome 2p15p16.1. Desde entdo,
apenas oito novos relatos ocorreram e que exibiram quadro clinico semelhantes
aos casos anteriores (LEVI et al, 2017; SHIMBO et al, 2017; SOBLET et al,
2017). Neste estudo, o autor catalogou as manifestacdes clinicas da doenca e
calculou o percentual de individuos que as apresentaram. O Quadro 6 apresenta
estes resultados, como também, a presenca ou auséncia dos sinais e sintomas

no paciente da nossa amostra.

Quadro 6 - Manifestagfes clinicas da Sindrome da Microdelecdo 2p15p16.1,
como também, a presenca ou auséncia dos sinais e sintomas no paciente da

amostra avaliada.

Manifestagao clinica % de casos Paciente
DI/AGD 100 +
Microcefalia 79 -
Atraso na fala 76 +
Anomalias em dedos 76 +
Base nasal ampla 67 +
Pregas epicanticas 61 -
Telecanto 61 -
Ptose palpebral 54 +
Anormalidades cranianas 54 -
Hypotonia 54 +
Palato estreito e arqueado 51 +
Fissura palpebral descendente 51 +

Modificado de BAGHERI et al, 2016; DI: Deficiéncia Intelectual; AGD: Atraso Global no
Desenvolvimento.
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Desta forma, a analise cromossémica com microarranjos e a expressiva
correlacéo clinica indicaram que o caso relatado apresentou uma Sindrome da
Microdelec&do 2p15p16.1 tipica (LEVI et al, 2017).

6.2.4.3. Paciente 7

Os exames moleculares deste individuo revelaram uma duplicacao
intersticial de aproximadamente 192kb na faixa de 3g29. Ao revisar a literatura,
foram encontrados casos semelhantes, os quais foram denominados de
Sindrome da Microdelecao e Microduplicacdo 3929 (WILLATT et al, 2005; LISI
et al, 2008).

A regido 3929 possui cinco genes conhecidos (TFRC, PAK2, ZDHHCS9,
DLG1 e BDH1) e 17 transcritos sem funcédo definida, esta € flanqueada por duas
sequéncias de repeticdo de baixo numero de copias com alta homologia (LCR).
A maioria dos rearranjos em 3929 possui pontos de quebra do DNA nestas LCRs
e apresenta um tamanho tipico de 1,6Mb. Este fato sugere que, as
microdele¢des/microduplicacbes ocorram durante a replicacdo e devido a
recombinacdo homologa nado alélica. Desta forma, as microdelecbes e as
microduplicacfes seriam o produto reciproco uma da outra. Entretanto, o fato de
algumas mutacBes encontradas ultrapassarem ou ndo atingirem as LCRs da
regido 3929 pde em duvida esta teoria, principalmente, se tratando do ganho de
namero de copias (BALLIF et al, 2008).

Os pacientes com a Sindrome da Microdelecdo 3029 apresentam
manifestagdes clinicas variaveis, as quais incluem a Deficiéncia Intelectual leve
a moderada, a microcefalia, a ponte nasal elevada, o filtro curto, a ataxia, o TEA,
as deformidades toracicas e os dedos longos. Os individuos com a Sindrome da
Microduplicagdo 3929 tendem a ter sintomas mais brandos, que incluem a
Deficiéncia Intelectual leve a moderada (quase a totalidade dos casos),
dismorfismos faciais, a microcefalia, ponte nasal elevada, a obesidade, os pés
planos, o TEA, entre outros. Algumas manifestacdes clinicas foram observadas

na minoria dos pacientes e estas incluem a fenda palatina, as malformacdes
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cardiacas e oculares (WILLATT et al, 2005; GOOBIE et al, 2008; BALLIF et al,
2008).

Os primeiros relatos da Sindrome da Microduplicacdo 3929 ocorreram em
cinco pessoas de trés geracdes de uma familia, os quais definiram as
caracteristicas clinicas da sindrome. O segundo relato avaliou 19 pacientes com
a sindrome e constatou que, nos casos em que a avaliacdo genética dos pais foi
possivel, apenas 20% apresentavam mutacdes de novo e 80% as herdaram de
pais portadores e saudaveis. Esta constatacdo pés em duvida a significancia
clinica da microduplicacéo 3g29 (LISI et al, 2008; BALLIF et al, 2008).

Quatro novos trabalhos sobre o assunto foram publicados desde entéo,
onde todos os pacientes apresentaram rearranjos envolvendo DLG1 (discs large,
drosophila, homolog of, 1) e BDH1 (3-hydroxybutyrate dehydrogenase 1), os
provaveis genes responsaveis pelo desencadeamento dos sintomas. DLG1 e
BDH1 estdo implicados com o desenvolvimento neuronal e com as sinapses,
funcdes altamente relacionadas com os sintomas observados na sindrome.
Entretanto, os genes TFRC (transferrin receptor), PAK2 (protein-activated kinase
2) e ZDHHC9 (zinc finger dhhc domain-containing protein 9) também possuem
funcdes correlacionadas ao SNC ou foram associados a doencas neuroldgicas.
O individuo do presente estudo apresentou uma duplicacdo relativamente
pequena, porém que compreendia todo o gene BDH1, fato que explicaria as
importantes manifestacdes clinicas por ele apresentadas (GOOBIE et al, 2008;
ALEIXANDRE BLANQUER et al, 2011; FERNANDEZ-JAEN et al, 2014;
TASSANO et al, 2018).

Este foi o terceiro relato da Sindrome da Microduplicagdo 3929 com
sintomatologia grave, que incluiu a Deficiéncia Intelectual severa, microcefalia e
Epilepsia. Afirmacdes contundentes sobre a relacdo gendtipo-fenotipo para a
sindrome nédo séo possiveis, pois esta apresenta grau de penetrancia divergente
e alta variabilidade de expressdo. Apesar da maioria dos pacientes com a
microduplicacdo 3929 terem exibido a DI/AGD, nenhum destes foi descrito com
a paralisia cerebral tetraplégica espastica e este estudo foi o primeiro que relatou
esta alteracdo motora. Espera-se, que relatos como este aumentem as

informagdes sobre a doenca, por meio da disponibilizacdo de informacgdes e de
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material bioldgico para cooperacéo entre instituicdes (FERNANDEZ-JAEN et al,
2014).

O individuo 7 da pesquisa também apresentou uma microduplicacédo na
regido 11g23.3. Este rearranjo cromossémico afetou diversos genes, porém,
dois destes estdo associados com doencas neuroldgicas. O gene VPS11
(Vacuolar Protein Sorting 11) foi correlacionado com a Leucodistrofia
Hipomielinizante Tipo 12 e o gene DPAGT1 (Dolichyl-Phosphate N-
Acetylglucosamine Phosphotransferase) foi associado com a Sindrome
Miasténica Congénita Tipo 13 e com a Doenca Congénita de Glicosilacdo Tipo
1j (OMIM, 2018). Ambos os genes se manifestam com carater autossémico
recessivo e, desta forma, seria improvavel que um ganho de nimero de cépias

desencadeasse estas doencas.

Ao se vasculhar o banco de dados Decipher v9.25 (2018), um paciente
com duplicacdo muito semelhante ao do caso estudado apresentou Deficiéncia
Intelectual, macrocefalia e obesidade (Genome Browser UCSC construcdo hg19,
coordenadas genbmicas chrll: 118.822.090 - 119.131.549). Em funcédo dos
elementos apresentados, o estudo funcional dos produtos génicos envolvidos e
0 sequenciamento genémico desta regiao seria de grande auxilio na elucidagéo

do papel dessa CNV no fen6tipo do paciente do estudo.

6.2.4.4. Paciente 11

Uma mutagéo complexa foi detectada pelos exames moleculares deste
individuo, localizada na regido 12p13.33 e que afetou parcialmente o gene ERC1
(OMIM 607127). Microdelegcbes e microduplicagbes envolvendo a regido
12p13.33 sé&o rearranjos cromossOmicos muito raros e ha poucos estudos sobre
estes. Na revisdo da literatura, menos de 20 pacientes foram relatados com
essas CNVs e gque demonstraram fendétipo variavel (BAKER et al, 2002;
MACDONALD et al, 2010; ABDELMOITY et al, 2011; MADRIGAL et al, 2012;
VARGAS et al, 2012; THEVENON et al, 2013; FANIZZA et al, 2014; FARIA et
al, 2016).
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Os sinais e sintomas da microdelecdo 12p13.33 foram leves e as
caracteristicas dismorficas detectadas foram: face grosseira; microcefalia;
protusdo frontal discreta; enoftalmia; epicanto; orelhas baixas com l|6bulos
auriculares antevertidos e grossos; filtro acentuado; narinas grandes; labio
superior fino; palato arqueado; dentes irregulares e estreitamente espacados;
sutura metdpica proeminente; frouxidao articular moderada e unhas frageis do
primeiro dedo do pé. No Quadro 7 foram correlacionadas as caracteristicas
dismérficas associadas a microdelecédo 12p13.33, com aquelas apresentadas
pelo paciente deste estudo (BAKER et al, 2002; MACDONALD et al, 2010;
ABDELMOITY et al, 2011; MADRIGAL et al, 2012; VARGAS et al, 2012;
THEVENON et al, 2013).

Quadro 7 — Correlacéo entre as caracteristicas dismérficas associadas a
microdelecdo 12pl13.33 e as apresentadas pelo paciente deste estudo
(THEVENON et al, 2013)

Caracteristicas dismérficas da microdelecao
12p13.33 descritas em estudos prévios
Face grosseira

Paciente

Microcefalia
Fronte proeminente
Enoftalmia -
Epicanto -
Baixa implantag&o das orelhas, com lobos
antevertidos e grossos
Filtro largo
Narinas largas
Labio superior fino
Palato arqueado
Sutura metdpica proeminente
Hipermobilidade de articulagbes moderada -

+ I+ +

=+

+ 4|+ [+ |+

Em relagdo aos transtornos do neurodesenvolvimento, os relatos
anteriores de microdeleg¢ao 12p13.33 apresentaram a DI/AGD com atraso na fala
acentuado e o Transtorno do Espectro do Autista. Outros diagndsticos foram o

Transtorno do Déficit de Atencéo e Hiperatividade, a ansiedade e as dificuldades
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de aprendizagem (THEVENON et al, 2013; SILVA et al, 2014). O paciente
avaliado apresentou atrofia cerebral e manifestacdes clinicas graves, como a
Deficiéncia Intelectual profunda (DI), a Paralisia Cerebral quadriplégica espastica
(PC), a Deficiéncia Sensorial e a Epilepsia, como também, uma escoliose

torécica grave e uma atrofia muscular proeminente.

Em uma revisdo sistematica, a DI foi descrita em 76,9% dos relatos de
microdelecdo 12p13.33, mas nenhum caso demonstrou PC, Deficiéncia Visual e
Auditiva. Talvez até a presente data, este seja o primeiro relato de quadro clinico
grave em CNVs da regido 12p13.33 e pode ser resultado de expresséo variavel
e penetrancia incompleta (THEVENON et al, 2013, SILVA et al, 2014).

As manifestacdes clinicas da microduplicacdo 12p13.33 ndo sao claras e
a trissomia parcial “pura” foi descrita em um paciente com TEA e AGD (Genome
browser UCSC; construcédo hg 19, coordenadas gendmicas chrl2: 1.202.907-
1.601.450) (Decipher, paciente n® 357942). Outro relato avaliou uma crian¢ca com
mutacdo combinada dessa regido, que incluiu a regido 12p13.33 (907.478-
1.209.760) x3 e a 21g22.3 (45,574,299-45,884,738) x3 (MEKKAWY et al, 2016).

A sindrome de duplicacdo 12p € uma anormalidade cromossémica rara,
gue resulta da ma segregacdo de uma translocacao equilibrada dos pais e,
geralmente, esta associada a outros desequilibrios cromossdémicos. Sinais e
sintomas associados a essas mutacdes sdo DI/AGD e anomalias craniofaciais.
Embora a sindrome de duplicacdo 12p inclua a regido 12p13.33, a maioria dos
estudos descreve grandes duplicagdes, as quais se estendem de 12p12 a 12pter
e que comprometem multiplos genes. Em funcdo destas caracteristicas, a
correlagcdo gendtipo-fendtipo para estas aberracbes cromossOmicas fica
demasiadamente prejudicada (POIRSIER et al, 2014; LEISER et al, 2016).

Em uma revisdo sistematica, Thevenon e colaboradores (2013)
descreveram 13 casos com microdelecédo 12p13.33, estas com tamanho entre
1.3Mb e 4.79Mb. Sete destas alteracdes foram de novo, cinco foram herdadas e
os dados ndo estavam disponiveis em um caso. Em todos os pacientes, a menor
regido de sobreposicao destas delecdes possuia tamanho de 260kb e englobava
apenas o gene ELKS/ ERC1 (Figura 20).
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Figura 20 - Alinhamento das delecfes identificadas por array-CGH e descritas pela revisdo sistematica de Thevenon e

colaboradores (2013). A menor regido de sobreposicdo em todos os pacientes (260 kb) contém apenas o0 gene ELKS / ERCL1.
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O presente estudo esta de acordo com estes resultados, ao demonstrar
um caso de rearranjo cromossdémicos complexo, que envolveu apenas o gene
ELKS / ERCL1. As areas de microduplicacdo desta alteracdo comprometeram
nuUMerosos exons e, apesar de seu pequeno tamanho, a microdelecéo central
comprometeu trés exons, as quais sdo expressos em todas as transcri¢coes de
ELKS / ERC1 (UCSC Genome Browser construcdo hgl9, coordenadas
gendmicas chrl2: 1.291.079 -1.317.638).

Apesar de sua complexidade, a mutacédo deve ter desencadeado uma
haploinsuficiéncia, pois a delecédo dos exons levaria a formagédo de uma proteina
andmala ou impediria sua producdo. A manifestacdo clinica apresentada pelo

paciente avaliado suporta esta hipotese.

ELKS / ERCL1 é expresso em diferentes regiées do cérebro, com maior
expressdo na amigdala e no talamo (UCSC Genome Browser constru¢cdo hgl9;
coordenadas gendmicas chrl2: 1.100.404-1.605.0990). ELKS / ERC1 codifica
um membro das proteinas de ligacdo a RIM e pode estar envolvido na
organizacdo da matriz das células da zona ativa dos terminais nervosos, esta
que regula a liberacéo de neurotransmissores. Diversos estudos demonstraram
seu importante papel no transporte retrégrado dos endossomos para o Golgi e
na reciclagem independente de COPI das enzimas do Golgi para o reticulo
endoplasmatico (NAKATA et al, 1999; KIKUNO et al, 1999; GRIGORIEV et al,
2007; MORAR et al, 2011).

Os dados obtidos nesta pesquisa sugerem a existéncia da Sindrome de
Microdelegcdo 12p13.33 e, mais audaciosamente, a Sindrome de Dele¢édo de
ELKS / ERCL1. A confirmacao ou descarte dessa hipotese s6 sera possivel com
estudos funcionais envolvendo o gene ELKS / ERC1 e por meio de pesquisas

envolvendo o sequenciamento da regido 12p13.33.

6.2.4.5. Paciente 16

Neste individuo, o exame molecular (CMA) evidenciou uma delecdo de

1,5Mb na regido 2912.2g12.3 e a avaliacao clinica demonstrou baixa estatura,
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baixo peso, microcefalia, malformacdes renais, Deficiéncia Intelectual grave,
Deficiéncia Auditiva e Epilepsia. Concomitantemente, a paciente apresentou
uma mielomeningocele toracolombar, como também, os seus disturbios
associados (hidrocefalia, malformagcdo de costelas, paralisia flacida de Ml e
bexiga neurogénica). Os estudos anteriores observaram que, defeitos
cromossOmicos nesta regiao estiveram associados com a DI, a microcefalia e os
dismorfismos faciais inespecificos (GRIGGS et al, 2009; DHEEDENE et al,
2013). A busca em banco de dados retornou com 27 casos de delecbes em
2912.2912.3 (DECIPHER, 2018). Em ordem de frequéncia, 0s sintomas
observados nestes casos foram a Deficiéncia Intelectual, o TEA, a microcefalia,

a macrocefalia, a baixa estatura, a Epilepsia e a Hidrocefalia.

Desta forma, os fenétipos dos relatos prévios foram muito semelhantes
ao do individuo avaliado, como também, varias microdelecbes foram
equiparadas a este caso em tamanho e posi¢cdes afetadas. No paciente 16, os
genes acometidos pelo defeito cromossémico ndo foram associados com
doencas (PLGLA, RGPD3 e ST6GAL2), porém, se torna necessario 0
sequenciamento e estudo funcional destes, para elucidar os seus papeéis nos
quadros clinicos apresentados (GRIGGS et al, 2009; DHEEDENE et al, 2013;
DECIPHER, 2018).

Os disturbios de fechamento do tubo neural sdo a segunda causa mais
frequente de malformacdes e perdem somente para os defeitos cardiacos
congénitos (DETRAIT et al, 2005). Os DFTN apresentam etiologia heterogénea
e estima-se que entre 60 e 70% possuam um componente genético. Outros
fatores etioldgicos associados aos DFTN sdo caréncias nutricionais (folatos),
doencas maternas (diabetes gestacional) e uso de medicacfes (Valproato de
Sadio) (GREENE, COPP, 2014). Os genes responsaveis por estas
malformacgdes ainda precisam ser melhor estudados, porém, alguns destes ja
foram identificados (VANGL1- OMIM 610132, VANGL2 - OMIM 600533, FUZ
— OMIM 610622, CELSR1 — OMIM 604523, entre outros) (LEI et al, 2014; LUPO
et al, 2017; OMIM, 2018).

Em relacdo ao DFTN encontrado no individuo do estudo, os genes

acometidos pela microdelecdo ndo estdo sob suspeicdo, nao foram
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correlacionados e ndo aumentaram a susceptibilidade para estas malformacoes.
Desta forma, o sequenciamento dos genes ja correlacionados com os DFTNs e
do exoma seriam fundamentais para elucidar a etiologia da meningomielocele
deste paciente (GREENE, COPP, 2014; LUPO et al, 2017; OMIM, 2018).

N&o pode ser descartada a interferéncia da deformidade medular e de
suas desordens associadas no quadro clinico do paciente. A hidrocefalia pode
ter desencadeado a DI, Deficiéncia Auditiva e a Epilepsia. A alteracdo de Mi
pode ter desencadeado a baixa estatura e baixo peso. Entretanto, o DFTN nao
justifica toda a sintomatologia observada e seria mais provavel que o quadro
clinico, seja a soma dos sintomas desencadeado por este e do fendtipo da
microdelecdo em 2g12.2q12.3 (GREENE, COPP, 2014).

6.2.4.6. Paciente 17

Neste individuo, uma microdelecdo em 1921.1g21.2 foi detectada pelos
exames moleculares. Esta regido apresenta multiplas sequéncias de repeticédo
de baixo nimero de cépias com alta homologia (LCR), 0 que a torna susceptivel
para delecdes e duplicacdes recorrentes. A regido 1g21.1 apresenta duas
regides susceptiveis a CNVs: uma regido proximal, que se estende da posicdo
145.4 a 145.6Mb (200Kb, GRCh37/h19).) e uma regido distal, a qual possui
tamanho de 1,35Mb (chrl: 146,5-147,9 Mb, GRCh37 / h19) (WANG et al, 2017).
A regido critica para o desencadeamento dos sintomas possui tamanho de 1,35
Mb e se localiza entre as posi¢cdes cromossdmicas 145.000.000 e 146.350.000
(GRCh37 / h19). No caso deste estudo, a regido critica foi afetada pelo rearranjo
cromossOmico (chrl: 145.764.678 a 148.520.164, GRCh37 / h19 (BUSE et al,
2017).

As microdelecbes na regido 1921.1 podem surgir de novo (47,1%),
herdadas de pais moderadamente afetados (17,6%) e recebidas de um
progenitor ndo afetado (35,3%). Nos pacientes acometidos, a alta variabilidade
fenotipica torna controverso a denominacédo de uma Sindrome da Microdelecéo
1921; este fato também ocorre para os individuos com microduplicacées na

mesma regido (DI, macrocefalia e TEA). Varias possibilidades podem explicar
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este fendmeno e incluem a variagdo genética de fundo, fenébmenos epigenéticos
(imprint genbmico, variabilidade de expressdo e penetrancia) e o
desmascaramento de variantes recessivas no alelo remanescente (MEFFORD
et al, 2008).

De maneira geral, as CNVs com perdas na regido 1g21 se manifestam
com DI/AGD, TEA, dismorfismos faciais inespecificos, microcefalia, baixa
estatura, epilepsia e outros distirbios de comportamento, como também, com
malformacdes cardiacas, 6sseas, oculares e renais. O Quadro 8 apresenta uma
comparacao entre os sintomas dos casos dos estudos prévios e 0s da paciente
avaliada (MEFFORD et al, 2008; BASEL-VANAGAITE et al, 2011; GAMBA et al,
2016; BUSE et al, 2017; WANG et al, 2017).

Quadro 8 — Correlacdo entre as manifestacdes clinicas apresentadas
pelos pacientes dos estudos prévios com microdelecdo em 1g21.1 e as do caso

avaliado.

Fendtipos da microdelegcdo 1g21.1 descritos
em estudos prévios
DI/AGD

Microcefalia
Dismorfismos faciais
TEA -
Epilepsia +
Baixa estatura +
Outros distarbios de comportamento -
Malformacéo cardiaca -
Malformac&o ocular -
Malformacéo renal +
Malformacéo 6ssea +

Caso 17

+ 1+ +

Em relacdo a mielomeningocele sacral da paciente do estudo, a regiao
1921.1921.2 e seus genes nao foram correlacionados com os DFTN, como
também, ndo estdo sob suspeicdo (OMIM, 2018). Nos casos descritos

anteriormente, um relato apresentou encefalocele (WANG et al, 2017) e outro
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continha uma hemivértebra sacral (GAMBA et al, 2016). A prevaléncia dos
distarbios de fechamento do tubo neural na populacdo em geral € alta, desta
forma, a presenca destes casos entre as centenas de relatos de microdelecéo
1921.1g21.2 é estatisticamente esperada (MEFFORD et al, 2008).

No paciente avaliado, a regido deletada apresentou numerosos genes e
varios destes estdo sendo avaliados, no intuito de correlaciona-los com as
manifestacfes fenotipicas. A familia NBPF (neuroblastoma breakpoint family)
possui 24 genes, sendo que, 0os membros acometidos pela anomalia
cromossdmica do individuo estudado foram o NBPF8, o NBPF10, o NBPF11, o
NBPF12, o NBPF14. Esta familia de genes codifica o0 dominio DUF1220 de
diversas proteinas, que parece estar associado com variacdes patoldgicas no
tamanho do cérebro e no volume do neocértex. A haploinsuficiéncia do dominio
DUF1220 foi associada com a microcefalia, enquanto que, o excesso deste foi

correlacionado com a macrocefalia (BUSE et al, 2017).

O gene GJA5 (gap junction protein alpha-5 gene) codifica a proteina
conexina 40, que pode ser responsavel pelas malformacdes cardiacas dos
pacientes com dele¢éo 1g21.1 e o GJA8 (gap junction protein alpha-8 gene)
codifica a proteina conexina 50, a qual esta sendo investigada como
desencadeadora das malformacdes oculares destes. Apesar dos dois genes
terem sido afetados pela delecdo do caso 17 desta pesquisa, este nao
apresentava alteracdes cardiacas e oculares (MEFFORD et al, 2008).

CHD1L (chromodomain helicase dna-binding protein 1-like gene) participa
do processo de remodelamento e relaxamento da cromatina, sendo que, o seu
papel nas manifestacées clinicas das CNVs em 1¢21.1, ndo esta claro. Da
mesma forma, PRKAB2 (protein kinase amp-activated beta-2 gene) codifica a
subunidade B2 da AMPK (AMP-activated protein kinase) e regula a resposta
celular a diferentes estimulos externos; esta proteina parece ter papel importante

no funcionamento cerebral (BUSE et al, 2017).

Em camundongos, mutagcdes homozigotas que inativam o gene HYDIN
(hydrocephalus-inducing gene) desencadeiam hidrocefalia. Para os demais

genes afetados pela CNV, pouco se sabe sobre a correlagdo entre suas
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mutacdes e as altera¢des fenotipicas desencadeadas (BRUNETTI PIERRI et al
2008).

6.2.4.7. Paciente 20

Neste estudo foi avaliado uma paciente com delecdo em 9p24.3, que
envolvia apenas o gene KANK1l. O seu fendtipo foi caracterizado por
hidranencefalia, paralisia cerebral tetraplégica espastica congénita, Deficiéncia

Intelectual profunda, Epilepsia e dismorfismos faciais.

KANK1 (KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein 1, OMIM
607704) codifica uma proteina envolvida na regulacdo da polimerizacdo da
actina e da motilidade celular. O gene foi identificado como um supressor tumoral
para diversos tipos de cancer, em especial, o carcinoma renal. Este gene é
universalmente expresso nos tecidos fetais, inclusive no Sistema Nervoso
Central. Os estudos prévios demonstraram que KANK1 pode estar envolvido na
etiologia de doencas comportamentais e relacionadas com o sistema nervoso
(ZIMONJIC et al, 1995; HUANG et al, 1999; SIMON et al, 2000; SHAO et al,
2000; KAKINUMA et al, 2008).

A delecdo de KANK1 foi associada a DI e paralisia cerebral congénita em
alguns poucos estudos. Em quatro geracdes de uma familia, nove criancas
apresentavam ventriculomegalia, atrofia cerebral, DI e Paralisia Cerebral
tetraplégica. Uma delecéo de 225kb do KANK1 foi herdada de pais ndo afetados
por cada uma dessas criangas. Nestes infantes, o0 KANK1 nao foi expresso nos
linfoblastos, enquanto que em seus pais saudaveis, a expressao de KANK1 nao
se desviou dos controles. Esse padréo foi interpretado como uma expressao
monogénica, esta desencadeada por um imprint parental (materno), onde o gene

€ expresso apenas a partir do alelo paterno (LERER et al, 2005).

Ao avaliar trés geracdes de sua familia, um estudo identificou um
individuo com uma delecdo de KANK1 herdada paternalmente e que
apresentava TEA, atraso motor e Deficiéncia Intelectual. Por outro lado, seus

dois irméos, que também receberam a delecédo do pai, ndo apresentaram estes
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sintomas. Este fato sugere que: em membros de uma mesma familia e
portadores de CNVs idénticas, o grau de penetrancia e a expressao variavel
interferem nos sintomas desencadeados por mutacfes em KANKL; o imprint
parental pode ndo estar associado a fisiopatologia destes rearranjos
cromossOmicos (VANZO et al, 2013; SEGEL et al, 2015).

No presente caso, 0s pais da paciente ndo estavam disponiveis para
analise, desta forma, néo foi possivel avaliar as particularidades da heranca da

delecdo ou verificar se 0s pais eram saudaveis.

Na tentativa de esclarecer o papel das CNVs envolvendo o gene KANK1
no fendtipo clinico, um estudo recente realizou uma revisédo da literatura, além
de analise cromossdGmica por microarranjos de 28 pacientes com CNVs
envolvendo KANK1. Dezesseis desses pacientes apresentaram delecdes de
KANK1, todos exibiram AGD/DI e/ou Transtorno do Espectro Autista, dois
apresentaram Epilepsia e apenas um apresentou PC. Doze desses patrticipantes
demonstraram duplicacdo do KANK1, todos eles também exibiam AGD/DI e/ou
Transtorno do Espectro Autista, dois apresentaram Epilepsia e apenas um
apresentou PC. Apds a andlise desses pacientes e revisdo da literatura, os
autores propuseram que as CNVs envolvendo KANK1 ndo sdo causas
frequentes de Paralisia Cerebral, mas podem ser um fator de risco para o
AGD/DI e/ou TEA. Outra publicacdo relata uma delecdo de KANK1 em um
paciente com PC e DI, que foi herdado de um pai saudavel (SEGEL et al, 2015;
VANZO et al, 2018).

A analise cromossémica por microarranjos revelou uma delecéo parcial
de KANK1 (regidao 9p24.3) e que se localizada entre as posi¢cdes 607.900 e
706.265 (98Kb) (GRCh37 / h19). KANK1 tem dois splicing alternativos. O
NM_015158, o transcrito mais longo, é expresso predominantemente no coracao
e no rim (denominado “variante 1” no Genome browser UCSC; constru¢éo hg19;
coordenadas gendmicas chr9: 504.695-746.106) (SARKAR et.al, 2002, KENT et
al, 2002). NM_153186, uma das transcricdes mais curtas, é expressa de forma
universal nos tecidos (denominada “variante 4 no Genome browser UCSC,;
construcdo hgl9; coordenadas gendmicas chr9: 706.806-746.106) (KAKINUMA
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et al, 2008). A delecédo deste caso clinico impactou apenas a regido codificadora

da variante 1 e néo afetou a regido codificadora da variante 4.

Vanzo e colaboradores (2018) postularam que as CNVs que afetam a
transcricdo da variante 4 sédo clinicamente mais relevantes (TEA, AGD e DI) e
mais graves que aquelas que afetam apenas a transcricdo da variante 1. O
paciente deste estudo apresentava uma forma grave de Paralisia Cerebral,
Deficiéncia Intelectual e Epilepsia, apesar de, sua delecao ter impactado apenas

a transcricdo da variante 1 de KANK1.

Este caso relembra as caracteristicas clinicas da familia de quatro
geracbes com delecao “pura” de KANK1, a qual os membros apresentaram
atrofia cerebral, ventriculomegalia, TEA, DD, DI e Paralisia Cerebral (LERER et
al, 2005). Embora o estudo mais recente indicar que o gene KANK1 né&o
desempenhe um papel na patogénese da PC, a variabilidade fenotipica e
genotipica observada em individuos com Paralisia Cerebral e em doencas do
neurodesenvolvimento deve ser considerada. Além de, este ser o quarto trabalho
a relatar individuos com delecdo em KANK1 e que apresentam PC (VANZO et
al, 2013).

Estudos envolvendo o0 sequenciamento de Ultima geracdo serao
importantes para aumentar nossa compreensao sobre o alelo KANK1 e da
correlacdo fenotipica das suas CNVs. Fatores como a variabilidade de
expressdo, a penetrancia incompleta e os efeitos das variagbes gendmicas
também devem ser avaliados para este gene, como também, a possibilidade de

as CNVs serem benignas para este locus (VANZO et al, 2013).

6.2.4.8. Discussdo dos Achados da Analise Cromossbmica por

Microarranjos

Nas ultimas duas décadas, os testes genéticos moleculares tornaram-se
mais acessiveis e numerosos estudos foram realizados utilizando estas técnicas.
A analise cromossdmica por microarranjos foi amplamente utilizada em

pacientes com DI/AGD e revelou um grande numero de CNVs patogénicas
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(microduplicacdes ou microdelecdes). Agora, estes relatos estdo sendo
agrupados em revisdes sistematicas, que tém o poder de estabelecer as regides
criticas no desenvolvimento dos sintomas e 0s provaveis genes responsaveis
(ELLISON et al, 2012; BORLOT et al, 2017).

Em pacientes com DI/AGD indeterminada, a analise cromossO6mica por
microarranjos possui taxa de diagnostico entre 14,7 e 28%, ou seja, pode
detectar CNVs patogénicas em um sétimo até um quarto destes individuos. Os
fatores importantes para essa variacdo na sensibilidade do exame sao os
critérios de selecdo da amostra, a etnia do paciente, a qualidade da anamnese
e a presenca/auséncia de formas graves de DI/AGD (FRIEDMAN et al, 2006;
SHAFFER, KASHORK, SALEKI, 2006; ARADHYA et al, 2007; CEYLAN et al,
2018; FAN et al, 2018; VINAS-JORNET et al, 2018; XU et al, 2018).

Fan e colaboradores (2018) observaram que, quanto maior foi o nivel de
gravidade da deficiéncia intelectual, maior foi o percentual de variacées nos
nameros de copias descobertas pela técnica com microarranjos. Estes
pesquisadores evidenciaram que, a prevaléncia de CNVs patogénicas nos
pacientes com DI grave foi de 33%, substancialmente maior do que a prevaléncia
nos casos de DI moderada (22%) e leve (19%).

Em sua maioria, a amostra do presente trabalho foi composta por doentes
com DI grave e profunda (92,6%). A analise cromossdmica por microarranjos foi
realizada em 23 dos 27 casos e CNVs patogénicas foram encontradas 30,4%
dos pacientes. A taxa de detecc¢éo verificada foi maior que as observadas nos
estudos prévios sem discriminagdo de gravidade da DI, porém, muito
semelhante aquelas detectadas nos trabalhos com individuos portadores de DI
grave (FAN et al, 2018).

Em relacdo as CNVs evidenciadas, a maioria das variacbes semelhantes
foram observadas em individuos com as formas brandas da DI e poucos em
doentes graves. Os dados encontrados neste estudo sugerem que estas CNVs
também desencadeiam quadros severos de DI, sendo que, pesquisas com
individuos intensamente comprometidos podem indicar o pleno potencial que,

estes rearranjos cromossOémicos possuem de desencadear sintomas
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(penetrancia completa e variabilidade de expressdo) (VANZO et al, 2013;
FERNANDEZ-JAEN et al, 2014).

A diversidade das CNVs observadas foi expressiva e intrigante.
Alteracbes extremamente raras e outras relativamente frequentes foram
igualmente visualizadas. Diferentes tipos de rearranjos cromossdmicos foram
identificados e que compreendiam duplicagbes, delecbes e rearranjos
complexos. O tamanho das CNVs também apresentou grande variacdo, de
forma que a menor alteragédo afetou 0,09Mb e a maior 2,75Mb. As sete CNVs
patogénicas foram mapeadas em seis cromossémicos distintos, o que corrobora
com a hipotese de uma etiologia multigénica para a DI (LERER et al, 2005;
ROPERS, 2010).

Em portadores de DI/AGD e uma sindrome genética identificavel, o teste
genético especifico para a doenca deve ser o primeiro a ser realizado, porém,
tal fato ocorre na minoria destes individuos. Desta forma, os testes moleculares
ndo séo os testes iniciais para pacientes com a Sindrome de Down, para a qual
€ recomendado o cariétipo convencional. Nos casos que ndo apresentarem uma
sindrome genética identificavel, a analise cromoss6mica por microarranjos €
considerada um exame de primeira linha para a investigacdo etiologica. A
técnica apresenta as vantagens de ter alta sensibilidade e custo intermediario,
como também, de avaliar o genoma como um todo. Este fato foi ratificado pelos
dados encontrados nesta pesquisa (FLORE & MILUNSKY, 2012).



91

7. CONCLUSAO

A Deficiéncia Intelectual indeterminada, ou seja, sem etiologia definida é
um grande desafio para a medicina e consiste em mais da metade dos
diagnosticos. Estudos anteriores constataram fortes indicios de que, grande
percentual destes casos, possuam uma etiologia genética e que a mutacao ou
rearranjo cromossémico que a desencadeou, nao foi localizada (MAULIK et al,
2011).

Na avaliacéo clinica dos pacientes da VSJBC, a DI indeterminada destes
individuos apresentou caracteristicas de recorréncia familiar, grave intensidade
e associacao com baixa estatura e peso. A DI sindrdmica foi quase a totalidade
dos casos e as comorbidades mais frequentemente observadas foram as
deficiéncias mdltiplas, o Transtorno do Espectro Autista, a Epilepsia, as

malformacgdes do SNC e os dismorfismos cutaneos.

As correlagdes entre a gravidade da DI indeterminada com as outras
informacgdes pesquisadas detectaram que, com 0 aumento da gravidade da DI
houve uma elevacdo no percentual de pacientes do sexo masculino, com
comprometimento do IMC, com Epilepsia e com Deficiéncia Fisica. A Deficiéncia
Auditiva, a Deficiéncia Visual e a baixa estatura apresentaram uma tendéncia
em apresentar o mesmo comportamento. Ja a microcefalia e o Transtorno do
Espectro Autista, contrariando os estudos anteriores, ndo apresentaram este
procedimento (MATSON, SHOEMAKER, 2009; MEFFORD, BATSHAW,
HOFFMAN, 2012; HUANG et al, 2016).

Em sua maioria, 0os pacientes institucionalizados na VSJIBC exibiram as
formas graves da DI, o que demonstrou ser uma limitagcdo do estudo. Um grande
percentual de individuos com DI de gravidade leve (mais de 85%) foi excluido
da amostragem e, desta forma, esta ndo representa a populacdo com DI/AGD
em geral. Entretanto, pesquisas envolvendo os casos mais severos se justificam,
pois neste grupo se encontram as pessoas que se tornaram mais vulneraveis e
dependentes. Em futuros esfor¢cos serdo avaliados os individuos com a DI
indeterminada em todos os seus niveis de gravidade (MEFFORD, BATSHAW,
HOFFMAN, 2012).



92

No presente estudo, os exames de cariétipo e MLPA ndo apresentaram
sensibilidade suficiente, para detectar as alteracdes genéticas envolvidas com a
DI indeterminada. Por ser um exame de baixo custo, o cariétipo ainda deve ser
mantido na rotina desta investigacdo, porém, o uso do MLPA para este fim deve
ser amplamente discutido. Em nossa opinido, este método precisa ser
aprimorado e ter a sua sensibilidade aumentada, para que possa ser utilizado na

pratica clinica.

A avaliacao clinica e os exames genéticos especificos detectaram dois
pacientes com sindromes genéticas identificaveis (Sindrome do X-Fragil e AEC
Tipo 7). Infelizmente, a solicitacdo destes exames necessita que os profissionais
de saude estejam familiarizados com estas doencgas, fato que € incomum para a
comunidade médica. A Sindrome do X-Fragil possui alta prevaléncia, 0 exame
para a sua deteccao deve ser estimulado a ser solicitado em todos os casos de
DI/AGD indeterminada (VAN KARNEBEECK et al, 2005a, 2005b).

Nos pacientes da amostra, a analise cromossémica por microarranjos
apresentou uma alta taxa de diagnostico e detectou CNVs em torno de um terco
destes. Informacdes semelhantes foram encontradas nos estudos anteriores e,
num futuro préximo, espera-se que este exame esteja disponivel para a triagem
inicial de todos os pacientes com DI/AGD indeterminada. Os casos nos quais a
analise cromossbmica por microarranjos se mostrou ineficaz, havera
necessidade de se empregar técnicas moleculares complexas (sequenciamento
gendmico de ultima geracdo), como também, de pessoas e programas de
computador capazes de decifrar as informacdes coletadas por estes métodos
(FRIEDMAN et al, 2006; SHAFFER, KASHORK, SALEKI, 2006; ARADHYA et al,
2007; CEYLAN et al, 2018; FAN et al, 2018; VINAS-JORNET et al, 2018; XU et
al, 2018).

Até o momento, a etiologia e fisiopatologia da DI/AGD genética vem se
comportando como um imenso quebra-cabeca, onde ja se identificaram
numerosas regides cromossoémicas envolvidas e, possivelmente, mais de 1000
genes responsaveis pelo seu aparecimento. Numerosos passos ainda precisam
ser dados até que se decifre este enigma e que incluem: confirmar ou descartar
o papel de cada um destes genes na DI/AGD; elucidar o papel das proteinas

codificadas por estes genes na fisiopatologia da lesdo neuronal; decifrar a rede
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de interacao génica da etiopatogenia da DI/AGD; avaliar o nivel de interferéncia
da epigenética neste contexto; entre outros (KOCHINKE et al, 2016).

Desta forma, apesar de ndo ser possivel a realizagdo do sequenciamento
do DNA de ultima geracéo, os dados levantados na amostra ja indicaram um
forte componente genético nas DI indeterminadas (36%). Até os dias atuais, 0
alto custo das técnicas moleculares impediu 0 seu uso na pratica clinica rotineira,
porém, a evolucdo da tecnologia esta reduzindo continuamente estes valores e
popularizando o emprego destas técnicas. Quando este fato for uma realidade
mundial, havera esperanca que, um dia terminaremos de montar este quebra-

cabecas e, quem sabe, tornar a DI uma manifestacéo passivel de cura.
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Anexo 1 — Relatério com a aprovacdo da pesquisa no Comité de Etica em
Pesquisa da UFG.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGCAO CLiNlQA E AUXILIO DO DIAGNOSTICO GENETIQO EM
PACIENTES COM DEFICIENCIA INTELECTUAL DE UMA INSTITUICAO DE
INTERNAGAO CRONICA EM TRINDADE-GOIAS.

Pesquisador: Lucilene Arilho Ribeiro Bicudo

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 43747315.1.0000.5083

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Goias - UFG
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.144.113
Data da Relatoria: 06/07/2015

Apresentacao do Projeto:

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGAO CLINICA E AUXILIO DO DIAGNOSTICO GENETICO EM
PACIENTES COM DEFICIENCIA INTELECTUAL DE UMA INSTITUIGAO DE INTERNACAO CRONICA EM
TRINDADE-GOIAS. N. CAAE: 43747315.1.0000.5083. Pesquisadora Responsavel: Lucilene Arilho Ribeiro
Bicudo.

Trata-se de um estudo com pacientes que apresentam deficiéncia intelectual idiopatica com

objetivo de realizar a triagem clinica e genética dos pacientes institucionalizados da Vila Sdo José Bento
Cottolengo em Trindade-Goias. Foram anexados os seguintes documentos: Folha de rosto envolvendo
seres humanos, projeto de pesquisa, aprovacao do projeto no Conselho Diretor, termo de anuéncia da
diretora da Vila Sao Cottolengo, termo de compromisso dos pesquisadores, TCLE destinado ao tutor e
TCLE destinado aos pais ou responsaveis legais.

Objetivo da Pesquisa:

Tem como objetivo geral realizar a triagem clinica e genética de individuos institucionalizados da Vila Sdo
José Bento Cottolengo em Trindade-Goias que apresentem deficiéncia intelectual idiopatica; e como
objetivos especificos:Caracterizar clinicamente os individuos com DI da Vila Sao
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José Cottolengo em Trindade, GO; Analisar o cari6tipo em busca de alteracdes cromossémicas; Analisar as
regides subteloméricas dos cromossomos na busca de anormalidades génicas nos casos em que o cariétipo
apresentar-se normal; Obter dados socio-demograficos e o histérico genético-familiar para subsidiar politicas
publicas para o individuo com DI; e Fornecer a consultoria genética aos individuos e familiares envolvidos
na avaliagéo. 3

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Quanto aos riscos, relatam que: "A coleta do sangue periférico nao colocara em risco a vida do
individuo,visto ser um procedimento simples e realizado por profissionais capacitados. Podera surgir um
desconforto causado pela punc¢ao da agulha durante o procedimento da coleta, porém, um efeito
passageiro. Na regiao podera surgir um leve hematoma que desaparecera em poucos dias."
Quanto aos beneficios — aos participantes analisados: Os participantes com diagnostico

idiopatico de DI institucionalizados poderao ser beneficiados com as analises citogenética e molecular, uma
vez que que a identificac@o do diagnostico especifico da DI permite se ter um melhor conhecimento a
respeito do curso natural da doenga. Isso possibilitaria intervengées, tais como terapia ocupacional,
fisioterapia, ou intervencao medicamentosa mais diretivas, as quais melhorariam a qualidade de vida do
participante.Aos familiares que apresentarem histérico familial positivo, serdo convidados a participar da
pesquisa tendo o acesso a todos os exames e receberdo orientacdo genética, que para tal, sera realizada
de forma esclarecedora com a utilizagao de recursos didaticos (gravuras, desenhos,ilustragdes) que
auxiliam no entendimento.

Quanto aos Beneficios — a comunidade cientifica: a presente proposta possibilitara a

formacao e o treinamento de profissionais envolvidos com genética humana em diferentes especialidades,
que atuam na UFG, e poderao futuramente atuar nesse campo na satde publica. Assim, a comunidade que
utiliza os servicos de salde piblica sera beneficiada com os

conhecimentos obtidos. Durante o desenvolvimento do estudo, os resultados parciais serdo apresentados
em congressos especificos da area e artigos cientificos serdo publicados em periddicos, além de
apresentacgoes e palesiras junto a UFG e outras instituicdes. Outras palestras informativas poderao ser
ministradas nas escolas para que os pais e responsaveis conhecam e compreendam a genética, de forma
clara e facilitada.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo cujos participantes serao individuos institucionalizados na Vila So José Bento
Cottolengo em Trindade-Goias que apresentem deficiéncia intelectual sem causa determinada. A amostra
esperada é de 30 internos da instituicdo, contudo, esse nimero
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dependeréa da avaliagao inicial realizada pela equipe médica. Com relacao a faixa etaria, serao incluidos
criangas, adolescentes e adultos com deficiéncia intelectual idiopatica e serdo excluidos individuos que
apresentem deficiéncia intelectual causada por fatores exdgenos.

Estes pacientes serédo avaliados por uma equipe médica, que fara uma anamnese detalhada na busca de
dismorfismos e malformagdes congénitas associadas ao quadro de DI. Os individuos que apresentarem
indicagao clinica de avaliagdo genética serao convidados a participar do estudo. Os pacientes que nao
apresentarem indicag&o clinica na anamnese, ou cujo diagndstico etioldgico seja de DI ocasionadas por
hipoxia, traumas, meningoencefalites ou outras etiologias conhecidas serdo excluidos da avaliagao
genética.

Amostras de sangue periférico serdo coletadas nos individuos selecionados, nas quais serdo realizadas as
analises genéticas. O sangue sera coletado por venopungéo e separado em duas aliquotas. A primeira
porgao sera adicionada heparina sédica (BD Vacutainer Sodium Heparin 143 USP units) e encaminhada
para exames de citogenética classica. A segunda porgao sera coletada com o anticoagulante EDTA (BD
Vacutainer K2 EDTA 7,2 mg) e direcionada para as analises moleculares. A coleta de sangue periférico sera
realizada no laboratério de Analises Clinicas onde os participantes estao institucionalizados. A analise dos
dados sera realizada utilizando-se softwares apropriados a cada metodologia proposta. os dados obtidos
serao relatados de forma descritiva.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

O presente estudo sera realizado com individuos que apresentem deficiéncia intelectual sem causa
determinada,institucionalizados na Vila Sdo José Bento Cottolengo em Trindade-Goias,
administrada pelos Padres Redentoristas e pelas Irmas Filhas da Caridade de Sao Vicente de Paulo que
estiverem sob a tutela e guarda geral das Irmas da Vila Sao Cotollengo, as quais sdo as responsaveis legais
por esses individuos e quem autorizarao ou n&o a participacao na pesquisa mediante assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Também participardo aqueles que estiverem sob tutela proviséria na Vila, nos quais os familiares serdo
contatados para que a pesquisa seja apresentada e serdo convidados a participar do estudo. Havendo
concordancia dos pais ou responsaveis, o TCLE apropriado sera aplicado.

A amostra esperada é de 30 participantes da instituicdo, contudo, esse nimero dependera da avaliagdo
inicial realizada pela equipe médica. A idade desses individuos podera variar de 1 a 40 anos de idade.
Como esses participantes apresentam comprometimento intelectual e, portanto, ndo exercem o
discernimento para concordarem ou n3o com a sua participagdo

na pesquisa, o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) n&o sera aplicado, bem como o
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TCLE para os maiores de 18 anos. O TCLE sera aplicado as Irmas detentoras da tutela e guarda dos
internos ou aos pais 0s responsaveis.

No TCLE esta garantido sigilo e privacidade, e que os resultados da pesquisa serdo publicadas em
relatorios cientificos sem sua identificagdo. Nao havera qualquer valor monetério ou gratificagées por ter
participado da pesquisa e podera em' qualquer momento deixar a pesquisa sem qualquer consequéncia para
a sua pessoa.

Os pesquisadores informam que toda e qualquer avaliagéo clinica sera realizada na Vila Sao

Cotollengo, ndo havendo a necessidade de se fotografar os participantes, e que a amostra de sangue a ser
utilizada na presente analise sera obtida quando dos procedimentos de rotina do participante no hospital, a
pedido médico, ndo sendo,portanto, exclusividade da pesquisa. Seréo utilizados uma amostra de 3ml de
sangue para as analises propostas.

O cronograma esta adequado. Foi apresentado o orcamento da pesquisa. Foram descritos aspectos éticos
no projeto de pesquisa.

Recomendacdes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Os pesquisadores atenderam todas as pendéncias e esclareceram todos os questionamentos feitos
previamente.

Considera-se aprovado, salvo melhor juizo deste Comité de Etica.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n°. 466/12. O prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias
apbs o encerramento da pesquisa, prevista para 30/03/2018.
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Joao Batista de Souza

3 (Coordenador)
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Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

o@
‘.“
UFG
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO (A) E ESCLARECIDO (A)

Prezado (a) Senhor (a) responsavel, seu (sua) tutelado (a) estad sendo
convidado(a) a participar, como voluntario (a), de uma pesquisa que oferecera
uma analise genética com a finalidade de verificar se existem alteracfes
associadas a Deficiéncia Intelectual. Apés entender as informagbes a seguir,
caso aceite fazer parte do estudo e autorizar seu (sua) tutelado(a), assine ao
final deste documento, que esta em duas vias, uma é sua e a outra do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ou seu (sua) filho(a) ndo

serdo penalizados de forma alguma.

Pesquisador Responsavel: Dr. Vinicius Montenegro Torres (telefone

992396083 ou vini.mtorres@gmail.com)

Equipe: Dra. Nadia Aparecida Bérgamo, sob supervisao da Dra. Lucilene Arilho
Ribeiro Bicudo (ICB-UFG, tel. 3551-1481).

Informacdes sobre a pesquisa
Projeto: “Caracterizacédo clinica e diagnostico genético em pacientes com
Deficiéncia Intelectual indeterminada, de uma instituicdo de internacéo

crbnica em Trindade-Goias.”

Se vocé concordar em participar e autorizar a participacédo do seu (sua)
filho(a), sera examinado pela médica da equipe (Dr. Vinicius) e depois sera
coletado sangue. A coleta de sangue sera realizada por uma biomédica da
equipe capacitada para o procedimento. Os riscos: a coleta de sangue pode
causar um pouco de desconforto fisico e ha possibilidade de aparecer uma
mancha roxa (hematoma) na regido. Caso apresente algum problema sera
imediatamente atendido por biomédicos capacitados. Para evitar

constrangimentos durante a entrevista e/ou coleta de informacdes, sera atendido
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individualmente. O tempo para responder ao questionario e coleta do sangue
para os exames solicitados sera de aproximadamente trinta minutos.

Os resultados: serdo entregues para 0S pais ou responsaveis e uma
cOpia de cada exame sera arquivada no Laboratorio de Genética Molecular e
Citogenética da UFG. Os resultados serdo divulgados em palestras dirigidas ao
publico participante, relatorios parciais e finais, apresentacdo em congressos e
artigos cientificos.

Garantia de sigilo e privacidade: seus dados serao identificados apenas
por cédigos e as informacdes obtidas na triagem do estudo, serdo guardadas
sob sigilo e poderéo ser publicadas em relatérios cientificos sem a identificacédo
pessoal. Os guestionarios serdo armazenados em pastas de acesso exclusivo
da pesquisadora responséavel e sera mantido em arquivo sob a responsabilidade
da coordenadora da pesquisa, por pelo menos 5 anos, conforme Resolucéo
466/12 e orientacdes do CONEP.

A sua patrticipacao é voluntaria. Nao havera qualquer valor monetéario
ou gratificacbes por ter participado da pesquisa e podera em qualquer
momento deixar a pesquisa sem penalidades ou perda dos beneficios recebidos.
Ficard com vocé uma cépia deste Termo com os telefones dos investigadores,
gue esclarecerao qualquer duvida que vier a ocorrer.

Sua participacdo € voluntaria e muito importante para a execucao da
pesquisa. Ninguém sabera que seu (sua) filho(a) esta participando da pesquisa,
nao falaremos a outras pessoas, nem daremos as informacfes obtidas a
estranhos e néo identificaremos o0 nome do (a) seu (sua) filho(a) em hipbtese
alguma. A qualguer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé
podera solicitar da pesquisadora responsavel informacdes sobre a participacéo
de seu (sua) filho(a) e/ou sobre a pesquisa, o que podera ser feito por meio dos
telefones de contato da pesquisadora. A participacdo de seu (sua) filho(a)
consistira em responder um questionario e seu (sua) filho (a) sera examinado,
medido sua altura e peso, e faremos a coleta de sangue para exames de
genética. As amostras de sangue serdo obtidas por coleta na veia, feito com
material estéril descartavel e de uso individual. Caso concorde em participar
desta pesquisa seu (sua) filho(a) sera beneficiado com exames gratuitos. Desta
forma, pretendemos auxiliar no diagnéstico das causas genéticas da Deficiéncia

Intelectual.
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DECLARO que a participacdo de meu (minha) filho(a) é isenta de despesas.

DECLARO que entendi os objetivos e condicbes de minha participacdo na

pesquisa e concordo que meu (minha) filho(a) participe voluntariamente deste

estudo, sem quaisquer penalidades ou gualquer prejuizo.

Eu, abaixo

assinado, documento de identidade n°

responsavel pelo aluno(a)

, autorizo sua

participacdo na pesquisa.

Fui devidamente informado(a) e esclarecido (a) sobre a pesquisa e 0s
procedimentos envolvidos. Garantiram-me que posso retirar meu consentimento
a qualquer momento. No caso de novas pesquisas propostas com os dados
coletados, serei informado e permitirei ou hdo sobre o uso do material bioldgico.
Em qualquer momento posso retirar o consentimento e deixar de participar desta

pesquisa, sem qualquer prejuizo.

Goiania, / /

Assinatura do responsavel pelo paciente:

Sujeito da pesquisa

Impresséao digital

Agradecemos sua valiosa colaboragéo.

Atenciosamente,

Msc. Vinicius Montenegro Torres

Responsavel pela pesquisa
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Anexo 3 - Ficha de avaliacao clinica

Numero do paciente:

FICHA DE ANAMNESE

1. Identificacdo:

Nome: Nasc.: / /

Local de nasc.: Data de hoje: / /
Méae: Nasc.: / /
Profissao: Escolaridade:

Pai: Nasc.: / /
Profissao: Escolaridade:

Telefones de contato:

Data de internacdo na instituicao:

2. Dados gestacionais e antecedentes maternos
Pré-natal: N° de consultas: Duracéo da gravidez:
G/P/A

Complicacdes na gravidez ( ) DHEG Hemorragia ( ) Processo febril ( ) Edema

( ) Convulsdes ( ) Polidramnio ( ) Oligodramnio ( )
Obs.:

Enfermidades agudas/cronicas:

Fatores fisicos/quimicos:

3. Parto

Normal ( ) Cesariana ( ) Forceps ( ) Hospital:

Hospitalar ( ) Domiciliar ( ) Outro ( ) Especificar
Obs.:
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4. Condi¢cbes do RN
Peso: Comprimento: PC: PT:
APGAR: / Choro: Cianose: Succao:

Tonus:

Ictericia ( ) Fototerapia ( ) Exsanguinotransfuséo ( )

Permanéncia na maternidade: dias Febre: _ Convulsbes:
Obs.:

5. Evolucao

Firmou cabeca: Sorriso social: Sentou com apoio:
Sentou sem apoio: Andou: 13s palavras:
Frases: Controle vesical:

Anos de escolaridade: Tipo de escola:

6. Antecedentes pessoais

7. Antecedentes Familiais

Deficiéncia Intelectual:

Recorréncia familial de doenca semelhante:
Caso de malformacao na familia:
Recorréncia familial de alguma outra doenca:

Consanguinidade entre os pais? () Tipo:

8. Exame Fisico

Biometria
Estatura: m
Peso: Kg
IMC: (Peso normal)
PC: cm (ROLLINS: P)

DIl: mm DIE: mm

Exame fisico geral:
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Exame morfolégico:
1) Cranio e face:
2) Pescoco, térax e abdome:
3) Membros:

4) Pele e anexos:

Resumo dos Achados:

Exames Solicitados e Resultados de Exames:
1) Tomografia de cranio:
2) USG de abdome total:
3) Radiografia de torax:
4) Hemograma:
5) TGO/TGP:
6) Ureia e creatinina:
7) Eletrdlitos (Na, K, Ca, Mg, Cl e P):
8) EAS:
9) TSH:
10) Glicemia de jejum:
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Anexo 4 - Quadro com as informacdes dos pacientes do estudo sobre o sexo, procedéncia, idade, gravidade da DI, associacéo

com TEA, familiares acometidos e as avalia¢cdes antropométricas.

N° | Sexo | UF | IDADE DI DI familiar PC Peso Estatura IMC

1 F GO 21.3 G+TEA3 Méae 10 <P <90 | Adequado BE Adequado
2 M DF 16.0 P Irmé&o 10<P <90 BP Adequada Baixo

3 F BA 24.5 M Mae, tia e primo | 10 <P <90 | Obesidade | Adequada Elevado
4 M DF 18.4 P Mae e tia avo P<3 BP BE Baixo

5 M GO 23.2 P N&o P<3 BP BE Baixo

6 F GO 3.5 P Tia avo e tio 3<P<10 BP BE limitrofe Baixo

7 M GO 10.9 G Nao P<3 BP Adequada Baixo

8 F GO 17.5 M Nao 10 <P <90 | Adequado BE Adequado
9 F GO 19.8 M Mae, tiaeirmdo | 10 <P <90 | Obesidade | Adequada Elevado
10 M GO 11.8 | G + TEA atipico Méae 10 <P <90 | Adequado | Adequada | Adequado
11 F BA 21.2 P Varios familiares | 3<P <10 BP BE Baixo
12 M GO 22.5 P N&o P<3 BP BE Baixo
13 M PA 18.7 P+TEA3 Irmé& 10<P <90 BP BE Adequado
14 F GO 18.4 P Nao P<3 BP BE Adequado

continua
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Anexo 4 - Quadro com as informacdes dos pacientes do estudo sobre o0 sexo, a procedéncia, a idade, a gravidade da DI, a

associacao com TEA, os familiares acometidos e as avaliacBes antropométricas.

continuagao

N° | Sexo UF IDADE DI DI familiar PC Peso Estatura IMC

15 M GO 16.1 P+ TEA 3 Tia 3<P<10 BP BE limitrofe Baixo
16 F MG 10.8 G Nao P<3 BP BE Baixo
17 F GO 22.5 M ND P<3 Obesidade BE Elevado
18 M GO 24.9 P Tio e sobrinho P<3 BP BE Baixo
19 F MA 14.1 G ND P<3 Adequado | BE limitrofe | Adequado
20 F GO 14.8 P Tio materno P<3 BP BE Baixo
21 F GO 23.8 M Irma P<3 Adequado | Adequada | Adequado
22 M GO 10.9 G Mae, tiae prima | 10 <P <90 [ Adequado | Adequada [ Adequado
23 M GO 9.5 G+ TEA Mée e pai 10 <P <90 | Adequado | Adequada | Adequado
24 M GO 13.1 P Primos 3<P<10 BP Adequada Baixo
25 M GO 16.7 P AV0 e tio avd P<3 BP BE Adequado
26 M GO 8.0 G ND P<3 BP BE limitrofe Baixo
27 M DF 21.8 G ND 10 <P <90 | Adequado BE Adequado

*BP: baixo peso, **BE: baixa estatura, DI: Deficiéncia Intelectual, M: moderada, G: Grave, P: Profunda e ND: dados néo

disponiveis
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Anexo 5 - Curvas de perimetro craniano propostas por Rollins e colaboradores
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Anexo 6 - Sumario das manifestacdes clinicas da casuistica do estudo.

N° Sinais e sintomas N° Sinais e sintomas
1 | Transtorno do Espectro Autista + Epilepsia 8 | Face sindrémica (baixa implantacdo da orelha, hipertelorismo,
2 | Paraplegia flacida de membro inferior ponte nasal baixa e base nasal ampla, boca grande, labios
Deficiéncia Auditiva volumosos, defeitos dentarios, palato alto e ogival.
Epilepsia (Sindrome de Lennox-Gastaut) Pescoco e térax curto, cifo-escoliose toracica e lordose lombar.
Dismorfismos faciais Pés planos, tornozelo valgo, hipoplasia/displasia de 4°
Pé torno congénito pododactilo e hiperextensibilidade articular de joelhos.
3 | Facies Cushingoide Hipertricose
Dismorfismos faciais (base nasal larga) Hipotonia generalizada
4 | Microcefalia e desproporcéo craniofacial 9 [ Sem sintomas associados a DI
Paralisia cerebral tetraplégica espastica 10 | Transtorno do Espectro Autista
Epilepsia de dificil controle 11 | Malformagé&o de SNC + Dismorfismos faciais
5 | Microcefalia e desproporgao craniofacial Paralisia cerebral tetraplégica espastica
Paralisia cerebral tetraplégica espastica Deficiéncia Auditiva
Epilepsia de dificil controle Deficiéncia Visual
6 | Malformacédo de SNC Epilepsia
Paralisia cerebral tetraplégica espastica 12 | Malformacéao de SNC
Epilepsia Paralisia cerebral tetraplégica espastica
Deficiéncia Auditiva e visual 13 | Transtorno do Espectro Autista
7 | Malformacédo de SNC + Dismorfismos faciais Face sindrébmica: baixa implantacéo da orelha, hipertelorismo,
Paralisia cerebral tetraplégica espastica base nasal ampla e labio superior evertido.
Epilepsia de dificil controle Diabetes mellitus congénita e Paralisia facial bilateral

continua
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Anexo 6 - Sumario das manifestacdes clinicas da casuistica do estudo.

continuacgao

DI: Deficiéncia Intelectual
SNC: Sistema Nervoso Central

N° Sinais e sintomas N° Sinais e sintomas

14 | Malformacéo de SNC 20 | Malformacéo de SNC + Dismorfismos faciais
Paralisia cerebral tetraplégica espastica Paralisia cerebral tetraplégica espastica
Deficiéncia Auditiva e visual Deficiéncia Auditiva e visual
Epilepsia Epilepsia

15 | Transtorno do Espectro Autista 21 | Microcefalia e desproporcéo craniofacial

16 | Malformacao de SNC 22 | Face sindromica: alongada, fronte aumentada, macroglossia, palato
Paraplegia flacida de membro inferior estreito, orelhas de abano e labios proeminentes.
Deficiéncia Auditiva e Epilepsia Membros: pés planos e tornozelo valgo bilateral.
Malformacéo renal 23 | Transtorno do Espectro Autista
Deformidade de coluna e fusdo de costelas. 24 | Malformacéo de SNC

17 | Malformacédo de SNC + Dismorfismos faciais Paralisia cerebral tetraplégica espastica
Paraplegia flacida de membro inferior Epilepsia de dificil controle
Epilepsia 25 | Microcefalia e desproporcéo craniofacial

18 | Malformacéao de SNC Deficiéncia Visual
Paralisia cerebral tetraplégica espastica Ataxia e Epilepsia
Deficiéncia Auditiva e visual 26 | Malformacéo de SNC
Epilepsia de dificil controle Paraplegia flacida de membro inferior

19 | Malformacéo de SNC Epilepsia
Deficiéncia Auditiva e visual 27 | Malformacéo de SNC
Panhipopituitarismo Paralisia cerebral tetraplégica espastica

Epilepsia de dificil controle
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