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RESUMO 

Deficiência intelectual (DI) é reconhecida como um transtorno do desenvolvimento 

neurológico, caracterizado por diminuição significativa em ambas funções cognitivas e 

adaptativas, originada antes dos 18 anos de idade. Estima-se que em torno de 1–3% das 

crianças ao redor do mundo são afetadas pela DI e que no Brasil acomete 

aproximadamente 0,8% da população. As variações no número de cópias (CNVs) são 

responsáveis por cerca de 15–20% dos casos de DI, que podem comprometer o 

funcionamento de diversos genes. O objetivo do estudo foi avaliar a ocorrência de CNVs, 

identificadas pelo CMA com filtro de tamanho < 100 kb, que abrigassem genes 

funcionalmente associados à DI em pacientes do SUS com diagnóstico clínico de DI. 

Durante o período de janeiro 2013 a dezembro de 2016, foi realizado o cariótipo por 

bandeamento GTG em 325 pacientes com indicação clínica de DI, chegando ao 

diagnóstico genético em 57,2% dos pacientes, demonstrando ser uma importante 

metodologia de triagem para os pacientes com DI. No entanto, 42,8% dos pacientes 

apresentaram o cariótipo sem alterações estruturais ou numéricas. Foi realizado nestes 

pacientes o CMA com filtro de tamanho ≥ 100 kb, onde foi possível elucidar o diagnóstico 

genético em 29,8% dos casos, apresentando um incremento na taxa de diagnóstico de 

7,1%. Os casos que permaneceram sem elucidação, foram submetidos ao CMA com filtro 

de tamanho < 100 kb, no qual foram identificadas CNVs de perda em regiões que 

continham os genes CNTNAP2, FGF13, MID1, MID2, SHANK3, IL1RAPL1, DMD e 

PAK3. A redução do filtro de tamanho demonstrou um incremento na taxa de diagnóstico 

em 12%, ampliando o espectro de identificação de CNVs presentes em regiões que 

abrigam genes implicados à manifestação clínica da DI. A aplicação em conjunto das 

metodologias cariótipo por bandeamento GTG e CMA com filtro de tamanho ≥ 100 kb e 

posteriormente filtro de tamanho < 100 kb, permitiu um aumento no diagnóstico genético 

da DI e outras comorbidades, promovendo uma compreensão mais ampla dos aspectos 

genéticos relacionados à essas afecções e possibilitando um manejo adequado das 

famílias. Finalmente, o acesso ao aconselhamento genético proporciona uma melhor 

compreensão das causas genéticas da DI, as implicações familiares da contribuição 

genética e a chance de recorrência. 

 

Palavras-chave: Análise Cromossômica por Microarranjo; CNTNAP2; SHANK3; 

IL1RAPL1 
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ABSTRACT 

Intellectual disability (ID) is characterized by significant impairment in both cognitive 

and adaptive functions, originating before the age of 18 years. In addition, it is a common 

phenotype sign in a cluster of heterogeneous syndromic or non-syndromic disorders, 

associated with some comorbidities such as autism and congenital malformations. In the 

worldwide, ID affects around 1–3% of the general population and in Brazil ID affects 

approximately 0.8% of the population. The Copy number variations account for about 

15–20% of children with unexplained ID, compromising the functioning of several genes, 

with more than 1,416 genes described as causative of this phenotype sign. The aim of the 

study was to evaluate the occurrence of CNVs, identified by CMA with the size filter of 

< 100 kb, harboring genes functionally associated with ID in patients from SUS with a 

clinical diagnosis of ID referred for the genetic diagnosis. During January 2013 to 

December 2016, GTG banding karyotype was performed in 325 patients with ID, achieve 

the genetic diagnostic in 57.2%, demonstrating to be an important screening approach for 

patients with DI. However, 42,8% of the patients showed the karyotype with no visible 

numerical or structural alterations. The CMA analysis with the size filter of ≥ 100 kb was 

performed in these patients, where it was possible to elucidate the genetic diagnose in 

29.8% of the patients, demonstrating 7,1 % of the increment on the diagnostic. All the 

cases remained without a diagnosis were submitted to the CMA analysis with size filter 

of < 100 kb, where it was identified loss CNVs in regions harboring CNTNAP2, FGF13, 

MID1, MID2, SHANK3, IL1RAPL1, DMD, and PAK3 genes. The reduction of the size 

filter demonstrated an increase of 12% in the ratio of diagnosis, expanding the spectrum 

of CNVs identification in regions which harboring genes related to the clinical 

manifestation of ID. The application of both GTG banding and CMA with the size filter 

of ≥ 100 kb and later the size filter of < 100 kb allowed an increase in the genetic diagnosis 

of ID and comorbidities, giving a broad understanding of the genetic aspects related to 

these conditions and allowing the adequate management of families. Finally, the genetic 

counseling provides a better understanding of the genetic causes of ID, the familial 

implications of the genetic contribution and the chance of recurrence. 

 

Keywords: Chromosomal Microarray Analysis; CNTNAP2; SHANK3; IL1RAPL1 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A deficiência intelectual (DI) é caracterizada por uma expressiva redução nas 

funções cognitivas e adaptativas, manifestada antes dos 18 anos de idade, se tornando 

evidente durante a primeira infância como Atraso Global no Desenvolvimento (AGD). 

No entanto, o diagnóstico adequado e preciso ocorre durante os anos escolares 

(BARTNIK et al., 2014). A DI é mundialmente um dos principais problemas 

socioeconômicos, causando amplo impacto na vida dos pacientes e suas famílias 

(WESTERINEN et al., 2017). 

As causas genéticas são responsáveis por cerca de 25–50% dos casos de DI, que 

incluem desequilíbrios cromossômicos microscopicamente visíveis, variação do número 

de cópias, bem como mutações de ponto. Porém, a etiologia genética permanece 

desconhecida em pelo menos 50% de todos os casos de DI/AGD (GIJSBERS et al., 2009; 

AGHA et al., 2014). 

O diagnóstico da DI/AGD é desafiador devido à apresentação de um amplo 

espectro fenotípico, sendo que pacientes com DI/AGD geralmente apresentam 

anormalidades congênitas e/ou os sinais comuns aos Transtornos do Espectro Autista 

(TEA) (BRETT et al., 2014). Recentemente, foi demonstrado que rearranjos 

subteloméricos ou intersticiais são responsáveis por aproximadamente 10 a 25% dos 

casos de DI. Devido à heterogeneidade de fatores causais associados à DI, sua 

investigação diagnóstica é dificultada (PRATTE-SANTOS et al., 2016). 

Atualmente, sabe-se que o cariótipo por bandeamento GTG deve ser realizado 

para todo paciente com DI sem outras causas aparentes, sendo recomendado que se tenha 

um nível de resolução de no mínimo 550 bandas capaz de detectar rearranjos 

cromossômicos maiores que 5 Mb. Entretanto, um número considerável de desordens 

clínicas é causado por rearranjos cromossômicos submicroscópicos, menores que 5 Mb, 

que acaba resultando em um cariótipo normal em relação ao número e à estrutura visível 

dos cromossomos (VISSERS et al., 2016). 

Os microarranjos genômicos têm sido extensivamente usados no estudo das 

causas genéticas da DI e em desordens genômicas que são consideradas consequência 

clínica de Variação no Número de Cópias (CNVs) (do inglês, Copy Number Variation) 

de regiões específicas do genoma (VISSERS et al., 2016). A análise cromossômica 

usando marcadores de Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNP) (do inglês, Single 
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Nucleotide Polymorphism) e marcadores não polimórficos tem sido comumente aplicada 

como uma ferramenta robusta de diagnóstico laboratorial em pacientes com DI/AGD, 

TEA e anormalidades congênitas múltiplas (ACM) (CHONG et al., 2014). A Análise 

Cromossômica por Microarranjo (CMA) (do inglês, Chromosomal Microarray Analysis) 

avalia todo o genoma humano de interesse médico em um único chip com uma resolução 

pelo menos 10 vezes maior que o cariótipo por bandeamento GTG, sendo recomendado 

como teste diagnóstico de primeira escolha para pacientes com DI/AGD, TEA e/ou ACM 

(MILLER et al., 2010; ŽILINA et al., 2014). 

Apesar do CMA ser uma técnica robusta e eficiente, com aumento na capacidade 

diagnóstica para os pacientes com DI/AGD de 15 a 25% (JANG et al., 2019), alguns 

casos ainda permanecem sem o diagnóstico molecular. Para estes pacientes, o uso do 

filtro de tamanho < 100 kb pelo CMA é uma possibilidade para o aumento na capacidade 

diagnóstica desta metodologia. Porém, mesmo com uma alta cobertura de marcadores 

pelo genoma todo e devido à chance de obtenção de resultados falso-positivos, é 

recomendado o emprego do Sequenciamento de Sanger (do inglês, Sanger Sequencing) 

para validação dos pontos de quebra das CNVs observadas com filtro de tamanho < 100 

kb pelo CMA (STROM et al., 2014; ZAHIR et al., 2017; SILVA et al., 2019). 

No presente estudo, realizado em pacientes encaminhados via SUS (Sistema 

Único de Saúde) com diagnóstico clínico de deficiência intelectual, foram aplicadas as 

metodologias de cariótipo por bandeamento GTG e CMA. Após a execução do CMA, 

nos casos que não apresentaram CNVs numa análise com filtro de tamanho ≥ 100 kb, 

estes considerados negativos, foi empregue o filtro de tamanho < 100 kb e identificadas 

CNVs presentes em genes importantes relacionados à DI. Para o mapeamento do ponto 

de quebra, foi utilizado o Sequenciamento de Sanger. Dessa forma, o estudo envolveu o 

uso das técnicas de cariótipo por bandeamento GTG, CMA e Sequenciamento de Sanger, 

para tentar mapear os pontos de quebra de CNVs com tamanhos bem reduzidos, que em 

conjunto aumentaram o incremento na taxa no diagnóstico laboratorial dos pacientes com 

deficiência intelectual. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Deficiência Intelectual 

A natureza e a definição de deficiência intelectual têm sido debatidas desde do 

início da classificação de desordens mentais. A primeira referência à deficiência 

intelectual surgiu ainda na época da medicina Egípcia antiga, no Papyrus Ebers (Figura 

1), um dos tratados médicos mais antigos e importantes que se conhece, mostrando o 

interesse médico em relação à essa desordem (HARRIS; GREENSPAN, 2016). 

 

 

Figura 1. Imagem de uma página do Papyrus Ebers, uma compilação de textos 

médicos, formulações farmacêuticas e remédios caseiros para tratar as aflições e os 

agravos à saúde humana. O documento foi datado a cerca de 1.500 dc. 

Fonte: http://www.crystalinks.com/egyptmedicine.html. 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) (do inglês, World Health Organization 

– WHO) define DI como uma desordem do desenvolvimento mental incompleto e 

capacidade significativamente reduzida de compreender informações novas e complexas 

e de aprender e aplicar novas habilidades, resultando num agravamento concreto das 

funções cognitiva, de linguagem, motoras e de sociabilização, com a adaptação ao 

ambiente comprometida (WHO, 2017). 

De acordo com Associação Americana de Deficiência Intelectual e 

Desenvolvimento (AAIDD), a DI é caracterizada por limitações significativas em ambos 

o funcionamento intelectual e o comportamento adaptativo, comprometendo várias 

habilidades sociais e práticas do dia a dia (AAIDD, 2017). 

Atualmente, é amplamente aceito que a DI é reconhecida como transtorno do 

desenvolvimento neurológico, caracterizada por limitações significativas no 
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funcionamento intelectual e adaptativo, comprometendo várias habilidades sociais e 

práticas diárias, originando antes dos 18 anos de idade. Outras características importantes 

que definem a DI são o score de QI (quociente de inteligência) abaixo da média 

(estabelecido em 70) e o déficit em dois ou mais comportamentos adaptativos 

(BERTELLI et al., 2016; PRATTE-SANTOS et al., 2016; WESTERINEN et al., 2017). 

A DI pode se manifestar durante a primeira infância como Atraso Global no 

Desenvolvimento, no entanto é adequadamente diagnosticada durante os anos escolares 

(BARTNIK et al., 2014). 

O Atraso Global no Desenvolvimento é definido como um atraso significante 

em dois ou mais domínios do desenvolvimento, incluindo habilidades motoras amplas, 

linguagem/fala, cognitivo, pessoal/social, e atividades do dia a dia. O termo AGD é 

aplicado para crianças menores de 5 anos, lembrando que em crianças acima de 5 anos 

aplica-se o termo DI (MILANI et al., 2015; VISSERS et al., 2016). 

De acordo com a quinta edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais (DSM-5) APA (2014), há três critérios que devem ser levados em 

consideração quanto ao diagnóstico clínico da DI: déficit nas habilidades mentais gerais, 

significante limitação em uma ou mais áreas do comportamento adaptativo em vários 

ambientes (comunicação, habilidade de autoajuda, habilidades interpessoais entre outras), 

e evidência de que essas limitações se tornaram aparentes na infância e adolescência. 

Além disso, no manual há um especificador da gravidade da DI, conforme o 

funcionamento adaptativo, em 4 níveis: 

1. Leve: indivíduos desempenham habilidades sociais e de comunicação, têm prejuízo 

mínimo nas áreas senso-motoras. Com apoio apropriado, podem viver com poucas 

limitações na comunidade, de modo independente ou supervisionado; 

2. Moderada: indivíduos, em sua maioria, adquirem atraso nas habilidades de 

comunicação durante os primeiros anos da infância. Há dificuldades no reconhecimento 

de convenções sociais, no entanto, com moderada supervisão podem cuidar de si mesmos; 

3. Grave: os indivíduos adquirem pouca ou nenhuma fala comunicativa, necessitam de 

supervisão para os cuidados pessoais e possuem o mínimo de entendimento, conseguindo 

atender e interagir com outros ou fazer algumas atividades domésticas; 

4. Profunda: os indivíduos apresentam prejuízos significativos no funcionamento senso-

motor, com limitações graves quanto aos cuidados pessoais, continência, comunicação e 

mobilidade. 



5 
 

Além da classificação dos níveis de gravidade, a DI pode ser classificada de 

acordo com o score de QI, em que faz uma avaliação do conhecimento geral do indivíduo, 

vocabulário, habilidades de resolução de problemas e capacidade de raciocínio (VAN 

BOKHOVEN, 2011; MARIS et al., 2013). O QI médio deve ter um escore acima de 85, 

sendo o QI 70-79 considerado limítrofe nas habilidades intelectuais. Conforme o QI, a DI 

pode ser classificada em: DI leve, com QI de 55–70; DI moderada, com QI de 40–55; DI 

severa, com QI de 25–40; e DI profunda com QI < 25 (BARTNIK et al., 2014; HARRIS; 

GREENSPAN, 2016). 

O atraso no desenvolvimento global inicia-se desde a vida intrauterina e primeira 

infância, permanece como sinal fenotípico da DI ao longo da infância e adolescência até 

a idade adulta como resultado de doenças agudas ou progressivas que afetam o 

funcionamento do cérebro, incluindo síndromes genéticas, infecções intrauterinas, 

complicações ao nascimento, infecções subsequentes, traumatismos cranianos, 

afogamento, envenenamento e entre outros (WESTERINEN et al., 2017). 

Ao exame físico, a DI pode clinicamente ser agrupada em DI Sindrômica (DIS) 

e DI Não-Sindrômica (DINS). Na DIS, pacientes apresentam características dismórficas, 

defeitos metabólicos ou comorbidades adicionais à DI. Enquanto que na DINS, é 

observada a presença da DI com ou sem anormalidades neurológicas, físicas e/ou 

metabólicas (AGHA et al., 2014; TAN et al., 2016). Contudo, o limite entre a 

classificação de DIS e DINS é geralmente arbitrário devido às características sindrômicas 

serem somente reconhecidas quando exames clínicos comparativos cuidadosos são 

realizados em vários pacientes com uma etiologia comum (VAN BOKHOVEN, 2011). 

 

2.2 Aspectos Epidemiológicos da Deficiência Intelectual 

A prevalência da DI é altamente variável dependendo do país estudado, da idade 

do paciente e do método de determinação do agravo. Nos países de alta renda, geralmente 

a prevalência é menor do que em países de baixa e média renda, sendo que pode ocorrer 

em qualquer classe social e cultura (KARAM et al., 2015). 

Na população em geral, a DI afeta aproximadamente 1–3%, com causas 

genéticas e não genéticas bem heterogêneas, impondo uma carga emocional e financeira 

acentuada às famílias afetadas, ao sistema de saúde e à sociedade (RAFATI et al., 2012a; 

RAFATI et al., 2012b; PREIKšAITIENė et al., 2016). Estudos de coortes em meta-
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análise mostraram prevalências de DI em crianças e adolescentes entre 0,6–1,4% 

(WESTERINEN et al., 2017). 

Em torno de 75–90% dos casos, a DI é leve (MILANI et al., 2015), sendo 30% 

mais frequente entre os homens (KAUFMAN et al., 2010). As causas genéticas da DI são 

estimadas por volta de 25–50% (CHELLY et al., 2006), com cerca de 25–30% por 

rearranjos cromossômicos e de 10–25% em virtude de pequenos rearranjos 

subteloméricos ou intersticiais (PRATTE-SANTOS et al., 2016). Além disso, em torno 

de 30–50% dos casos de DI são idiopáticos ou não-sindrômicos (MILANI et al., 2015). 

Segundo a Pesquisa Nacional de Saúde (PNS, 2015) feita pelo IBGE (Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística), cerca de 6,2% da população brasileira tem algum 

tipo de deficiência, sendo estas: auditiva, visual, física e/ou intelectual. Em relação à DI, 

em torno de 0,8% da população possui esse sinal fenotípico. No Brasil, as mulheres 

apresentaram proporção inferior à dos homens: 0,7% e 0,9%, respectivamente, não 

havendo diferença significativa entre as grandes regiões (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Proporção de pessoas com DI no território nacional brasileiro, de acordo 

com o IBGE. O gráfico mostra a proporção de pessoas com deficiência intelectual, na população 

total, com intervalo de confiança de 95%, segundo as grandes regiões geográficas do Brasil e o 

sexo. 
Fonte: IBGE, 2015. Diretoria de Pesquisas, Coordenação de Trabalho e Rendimento. Pesquisa Nacional 

de Saúde 2013. 

 

No Brasil, 0,5% da população total apresenta DI desde o nascimento, enquanto 

0,3% é adquirida devido a doença ou acidente. Essa desordem foi a única, dentre as 

deficiências acima citadas, em que o percentual de pessoas que nasceu com ela foi 

superior ao percentual de pessoas que a adquiriu por acidente ou como comorbidade em 

função de uma doença (PNS/IBGE, 2015). 

Dados do IBGE mostraram também que 54,8% da população com DI possuía 

nível intenso ou muito intenso de limitação, não conseguindo realizar suas atividades 
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habituais, tais como brincar, ir à escola e trabalhar. Ademais, cerca de 30% dessa 

população frequentam algum serviço de reabilitação em saúde (PNS/IBGE, 2015). 

Karam e colaboradores (2015), em um estudo de coorte Brasileiro de uma 

população acompanhada prospectivamente desde o nascimento, concluíram que em torno 

de 20% dos casos de DI foram resultantes de alterações genéticas, sendo a síndrome de 

Down observada como a mais frequente das desordens cromossômicas que apresentam 

DI entre os seus sinais clínicos. Além disso, foi observado naquele estudo que as 

anormalidades cromossômicas foram responsáveis por aproximadamente 40% dos casos 

severos de DI e 10% dos casos leves de DI. 

 

2.3 Etiologia da Deficiência Intelectual 

A DI é um sinal fenotípico comum em um agrupamento de desordens 

heterogêneas, complexas e multifatoriais, que se apresentam de formas sindrômicas ou 

não-sindrômicas, que prejudicam as habilidades intelectuais das pessoas acometidas 

(VAN BOKHOVEN, 2011). De modo geral, a DI aparece como comorbidade 

acompanhando uma condição primária como o autismo, a síndrome de Down, a síndrome 

do X–Frágil, a paralisia cerebral, entre outras (GAMSIZ et al., 2013; ASHA, 2017; 

CIACCIO et al., 2017). 

As causas da DI são bastante variáveis, podendo ser consequência de fatores 

ambientais, genéticos e epigenéticos, sendo que a DI pode aparecer como um traço 

isolado (DI não sindrômica) ou como uma deficiência associada com alterações físicas e 

funcionais (DI sindrômica) (MARIS et al., 2013; BERTOK et al., 2015; VISSERS et al., 

2016). Os fatores que prejudicam e interferem na maturação e crescimento do cérebro 

durante os períodos pré-natal, peri-natal e pós-natal são subjacentes à DI (BERTELLI et 

al., 2016). Entretanto, devido à heterogeneidade clínica da DI ser reflexo da 

heterogeneidade genética, em torno de 40% dos casos de DI permanecem sem um 

diagnóstico molecular específico, que é crucial para o estabelecimento de risco recorrente 

e para a promoção do aconselhamento genético com as famílias dos pacientes (REDIN et 

al., 2014; ROSELLÓ et al., 2014; MICLEA et al., 2015; VISSERS et al., 2016). 

Os fatores ambientais implicados com a etiologia da DI englobam: 1. Toxicidade 

– abuso materno de álcool, cocaína, anfetamina e outras drogas durante a gestação; 2. Uso 

de teratógenos; 3. Infecções congênitas; 4. Deficiências nutricionais extremas; 5. 

Complicações no parto; 6. Alterações metabólicas – hiperbilirrubinemia; e 7. Traumas 
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(KARAM et al., 2015; MILANI et al., 2015; BERTELLI et al., 2016; VISSERS et al., 

2016). 

As causas genéticas da DI incluem rearranjos cromossômicos (microscópicos ou 

submicroscópicos) que resultam principalmente de efeitos de doses de genes, CNVs, 

desequilíbrio de genes específicos imprintados ou de regiões genômicas, disfunção de um 

único gene, desordens genômicas e variações ligadas ao cromossomo X. Adicionalmente, 

alterações epigenéticas devido à variações genômicas que afetam genes envolvidos na 

regulação epigenômica e dissomia uniparental resultante da presença de longos trechos 

contíguos em homozigose, ocasionando homozigose cromossômica ou segmentar, 

contribuem para a etiologia da DI  (ROSELLÓ et al., 2014; IOUROV et al., 2015; 

KARAM et al., 2015; MILANI et al., 2015; BERTELLI et al., 2016; VISSERS et al., 

2016). 

A presença de Longos Trechos Contíguos em Homozigose (LCSH) (do inglês, 

Long Contiguous Streches of Homozygosity), pode afetar a expressão de diversos genes 

envolvidos na regulação epigenômica, por esses genes estarem em homozigose alélica e 

poderem alterar padrões de metilação de genes imprintados. A presença de LCSH pode 

ser indicativo de consanguinidade, dissomia uniparental ou mutação recessiva de um 

único gene (LI et al., 2006; KIRIN et al., 2010; IOUROV et al., 2015). 

No banco de dados online de Herança Mendeliana em Humanos (OMIM) (do 

inglês, Online Mendelian Inheritance in Man), mais de 1.000 condições genéticas já 

foram descritas com a DI incluída como um componente fenotípico e mais de 50 

síndromes que também cursam com DI já foram descritas em associação somente com o 

cromossomo X (NOWAKOWSKA, 2017). 

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, como análise cromossômica por 

microarranjos e sequenciamento de nova geração, a promessa é o aumento da 

compreensão da etiologia da DI, com a identificação de genes e mecanismos que 

contribuem para o desenvolvimento deste sinal fenotípico tão evidente na fenotipagem 

dos pacientes (ELLISON et al., 2013; REDIN et al., 2014). 

 

2.3.1 Genética e aspectos moleculares da deficiência intelectual 

O cérebro é um órgão complexo com uma grande quantidade de tipos celulares 

interconectados. Durante o desenvolvimento e o funcionamento diário do cérebro, 

numerosas proteínas necessitam estarem funcionalmente ativas na quantidade, no espaço 
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e no tempo correto. Mutações e rearranjos que afetam qualquer um dos genes que 

codificam essas proteínas poderão ter graves consequências para o desenvolvimento do 

cérebro ou o seu funcionamento cognitivo (VISSERS et al., 2016). 

Eventos genéticos únicos são responsáveis pela maioria dos casos de DI, que 

variam de mutação de ponto em um único gene a variações no número de cópias afetando 

vários genes ou mesmo um cromossomo inteiro. As formas monogênicas são 

caracterizadas por uma heterogeneidade genética extrema, com centenas de genes 

implicados à DI ligada ao X e vários outros associados às formas autossômicas recessivas 

ou autossômicas dominantes (REDIN et al., 2014). 

Rearranjos cromossômicos são considerados a causa mais frequente de DI, AGD 

e anomalias congênitas múltiplas, explicando mais de 25–30% dos casos e associados 

com cerca de 25% das mortes perinatais (RAFATI et al., 2012a; CAPALBO et al., 2017). 

Alterações citogeneticamente visíveis ao microscópio são observadas em torno de 15% 

dos casos de DI, sendo as mais frequentes a trissomia do cromossomo 21 (aneuploidia 

cromossômica mais comum associada à DI), a trissomia do 13 e a trissomia do 18 

(MICLEA et al., 2015). Outras alterações microscopicamente visíveis incluem deleções, 

duplicações, translocações e cromossomos marcadores supranumerários. Todavia, 

rearranjos cromossômicos críticos, particularmente rearranjos subteloméricos e 

intersticiais, como por exemplo deleções e duplicações cromossômicas menores que 5 

Mb, têm se mostrado como uma significante causa da DI, respondendo por mais de 30% 

dos casos (CHELLY et al., 2006; ELLISON et al., 2013; MICLEA et al., 2015). 

Frequentemente, pacientes com alterações cromossômicas apresentam 

características clínicas adicionais ao sinal fenotípico da DI, como anormalidades 

congênitas múltiplas, alterações dismórficas e atraso no crescimento. Além disso, há uma 

alta incidência de abortamentos e infertilidade em familiares desses pacientes, e 

nascimentos prematuros com malformações múltiplas, que usualmente morrem logo ao 

nascerem, elevando a taxa de mortalidade pré- e perinatal (ROSELLÓ et al., 2014).  

Contudo, as consequências clínicas dos rearranjos cromossômicos estão geralmente 

relacionadas com a localização do rearranjo, a quantidade de genes envolvidos e sua 

função (PRATTE-SANTOS et al., 2016). 

Alterações no cromossomo X representam 5–10% do total de casos com DI, dos 

quais 30% mais homens são afetados do que mulheres (MUTHUSAMY et al., 2017), 

sendo as formas de DI ligadas ao X facilmente identificadas pelo característico padrão de 
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herança mendeliano (MOYSÉS‐OLIVEIRA et al., 2015). Deficiência intelectual ligada 

ao X é geneticamente heterogênea e fenotipicamente variável, sendo que há mais de 200 

formas sindrômicas ou não sindrômicas de DI ligada ao X. Além disso, têm sido 

identificadas mutações em mais de 100 genes ligados ao X. Contudo, nenhum dos genes 

atualmente implicados explicam mais de 0,1% das DI, mas, coletivamente, eles explicam 

mais de 10% da DI em homens (TAN et al., 2016; VISSERS et al., 2016; GIORGIO et 

al., 2017; MUTHUSAMY et al., 2017). 

Causas monogênicas ligadas ao X são responsáveis por mais de 10% de casos 

de DI. A Síndrome do X–Frágil (FXS) (do inglês, Fragile X Syndrome) é o defeito 

monogênico mais comum (observada em 5% dos pacientes com DI), sendo a segunda 

causa de DI e a primeira de DI herdada. É a causa de DI mais prevalente em homens, 

considerada o primeiro tipo de DI que pode ser explicado por um defeito em um gene 

específico (MICLEA et al., 2015; CIACCIO et al., 2017). O diagnóstico é baseado na 

detecção de uma alteração na região promotora do gene FMR1, localizado em Xq27.3, 

sendo que 99% dos indivíduos com FXS tem perda de função do gene FMR1, causada 

pela mutação caracterizada pela expansão de uma zona de repetição de um trinucleotídeo 

(CGG) na região 5’ não traduzida (tipicamente > 200 tripletes) do gene (CIACCIO et al., 

2017). Outro gene ligado ao X observado como causativo para DI é o MECP2, 

originalmente implicado na Síndrome de Rett (ELLISON et al., 2013). 

Em contrapartida, a prevalência de alterações nos cromossomos autossômicos 

em pacientes com DI varia de 16–55%. Enquanto que DI autossômica recessiva é menos 

prevalente, a estimativa da contribuição de mutações recessivas na DI é estimada acima 

de 25%, sendo a maioria em famílias consanguíneas (AGHA et al., 2014; TAN et al., 

2016). Mais de 300 genes têm sido identificados em formas autossômicas recessivas de 

DI, na maioria por mapeamento de homozigose usando polimorfismo de Variante de 

Nucleotídeo Único (SNV) (do inglês, Single Nucleotide Variants) (VISSERS et al., 

2016). 

Em torno de 50–60% das microdeleções e microduplicações intersticiais são 

identificadas em pacientes com DI e anormalidades congênitas múltiplas. Metade dessas 

alterações genômicas está localizada em regiões comuns de síndromes de microdeleção 

e microduplicação em autossomos, como a Síndrome de DiGeorge (deleção em 22q11), 

Síndrome de Prader-Willi (deleção de origem paterna em 15q11.2), Síndrome de 

Angelman (deleção de origem materna em 15q11.2), Síndrome de William-Beuren 
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(deleção em 7q11.23), Síndrome de Smith-Magenis (deleção em 17p11.2), Síndrome de 

Miller-Dieker (deleção em 17p13.3), Síndrome de Deleção 1p36 e Síndrome de Sotos 

(deleção em 5q35) (RAFATI et al., 2012a; CLASSEN et al., 2013; MILANI et al., 2015; 

VISSERS et al., 2016) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Causas Genéticas da DI. Gráfico representado pelos 30% dos rearranjos 

cromossômicos considerados a causa mais frequente de DI, TEA e ACM. Destes, 15% são por 

rearranjos cromossômicos microscópicos (azul escuro) e 85% são por rearranjos cromossômicos 

submicroscópicos (evidenciados pelo restante das cores). 

 

Outro grupo de desordens do desenvolvimento neurológico que tem sido 

observado altamente associado com DI é o TEA. Estimativas populacionais apontam que 

até 75% dos pacientes com diagnóstico de autismo apresentam concomitantemente a DI. 

Mutações em um grande número de genes têm sido identificadas em pacientes com TEA 

e DI, incluindo mutações em IL1RAPL1, SHANK2, SHANK3, NLGN3, NLGN4, GRIN2B, 

TCF4, AUTS2, CNTN4, CNTNAP2, que codificam proteínas sinápticas. Alterações de 

novo em SNV são encontradas em 8–20% dos pacientes com autismo e DI (VAN 

BOKHOVEN, 2011; HARRIS; GREENSPAN, 2016; GRIESI-OLIVEIRA; SERTIÉ, 

2017). 

As CNVs, definidas como um intervalo genômico que desvia do estado diploide 

normal, apresentam segmentos de DNA > 50 pb (pares de base), presentes em torno de 

12 a 16% do genoma humano, podendo estar associadas com doenças ou representar a 

diversidade fenotípica de cada indivíduo. O termo desordem genômica é considerada um 

grupo de doenças genéticas causadas por rearranjos no DNA resultante de CNVs de 
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ganho, perda ou por ruptura de genes no qual sua dosagem se torna crítica (LEE et al., 

2007; CAPALBO et al., 2017; HAREL; LUPSKI, 2018). 

As CNVs não estão distribuídas no genoma humano randomicamente. Porém, 

elas tendem a se agrupar em regiões de arquitetura genômica complexa ricas em 

repetições de poucas cópias (LCR) (do inglês, Low Copy Repeats) ou duplicações 

segmentais (SD) (do inglês, Segmental Duplication). Alguns destes agrupamentos podem 

estar relacionados à ausência de genes sensíveis à dosagem, mas há ampla evidência de 

que a arquitetura cromossômica específica também esteja envolvida. As CNVs benignas 

geralmente são pequenas, intergênicas ou englobando genes que toleram uma mudança 

no número de cópias, enquanto que as CNVs patogênicas são consideravelmente 

enriquecidas por genes envolvidos no desenvolvimento e genes com restritos padrões 

evolutivos de ganhos e perdas (HASTINGS et al., 2009; HAREL; LUPSKI, 2018). 

Além das CNVs com consequências clínicas já bem estabelecidas e conhecidas, 

CNVs recorrentes raras presentes em regiões cromossômicas específicas têm sido 

implicadas à fatores de risco para doenças do desenvolvimento neurológico. Ademais, 

muitas dessas CNVs possuem penetrância incompleta e expressividade variável que 

podem ser influenciadas por outros fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (HAREL; 

LUPSKI, 2018). 

As CNVs são classificadas, de acordo com seu mecanismo de formação, em dois 

grupos: CNVs recorrentes e CNVs não-recorrentes. As CNVs recorrentes, compartilham 

pontos de quebra, conteúdo genômico e tamanho em indivíduos não relacionados, 

frequentemente, surgem por um mecanismo de recombinação conhecido como 

Recombinação Homóloga Não-Alélica (NAHR) (do inglês, Nonallelic Homologous 

Recombination), mediada por blocos duplicados que flanqueiam o evento de CNV. Em 

contrapartida, as CNVs não recorrentes têm pontos de quebra que geralmente não 

resultam de uma arquitetura genômica predisponente, possuem tamanhos únicos e 

conteúdo genômico distintos em indivíduos não relacionados, sendo que surgem por 

diversos mecanismos de recombinação, incluindo Junção de Extremidades Não 

Homólogas (NHEJ) (do inglês, Nonhomologous End Joining) (CAPALBO et al., 2017; 

HAREL; LUPSKI, 2018). Desordens genômicas, causadas por rearranjos de perda ou de 

ganho genômicos, usualmente possuem tamanho < 5Mb, abrangem vários genes e podem 

ser herdadas ou esporádicas, dependendo se o rearranjo foi transmitido através da 

linhagem germinativa ou se ocorreu de novo (CAPALBO et al., 2017). 
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O principal mecanismo responsável pela formação de CNVs é a NAHR, tanto 

durante a meiose quanto a mitose, mediado por dois segmentos parálogos de DNA 

repetitivo com similaridade ≥ 90%, conhecidos como repetições de poucas cópias (LCR) 

ou duplicações segmentais (SD), que flanqueiam o segmento genômico rearranjado 

(DITTWALD et al., 2013; HAREL; LUPSKI, 2018). A NAHR pode ocorrer tanto entre 

cromossomos distintos, sejam eles homólogos ou não, quanto entre diferentes loci do 

mesmo cromossomo. Quando acontece NAHR mediada por LCRs que estão no mesmo 

sentido circundando o local da recombinação, há a formação de CNVs de perda ou de 

ganho. Por outro lado, o rearranjo do tipo inversão pode acontecer por NAHR mediada 

por LCRs que estão em sentido invertido flanqueando o local da recombinação (Figura 

4) (INOUE; LUPSKI, 2002; LEE et al., 2007; GU et al., 2008; KIM et al., 2008). 

 

 

Figura 4. Rearranjos genômicos resultantes de recombinação homóloga não-alélica 

(NAHR) mediada por LCRs. As LCRs estão representadas pelas flechas pretas com a 

orientação indicada pelo sentido da flecha. As linhas tracejadas referem ao evento de 

recombinação com os resultados desse evento mostrados pelos números 1 e 2. (1) NAHR entre 

LCRs que estão no mesmo sentido resultando em perdas e/ou ganhos. (2) NAHR entre LCRs no 

sentido inverso resultando em inversão. 
Fonte: Adaptado de LUPSKI, 1998; GU et al., 2008; HAREL; LUPSKI, 2018. 
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A presença de CNVs no genoma é uma importante fonte de variantes normais e 

patogênicas. Em algumas situações, as CNVs podem ser neutras, em outra podem ser 

cooptadas ao longo de nossa evolução e em outras elas podem ser CNVs deletérias, sendo 

um grande desafio estimar se essa variação é benigna ou afeta o funcionamento biológico 

vital resultando em doença. Há um esforço constante na identificação de CNVs que não 

produzem consequências fenotípicas, mas que apenas fazem parte da diversidade do 

genoma humano e que podem ajudar na interpretação de achados de CNVs tanto para o 

diagnóstico clínico quanto para as aplicações em pesquisa (NOWAKOWSKA, 2017). Da 

mesma maneira, CNVs podem impactar na expressão gênica indiretamente através do 

efeito de posição, revelando mutação recessiva ou alterando a comunicação entre os alelos 

por deleção de elementos regulatórios, levando a inativação ou perda de função do gene 

(NOWAKOWSKA, 2017; HAREL; LUPSKI, 2018). 

As CNVs clinicamente relevantes são encontradas em cerca de 15–25% de 

crianças com inexplicável DI, AGD, TEA e ACM (WECKSELBLATT; RUDD, 2015; 

NOWAKOWSKA, 2017). CNVs microscópicas e submicroscópicas estão entre as causas 

genéticas mais comuns da DI e AGD (BERTOK et al., 2015). A maioria das CNVs afetam 

um grande número de genes, podendo alterar os níveis de expressão dos genes incluídos 

nestas regiões, permitindo níveis de transcrição mais altos ou inferiores aos que podem 

ser alcançados pelo controle de transcrição de cópias únicas por genoma (HASTINGS et 

al., 2009). Ganhos e perdas recorrentes são responsáveis por aproximadamente 20% dos 

rearranjos patogênicos intracromossômicos (WECKSELBLATT; RUDD, 2015). Além 

disso, interrupção direta de um gene por um ponto de quebra de CNV e deleções presentes 

em regiões intrônicas que podem interferir no processo de splicing, levando à inativação 

ou perda de função deste gene (HAREL; LUPSKI, 2018). 

O processo de splicing, reconhecido como um eficiente e preciso processo de 

reconhecimento e remoção dos íntrons e ligação dos exons adjacentes, ocorre na maioria 

dos genes dos eucariotos, podendo ser do tipo constitutivo ou alternativo (CHABOT; 

SHKRETA, 2016; NIK; BOWMAN, 2019). Os eventos de splicing ocorrem através de 

duas reações bioquímicas de transesterificação, que são catalisadas por uma sofisticada 

maquinaria ribonucleoprotéica, conhecida como spliceossomo, composta por 5 pequenas 

ribonucleoproteínas (snRNP) (do inglês, Small Nuclear Ribonucleoproteins) (U1, U2, 

U4, U5, U6) e mais de 300 proteínas diferentes (FREDERICKS et al., 2015; 

GRODECKÁ et al., 2017; ANNA; MONIKA, 2018; GALEJ, 2018). 
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O processamento do pré-mRNA acontece através de sítios de splice (ss), que são 

sequências conservadas ao redor das junções entre exons e íntrons. Os limites dessas 

junções são delimitados por pequenas sequências consenso no sítio de splice 5’ (GU) e 

sítio de splice 3’ (AG), que mediam o reconhecimento pelo spliceossomo. Ademais, as 

ribonucleoproteínas spliceossomais também interagem com duas regiões nos íntrons que 

são primordiais, a sequência de ponto de ramificação (BPS) (do inglês, Branch Point 

Sequence), que contém uma Adenina (A) catalítica que promove formação do laço, e uma 

região rica em pirimidinas (Y) que está próxima ao 3’ss do íntron (KATAOKA, 2017; 

VAZ‐DRAGO et al., 2017; NIK; BOWMAN, 2019; YAN et al., 2019). 

A primeira reação de transesterificação, com objetivo de reconhecimento do sítio 

de splicing entre a junção íntron/exon, a 2’-OH da adenina (A) presente no BPS “ataca” 

o 5’-fosfato da guanina presente no 5’ ss, resultando na formação de um laço intrônico 

intermediário com ligação 2’,5’-fosfodiéster. Em seguida, uma segunda reação de 

transesterificação ocorre onde o 3’ss é “atacado” pelo grupo 3’-OH do nucleotídeo do 

5’ss-A, promovendo a remoção do laço intrônico e a ligação de exons. O reconhecimento 

pelo spliceossomo das sequências consensus presentes em 5’ss, 3’ss e BPS é uma etapa 

crucial para os eventos de splicing que são modulados por potenciadores de splicing 

intrônicos (ISE) (do inglês, Intronic Splicing Enhancer) e potenciadores de splicing 

exônicos (ESE) (do inglês,  Exonic Splicing Enhancer), além de silenciadores de splicing 

intrônicos (ISS) (do inglês, Intronic Splicing Silencers) e silenciadores de splicing 

exônicos (ESS) (do inglês, Exonic Splicing Silencers), que são reconhecidos por 

auxiliarem os fatores de splicing, incluindo proteínas ricas em serina/argenina (SR) e 

nRNPs (Figura 5) (SCOTTI; SWANSON, 2016; SHI 2017; GALEJ, 2018). 
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Figura 5. Processamento do pré-mRNA. Representação esquemática dos sítios de splicing, 

moduladores dos spliceossomos e reação de transesterificação com remoção dos íntrons e ligação 

dos exons. 
Fonte: Adaptado de WILL; LÜHRMANN, 2011; VAZ-DRAGO et al., 2017. 

 

Genes responsáveis pelas alterações no desenvolvimento têm sido identificados 

presentes em regiões crípticas de CNVs patogênicas (ELLISON et al., 2013). Em alguns 

casos, porém, um único gene sensível à dosagem pode ser identificado como a causa do 

sinal fenotípico da DI, como o gene RAI1 na Síndrome de Potocki-Lupski, o CHD7 na 

Síndrome CHARGE, o MECP2 na Síndrome Duplicação em Xq28, o NSD1 na Síndrome 

de Sotos, o SHANK3 na Síndrome de Phelan-McDermid, o UBE3A na Síndrome de 

Angelman dentre outros (VAN BOKHOVEN, 2011; ELLISON et al., 2013; VISSERS et 

al., 2016; NOWAKOWSKA, 2017). 

Em torno de 1.416 genes responsáveis pelo sinal fenotípico da DI isolado ou em 

desordens associadas à DI já foram identificados ligados ao X, autossômicos dominantes 

e autossômicos recessivos (REUTER et al., 2017). Mutações de novo em genes 

associados à DI ocorrem entre 13–35% dos casos de DI severa (VISSERS et al., 2016). 

Uma quantidade altamente variável de informações está disponível em 

diferentes genes, podendo elucidar a probabilidade e possibilidade de causar doenças 

genéticas quando mutados. Nos últimos anos, mutações em vários genes que podem 

resultar em DI sindrômica ou não sindrômica têm sido identificadas e caracterizadas. 
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Essas mutações podem ser altamente impactantes na função dos genes e tendem a afetar 

importantes domínios de genes do desenvolvimento, sendo que a maioria dos genes 

afetados está localizada no cromossomo X (VELTMAN; BRUNNER, 2012; VERPELLI 

et al., 2014). 

Ademais, mais de 50% das proteínas relacionadas à DI que não são fatores de 

transcrição ou de remodelamento de cromatina, estão claramente presentes nos 

compartimentos pré ou pós-sinápticos e estão implicadas na função sináptica devido à 

regulação do rearranjo do citoesqueleto de actina, plasticidade sináptica ou formação da 

sinapse. E também, há outros genes que codificam proteínas que regulam a integração do 

circuito neuronal e a correção da rede cerebral (VERPELLI et al., 2014). 

 

2.4 Diagnóstico Genético da Deficiência Intelectual 

Atualmente, existem várias técnicas capazes de elucidar a alteração 

cromossômica estrutural ou numérica e alterações genômicas que podem estar presentes 

no paciente que apresenta o sinal fenotípico da DI e AGD. Os testes usados para a 

investigação das causas genéticas da DI e AGD incluem o Cariótipo por bandeamento 

GTG, a Análise Cromossômica por Microarranjo, Pesquisa para a Síndrome do X–Frágil, 

Sequenciamento de um único gene ou painéis de genes. Além disso, o Sequenciamentos 

do Genoma Total ou de Exoma podem fornecer uma identificação ampla e de alta 

resolução das variantes genéticas, sendo uma promessa como ensaios diagnósticos 

eficientes, apesar da limitação pelos altos preços destes exames e da produção de uma 

grande quantidade de informação que ainda não pode ser adequadamente interpretada do 

ponto de visto clínico (BOWLING et al., 2017). 

O cariótipo por bandeamento GTG, uma técnica simples e barata, tem sido há 

mais de 35 anos o teste padrão para a busca de desequilíbrios cromossômicos em 

pacientes com DI e AGD (MILANI et al., 2015), com uma capacidade de evidenciar 

alterações cromossômicas em 3–5% dos casos de pacientes com DI e AGD (BARTNIK 

et al., 2014). Para a realização desta técnica, na presença de um meio de cultura 

específico, os cromossomos são estimulados ao processo de divisão celular, 

posteriormente, corados e então avaliados com o auxílio de um microscópio. O cariótipo 

é capaz de detectar alterações estruturais, como deleções e duplicações > 5 Mb, 

translocações, inversões, além de aneuploidias. Contudo, um número relevante de 

afecções clínicas, incluindo a DI e AGD, ocorrem por rearranjos cromossômicos, que 
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envolvem ganhos e perdas genômicos com tamanho < 5 Mb, não sendo detectados por 

esta metodologia (WECKSELBLATT; RUDD, 2015; VISSERS et al., 2016). 

A expansão trinucleotídica CGG, com > 200 repetições, observada na região 

promotora do gene FMR1 é capaz de alterar a expressão deste gene e causar a Síndrome 

do X–Frágil, que apresenta o sinal fenotípico da DI além de outras alterações fenotípicas. 

Atualmente, para a determinação da expansão trinucleotídica CGG, a amplificação por 

PCR da região promotora do gene FMR1 e posteriormente a determinação da quantidade 

de repetições CGG por eletroforese capilar tem sido um método eficaz e acessível para 

os pacientes que apresentam DI (GIGONZAC et al., 2016). 

Nos últimos anos, novas tecnologias têm sido desenvolvidas, criando e 

ampliando um novo campo de investigação que transformou a prática da genética clínica. 

O CMA é uma técnica que está sendo cada vez mais utilizada como teste genético para 

pacientes com DI/AGD idiopáticos, TEA e ACM. Esta técnica utiliza marcadores não 

polimórficos e marcadores polimórficos (SNP), que são capazes de detectar, com alta 

resolução, perdas ou ganhos no genoma com tamanhos de 1kb a milhões de pares de 

bases, utilizando um único chip (MILLER et al., 2010; ŽILINA et al., 2014; 

WECKSELBLATT; RUDD, 2015; NOWAKOWSKA, 2017). Além disso, os 

marcadores de SNP possibilitam a detecção de longos trechos contínuos em homozigose 

(LCSH), que pode ser indicativo de identidade por descendência se estiverem 

amplamente distribuídos por todo o genoma, ou indicativo de dissomia uniparental (UPD) 

se estiverem presentes em um único cromossomo (HAREL; LUPSKI, 2018). 

Para fazer a classificação das CNVs visualizadas pelo CMA, utiliza-se as 

recomendações dos consensos propostos por Miller e colaboradores (2010) e Battaglia e 

colaboradores (2013), e também das diretrizes do Colégio Americano de Genética Médica 

(ACMG) (do inglês, American College of Medical Genetics) (KEARNEY et al., 2011) e 

das diretrizes Europeias para análise citogenômica constitucional (SILVA et al., 2019). 

Além disso, utiliza-se como referência os bancos de dados públicos que contém 

informações sobre indivíduos com diferentes fenótipos clínicos. Há dois tipos de bancos 

de dados: (1) os que contêm informações de dados populacionais de indivíduos saudáveis, 

como por exemplo o Bancos de Dados de Variantes Genômicas (DGV) (do inglês 

Database of Genomic Variants); e (2) os bancos de dados que apresentam detalhes 

genéticos e fenotípicos de indivíduos, como exemplos temos o OMIM, o Banco de Dados 

de Imbalanços Cromossômicos e Fenótipos em Humanos usando Recursos Ensemble 
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(DECIPHER) (do inglês Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in 

Humans using Ensemble Resources), o Banco de Dados da Associação Europeia de 

Registros Citogenéticos de Aberrações Cromossômicas Não Balanceadas (ECARUCA) 

(do inglês European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced Chromosome 

Aberrations) e o Banco de Dados de Padrões Internacionais para Arranjos Citogenômicos 

(ISCA) (do inglês International Standards for Cytogenomic Arrays) (CAPALBO et al., 

2017). 

Uma significante proporção de indivíduos com DI, porém, permanece sem o 

diagnóstico genético, provavelmente por apresentarem CNVs patogênicas bem menores 

que a capacidade de resolução de todos os arrays, que podem ocorrer e afetar regiões ou 

genes que estão relacionados com o sinal fenotípico da DI (WECKSELBLATT; RUDD, 

2015; NOWAKOWSKA, 2017; ZAHIR et al., 2017). Portanto, o uso do filtro de tamanho 

< 100 kb no CMA pode ser uma alternativa para identificação de CNVs muito pequenas 

que abrigam genes importantes relacionados à DI. Adicionalmente, o uso do 

sequenciamento de Sanger poderá auxiliar no mapeamento dos pontos de quebras e no 

entendimento dos mecanismos que levaram a formação destas CNVs. Além disso, o 

Sequenciamento de Sanger é, apesar do advento das técnicas de Sequenciamento de Nova 

Geração (NGS) (do inglês, Next Generation Sequencing), considerado o padrão-ouro para 

o diagnóstico molecular de doenças genéticas (STROM et al., 2014; ZAHIR et al., 2017). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A deficiência intelectual pode ocorrer de forma isolada ou combinada com outras 

malformações congênitas, características neurológicas, e problemas comportamentais, 

sendo caracterizada por uma condição fenotipicamente e geneticamente complexa, com 

diagnóstico diferencial bastante desafiante, podendo em muitos casos ainda não ser 

alcançado (VASUDEVAN; SURI, 2017). 

A aplicação do CMA na prática clínica tem aumentado em 15–25 % o 

diagnóstico das condições em que há DI, AGD e TEA e epilepsia, tornando-se o espectro 

de diagnóstico mais completo que abrange grande variedade de fenótipos e suas 

gravidades para diversas e diferentes patologias (HOWELL et al., 2013; BARTNIK et 

al., 2014; JANG et al., 2019). Entretanto, dentro do universo dos pacientes com DI, nem 

todos terão o diagnóstico concluído, mesmo após a combinação das metodologias da 

citogenética e da citogenômica, como o bandeamento GTG e o CMA, e da genética 

molecular, como a PCR para a FRAX (BRETT et al., 2014). 

Após a análise com filtro de tamanho ≥ 100 kb recomendado pelo fabricante e 

identificação e classificação das CNVs de acordo com os consensos de Miller e 

colaboradores (2010), Battaglia e colaboradores (2013) e as diretrizes do Colégio 

Americano de Genética Médica (KEARNEY et al., 2011), das diretrizes Europeias para 

análise citogenômica constitucional (SILVA et al., 2019), e também com os diferentes 

bancos de dados, incluindo DGV, DECIPHER, CytoScan™ HD Array Database, uma 

significante proporção de indivíduos com DI, porém, permanece sem o diagnóstico 

citogenômico, provavelmente por apresentarem CNVs bem menores, que podem ocorrer 

e afetar regiões ou genes que estão relacionados ao sinal fenotípico da DI, sendo 

geralmente menores que a capacidade de resolução de todos os arrays 

(WECKSELBLATT; RUDD, 2015; NOWAKOWSKA, 2017; ZAHIR et al., 2017). 

A utilização do filtro de tamanho < 100 kb na técnica de CMA pode aumentar a 

capacidade diagnóstica, aumentando o espectro de detecção de CNVs muito pequenas 

que estão presentes próximos ou dentro de genes importantes que são responsáveis pela 

manifestação da DI, contribuindo para elucidação da causa genética envolvida no 

fenótipo do paciente. Porém, para identificação dos pontos de quebra destas CNVs é 

recomendado o uso do sequenciamento de Sanger, possibilitando a obtenção de uma 

maior sensibilidade e especificidade ao ensaio (STROM et al., 2014; ZAHIR et al., 2017) 
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O mapeamento dos pontos de quebra das CNVs muito pequenas, através do uso 

da metodologia de sequenciamento de Sanger, é uma forma de contribuir para uma 

melhor compreensão do mecanismo responsável pela formação destes rearranjos e 

também da genética da DI, possibilitando a elucidação diagnóstica e o estabelecimento 

de caracterizações e prognósticos diferenciais desse transtorno altamente complexo e 

heterogêneo, além de contribuir para o fortalecimento do desenvolvimento 

biotecnológico regional e nacional e a atenção aos pacientes atendidos pelo SUS. 

Por fim, o conhecimento dos genes envolvidos e as informações geradas a partir 

de uma avaliação completa, utilizando diferentes metodologias como cariótipo, CMA e 

sequenciamento, auxiliam na elucidação da causa da DI, podendo ser usada para 

compreender a biologia e os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento 

da DI. Isto por sua vez, ajudará na conduta do melhor tratamento e contribuirá na evolução 

e no delineamento de um plano de reabilitação adequado. Além disso, ajudará as famílias 

a entenderem a condição que suas crianças apresentam, permitindo que tenham acesso a 

educação especial e ao aconselhamento genético preciso com informações sobre chances 

de recorrência. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

Avaliar a ocorrência de CNVs, identificadas pelo CMA com filtro de tamanho < 

100 kb, que abrigassem genes funcionalmente associados à deficiência intelectual em 

pacientes do SUS com diagnóstico clínico de DI encaminhados para o diagnóstico 

genético laboratorial. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

• Realizar o cariótipo por bandeamento GTG, em indivíduos com sinal fenotípico de DI, 

para identificar alterações cromossômicas numéricas ou estruturais; 

• Realizar o CMA, após o cariótipo, em pacientes com DI que apresentarem cariótipo sem 

alterações numéricas e estruturais; 

• Identificar CNVs menores que o tamanho de 100 kb, que abrigam genes relacionados 

ao desenvolvimento da DI, a partir de uma seleção feita após a realização do CMA com 

filtro de tamanho reduzido; 

• Identificar pontos de quebra, por Sequenciamento de Sanger, das regiões de CNVs de 

perda onde os genes selecionados estivessem presentes. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Delineamento do estudo 

Foi realizado um estudo transversal de população afetada de jan/2013 a 

dez/2016, conduzido no Núcleo de Pesquisas Replicon da Pontifícia Universidade 

Católica de Goiás (NPR/PUC-Goiás) e no LaGene/LACEN/SES-GO, em parceria com 

Laboratório Centro de Genômica de Alto Desempenho do Distrito Federal da 

Universidade Católica de Brasília (UCB), em pacientes com indicação clínica de DI/AGD 

para diagnóstico genético laboratorial. 

 

5.2 Grupo Amostral 

Foram analisados pacientes de ambos os sexos, com indicação clínica de 

DI/AGD, encaminhados por médicos assistentes das redes públicas de saúde de Goiás. 

Após o esclarecimento sobre o estudo, os pacientes e seus pais ou responsáveis legais 

foram convidados a participar e aqueles que concordaram, assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) do estudo (Anexo 1) e também o TCLE do 

banco de dados DECIPHER (Anexo 2). Além disso, foi aplicado um questionário para 

coleta dos dados clínicos. 

Após a realização do cariótipo e do CMA, foram selecionados aqueles pacientes 

que apresentaram o cariótipo sem alteração e com CMA não demonstrando CNVs 

informativas no filtro de tamanho ≥ 100 kb, para proceder a análise dos dados do CMA 

com filtro de tamanho < 100 kb e posteriormente sequenciamento de Sanger para 

identificar os pontos de quebras das regiões de CNVs de perda encontradas que continham 

genes associados à DI (Figura 6). 

A inclusão dos participantes seguiu os seguintes critérios: pacientes com 

indicação clínica de DI encaminhados via SUS, cujos pais e/ou responsáveis concordaram 

voluntariamente em assinar os TCLEs. Foram excluídos pacientes com diagnóstico já 

elucidado ou cujos pais e/ou responsáveis não concordaram em assinar os TCLEs. 

A presente proposta foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

PUC-Goiás (1721/2011). Toda a documentação e as amostras foram arquivadas no 

NPR/PUC-Goiás e pode ser disponibilizada sob pedido formal. Todos os protocolos 

foram conduzidos de acordo com critérios internacionais de qualidade e ética em pesquisa 

com seres humanos.
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5.3 Fluxograma de atendimento 

 

Figura 6. Fluxograma indicando o encaminhamento, seleção, triagem e metodologias utilizadas na tentativa de elucidação diagnóstica de 

casos de DI.  
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5.4 Coleta e processamento das amostras 

Após a assinatura dos TCLEs, foram obtidas as amostras biológicas dos pacientes para 

realização do cariótipo por bandeamento GTG e CMA, e dos seus pais para realização do CMA. 

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubos a vácuo heparinizados e 5 mL de sangue 

periférico em tubos a vácuo com Ácido Etilonodiamino Tetra-acético (EDTA) (do inglês, 

Ethylenediamine tetraacetic acid), graduados e identificados. Posteriormente, as amostras 

heparinizadas foram utilizadas para realização do cariótipo e as amostras com EDTA foram 

processadas para a extração de DNA e realização da técnica de CMA e sequenciamento, 

segundo informações descritas abaixo. 

 

5.5 Cariotipagem por bandeamento GTG 

As amostras de sangue periférico heparinizadas dos pacientes foram submetidas à 

cultura de linfócitos T, a curto prazo, em meio RPMI 1640® (do inglês, Roswell Park Memorial 

Institute) enriquecido com fitohemaglutinina, L-glutamina e soro fetal bovino, conforme 

protocolo modificado para a obtenção de metáfases, adotado no NPR/PUC-

Goiás/LaGene/LACEN/SES/GO (VERMA; BABU, 1995). Após 47h, foi adicionado ao meio 

de cultura colchicina, reagente utilizado para impedir a formação do fuso acromático, parando 

as divisões celulares na fase de metáfase, fase em que os cromossomos estão mais 

individualizados e condensados. Após esse processo, foi feita a hipotonização e fixação das 

células com solução hipotônica e fixador Carnoy, respectivamente. Posteriormente, a suspensão 

de células foi gotejada sobre vapor de banho-maria a 60ºC, em lâminas limpas e 

desengorduradas, para o espalhamento das metáfases. Para a análise do cariótipo por 

bandeamento GTG (método Giemsa-Tripsina-Giemsa), as lâminas foram envelhecidas por sete 

dias e posteriormente tratadas em solução de tripsina (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EUA), diluídas em tampão PBS (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EUA) a 0,25% e coradas em solução Giemsa (Gibco®, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, EUA) a 4%. Para a análise cromossômica, as metáfases foram 

capturadas com auxílio de microscopia óptica motorizada (Carl Zeiss®, Alemanha) e analisadas 

com o auxílio software IKAROS® (Metasystems Corporation, EUA). 

 

5.6 Extração de DNA 

Para a extração de DNA genômico foi utilizado o Kit para Purificação de DNA Illustra 

Blood GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare Life Sciences, EUA), de acordo com protocolo 
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sugerido pelo fabricante. A quantificação da concentração de DNA genômico foi realizada em 

um espectrofotômetro NanoVueTM Plus (GE Healthcare, Life Sciences, EUA). 

 

5.7 Análise Cromossômica por Microarranjos (CMA) 

O CMA, dos pacientes e de seus respectivos pais, foi conduzido utilizando o 

GeneChip® CytoScanHDTM array (Affymetrix, Santa Clara, EUA), de acordo com protocolo 

sugerido pelo fabricante sem modificação. A matriz de genotipagem do CMA oferece um alto 

poder de robustez e cobertura para investigação de variações estruturais no genoma. O 

GeneChip® CytoScanHDTM contem aproximadamente 2,6 milhões de marcadores, sendo ~ 1,9 

milhões de marcadores não polimórficos e cerca de 750 mil marcadores polimórficos (SNPs), 

com capacidade para analisar CNVs, determinar LCSH e também baixos níveis de mosaicismo. 

Foi realizada digestão do DNA genômico amostral com a enzima de restrição (Nspl) 

fornecida pelo fabricante. Este passo requer aproximadamente 250 ng de DNA total. Em 

seguida, o DNA digerido foi ligado aos adaptadores específicos e posteriormente amplificados 

por PCR anelados a primers universais. O amplicon foi fragmentado por digestão enzimática, 

marcado com biotina e hibridizado no chip por 18 horas. Após a hibridização, os chips foram 

lavados numa estação fluídica 450 e digitalizados no GeneChip® Scanner 3.000 7G 

(Affymetrix, Santa Clara, EUA). A captura e digitalização dos sinais obtidos pelo escaneamento 

foi feita pelo software GeneChip® Command Console® (AGCC®, Affymetrix, USA). Os 

arquivos CEL obtidos pelo escaneamento foram analisados usando o software Chromosome 

Analysis Suite 3.0 (ChAS®). Os arrays que estavam dentro dos parâmetros de controle de 

qualidade determinados pelo fabricante, apresentando o MAPD ≤0.25 e SNP-QC ≥15, foram 

analisados. Usando o ChAS®, foi possível investigar alterações estruturais ao longo do genoma, 

permitindo identificar CNVs por ganhos e perdas de segmentos de DNA, LCSH e conteúdo 

gênico presentes nas amostras estudadas de modo comparativo, facilitando as interpretações 

dos resultados. 

A primeira análise de ganhos e perdas, presentes no genoma dos pacientes, foi feita 

utilizando o filtro de diagnóstico recomendado pelo fabricante, onde para ganho usou o filtro 

com 50 marcadores e para perda o filtro com 25 marcadores, ambos com o tamanho ≥ 100 kb. 

Todas as CNVs visualizadas foram classificadas de acordo com os consensos e diretrizes, 

apontados por Miller e colaboradores (2010), Kearney e colaboradores (2011), Battaglia e 

colaboradores (2013) e Silva e colaboradores (2019). Posteriormente, os pacientes que não 

apresentaram CNVs informativas no filtro de tamanho ≥ 100 kb, foram submetidos a um filtro 
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determinado por 50 marcadores para ganho, 25 marcadores para perda e ambos com filtro de 

tamanho < 100 kb. 

Após a análise com filtro < 100 kb, as regiões de CNVs de perda que abrigavam genes 

relacionados à DI e AGD, foram sequenciadas para mapear dos pontos de quebra destas CNVs. 

 

5.8 Desenho dos primers, amplificação por PCR das regiões de CNVs de perda 

selecionadas e purificação dos amplicons 

Após a seleção das regiões de CNVs de perda pelo CMA, os primers foram desenhados 

baseados na localização da última sonda upstream e primeira sonda downstream da CNV de 

perda (Figura 7), onde foram considerados 1.000 pb antes e depois a partir da localização destas 

sondas. Para desenhar os primers, foi utilizando o software Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) e estes foram sintetizados pela empresa IDT Integrated 

DNA Technologies (Illinois, EUA). 

 

 

Figura 7. Representação esquemática para a seleção dos primers. Os blocos azuis são os 

primers F e R. As setas verdes indicam a última sonda presente upstream e primeira sonda downstream 

da CNV de perda. A região A e D é o tamanho que poderá ser amplificado desde o pareamento do primer 

até as primeiras sondas upstream e downstream antes da CNV de perda (tamanho mínimo do amplicon). 

A região desde A até D (incluindo B e C) é o tamanho que poderá ser amplificado desde o pareamento 

dos primers, incluindo as primeiras sondas upstream e downstream antes da CNV de perda, até o ponto 

de quebra da CNV de perda (tamanho máximo do amplicon). 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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A amplificação de região de CNV de perda por PCR foi realizada utilizando a Taq 

DNA Polimerase Recombinante (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), juntamente 

com outros reagentes apresentados no Quadro 1, com um volume final de reação de 10 μL, 

utilizando o termociclador VeritiTM Thermal Cycler (Appied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific, EUA). O ciclo utilizado está ilustrado na Figura 8, sendo que as temperaturas de 

anelamento foram ajustadas de acordo com cada par de primers. 

 

Quadro 1. Concentração dos reagentes usados para o preparo do master mix 

para cada PCR dos genes selecionados para o estudo em pacientes com DI. 

Reagentes Concentração Inicial Concentração final 

Primer F 10 μM 0,25 μM 

Primer R 10 μM 0,25 μM 

Tampão 10x 1x 

dNTP 2,5 mM 0,2 mM 

MgCl2 50 mM * mM 

Taq 5 U/μL 0,5 U/reação 
* A concentração de MgCl2 variou para cada gene.  

 

 

Figura 8. Representação gráfica do programa de amplificação (PCR). 
** A temperatura de anelamento variou de acordo com os primers. 

 

Após a amplificação dos produtos de PCR, foi feita a purificação destes produtos de 

PCR utilizando enzima ExoProStar 1 Step (GE Healthcare Life Sciences, EUA) de acordo com 

protocolo do fabricante modificado, para o qual foi usado 5,0 μL do produto de PCR juntamente 
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com 2,0 μL da ExoStar e colocado no termociclador por 20 min à 37 ºC para atividade da 

enzima e 15 min à 85 ºC para inativação da enzima. 

Após a purificação do material amplificado, os amplicons foram enviados para o 

Laboratório de Biotecnologia, Pós-Graduação em Ciências Genômicas e Biotecnologia da 

Universidade Católica de Brasília (UCB-DF) para realizarem o serviço de sequenciamento de 

Sanger. 

 

5.9 Sequenciamento de Sanger 

O sequenciamento de Sanger das regiões de CNVs de perdas, que continham genes 

relacionados à DI, foi realizado em parceria com o Centro de Genômica de Alto Desempenho 

do Distrito Federal, Laboratório de Biotecnologia, Pós-Graduação em Ciências Genômicas e 

Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília (UCB). 

Após a reação da PCR e purificação do amplicon, as amostras foram enviadas para o 

Centro de Genômica de Alto Desempenho, onde a concentração do amplicon purificado, que é 

em torno de 10–20 ng, depende do tamanho do amplicon. As quantidades de amostra sugeridas 

pelo fabricante do kit de sequenciamento são demonstradas na Tabela 1. 

Para a realização do sequenciamento, foram utilizados 1 μL dos primers Forward e 

Reverse concentração de 3,2 pmol, “X” μL de amostra (dependendo do tamanho do produto, 

vide tabela 1) e quantidade suficiente de H2O Ultrapura para completar o volume final de 7,0 

μL. 

Tabela 1. Relação do tamanho do produto de PCR 

com o volume da amostra para sequenciar. 

Tamanho do produto da 

PCR (pb) 

Volume da amostra 

(ng) 

100–200 1–3 

200–500 3–10 

500–1000 5–20 

1000–2000 10–40 

>2000 20–50 

 

O sequenciamento dos fragmentos purificados foi feito pelo método de Sanger com 

eletroforese capilar, utilizando o sequenciador automático de DNA ABI 3130xl (Applied 

Biosystems, California, EUA). 

Após a obtenção das sequências, as análises dos resultados foram feitas através do 

software ChromasPro – B11 – Versão 2.1.3, do software BioEdit Sequence Alignment Editor 
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e do software CLC Sequence Viewer 7. Além disso, as sequências analisadas foram comparadas 

com o banco de dados de sequências Nucleotide BLAST (Nucleotide Basic Local Alignment 

Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), com o objetivo de achar regiões de similaridade entre as 

sequências obtidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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6. RESULTADOS 

 

No período de janeiro de 2013 a dezembro de 2016 foram encaminhados 752 pacientes 

aos laboratórios NPR/PUC-Goiás/LaGene/LACEN/SES/GO, sendo 325/752 (43,2%) destes 

com indicação clínica de DI e o restante 427/752 (56,8%) com outras indicações. 

Foi feita coleta de amostras de sangue periférico heparinizado dos pacientes para a 

realização do cariótipo por bandeamento GTG. Dos 325 pacientes com DI que fizeram o 

cariótipo, 186/325 (57,2%) obtiveram resultados diversos com o cariótipo, dos quais 78/186 

(41,9%) foram diagnosticados com Síndrome de Down e 108/186 (58,1%) foram outros. O 

restante, 139/325 (42,8%) pacientes, apresentou o cariótipo sem alterações estruturais ou 

numéricas visíveis (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Indicação clínica e resultados do cariótipo dos pacientes com DI atendidos no 

período de Jan/2013 a Dez/2016 NPR/PUC-Goiás/LaGene/SES/GO. 

 

Após esclarecimentos sobre o projeto, o grupo de 139 pacientes e seus respectivos pais 

biológicos foram convidados a participar do estudo e 77/139 (55,4%) trios aceitaram e 

assinaram os TCLEs. Os outros 62/139 (44,6%) pacientes não aceitaram participar do estudo 

por diversos motivos, sendo as três razões mais frequentes foram por se contentarem com o 

diagnóstico sem alteração do cariótipo, por não quererem fazer investigações adicionais ou por 

não terem comparecido à entrevista. 

Dos 77 pacientes com diagnóstico de DI participantes do estudo, 40/77 (51,9%) eram 

do sexo masculino e 37/77 (48,1%) do sexo feminino. Todos os participantes e seus pais 

biológicos fizeram coleta de sangue com EDTA para a realização do CMA. Na análise dos 

resultados do CMA foi aplicado o filtro de diagnóstico recomendado pelo fabricante, cujos 

parâmetros foram 50 marcadores para ganho, 25 marcadores para perda e para ambos o tamanho 
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≥ 100kb. Após a realização do CMA, 14/77 (18,1%) pacientes apresentaram CNVs patogênicas, 

9/77 casos (11,7%) apresentaram CNVs provavelmente patogênicas, 19/77 (24,7%) 

apresentaram CNVs de significado clínico incerto e 35/77 (45,5%) dos casos foram 

considerados negativos, pois o CMA não mostrou CNVs alteradas (Figura 10). A análise dos 

pais foi feita em função de seus respectivos filhos com DI para identificar a origem das CNVs 

observadas, se estas eram de novo ou herdadas. 

 

 

Figura 10. Tipos de CNVs, classificadas em função da sua patogenicidade, encontradas 

nos pacientes com DI que fizeram o CMA usando o filtro de diagnóstico recomendando 

pelo fabricante do GeneChip® CytoScanHDTM array. 

 

Nos 35 casos negativos, foi feita uma análise adicional utilizando-se os parâmetros 

reduzidos do filtro de tamanho, mantendo-se os parâmetros de quantidade de marcadores no 

segmento genômico analisado (50 marcadores para ganho e 25 marcadores para perda, ambos 

com tamanho < 100 kb).  Destes casos, 16/35 (45,7%) apresentaram pequenas CNVs presentes 

em genes potencialmente relacionados à DI e 19/35 casos (54,3%) mantiveram-se negativos. 

Nos 16 casos positivos, foram observadas 30 CNVs de novo (com tamanhos variando de 0,3–

30 kb), sendo 15 CNVs por ganho e 15 CNVs por perda genômica (Tabela 2). Destas, foram 

selecionadas as CNVs de perda para a realização do sequenciamento de Sanger para a 

identificação dos pontos de quebra. No entanto, as CNVs de ganho e os genes nelas contidos 

não foram selecionadas para o sequenciamento de Sanger porque em segmentos de ganhos esta 

metodologia não é eficiente devido ao comprimento do segmento (Figura 11). 
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Dos 12/16 casos observados com CNVs de perda, 3 casos apresentaram 2 CNVs e os 

9 casos restantes apresentaram apenas uma CNV. As 15 CNVs de perda observadas estavam 

presentes nos cromossomos 7 (1), 22 (1) e X (13), sendo os loci observados: 7q35, 22q13.33, 

Xp21.1, Xp21.2, Xp21.3, Xp22.2, Xq22.3, Xq23, e Xq27.1. Os 8 genes relacionados à DI 

presentes nas CNVs de perda foram: CNTNAP2, SHANK3, DMD, IL1RAPL1, MID1, MID2, 

PAK3, FGF13. Fazendo análise das 9 regiões cromossômicas que apresentaram CNVs de 

perda, 4 regiões foram observadas em mais de um paciente e as outras 5 regiões foram 

observadas em apenas 1 paciente. 

 

Tabela 2. Resultado da análise com filtro de tamanho < 100 kb dos casos negativos do CMA. 

Casos Idade Gênero CNVs Localização 
Tamanho 

(kb) 
Genes Nomenclatura do microarranjo 

001 9a F 

Ganho Xp22.13 15 NHS arr[GRCh37] Xp22.13(17.483.771-17.498.971)x3 dn 

Perda Xq23 0,3 PAK3 arr[GRCh37] Xq23(110.356.320-110.356.593)x1 dn 

Perda Xq27.1 20 FGF13 arr[GRCh37] Xq27.1(138.192.061-138.211.584)x1 dn 

005 9a F Perda Xp22.2 2 MID1 arr[GRCh37] Xp22.2(10.630.475-10.632.537)x0 dn 

009 10a F Perda Xq23 0,47 PAK3 arr[GRCh37] Xq23(110.356.320-110.356.790)x1 dn 

010 9a F 

Ganho Xp21.1 22 DMD arr[GRCh37] Xp21.1(31.872.841-31.894.898)x3 dn 

Ganho Xq22.1 6 SRPX2 arr[GRCh37] Xq22.1(99.900.084-99.906.042)x3 dn 

Ganho Xq26.2 7 GPC4 arr[GRCh37] Xq26.2(132.434.060-132.440.801)x4 dn 

Ganho Xq26.2 11 GPC3 arr[GRCh37] Xq26.2(133.015.257-133.026.071)x3 dn 

Ganho Xq28 10 MECP2 arr[GRCh37] Xq28(153.325.445-153.335.837)x3 dn 

016 5a F 

Ganho Xq26.3 11 ARHGEF6 arr[GRCh37] Xq26.3(135.771.766-135.782.790)x3 dn 

Ganho Xq27.3 6 FMR1 arr[GRCh37] Xq27.3(147.014.625-147.020.741)x3 dn 

Ganho Xq28 3 AFF2 arr[GRCh37] Xq28(147.893.513-147.896.666)x3 dn 

017 8a F 
Ganho Xq12 30 OPHN1 arr[GRCh37] Xq12(67.551.934-67.582.422)x3 dn 

Ganho Xq27.3 8 FMR1 arr[GRCh37] Xq27.3(147.012.658-147.020.538)x3 dn 

031 1a F 

Perda 7q35 21 CNTNAP2 arr[GRCh37] 7q35(146.552.052-146.573.427)x1 dn 

Perda Xp21.2 3 IL1RAPL1 arr[GRCh37] Xp21.2(29.316.508-29.319.883)x1 dn 

Ganho Xq28 10 AFF2 arr[GRCh37] Xq28(147.765.026-147.775.292)x3 dn 

032 1a F Perda 22q13.33 9 SHANK3 arr[GRCh37] 22q13.33(51.106.757-51.115.526)x1 dn 

035 16a F Perda Xp21.1 1 DMD arr[GRCh37] Xp21.1(32.742.108-32.743.344)x1 dn 

037 1m F Perda Xp21.1 11 DMD arr[GRCh37] Xp21.1(32.919.479-32.930.885)x1 dn 

057 7a F 
Perda Xp21.2 24 IL1RAPL1 arr[GRCh37] Xp21.2(29.318.639-29.342.203)x1 dn 

Ganho Xq26.2 7 GPC4 arr[GRCh37] Xq26.2(132.434.060-132.440.801)x3 dn 

065 9m M Perda Xp21.3 14 IL1RAPL1 arr[GRCh37] Xp21.3(29.160.655-29.174.711)x0 dn 

066 26a F 
Perda Xq22.3 2 MID2 arr[GRCh37] Xq22.3(107.110.275-107.112.208)x1 dn 

Perda Xq23 1 PAK3 arr[GRCh37] Xq23(110.356.320-110.357.527)x1 dn 

067 2a M Perda Xp21.1 18 DMD arr[GRCh37] Xp21.1(33.099.140-33.117.042)x0 dn 

073 6a M 
Ganho Xq13.3 24 ZDHHC15 arr[GRCh37] Xq13.3(74.697.085-74.720.997)x2 dn 

Ganho Xq26.2 12 GPC3 arr[GRCh37] Xq26.2(132.683.434-132.695.673)x2 dn 

077 12a F Perda Xp21.3 14 IL1RAPL1 arr[GRCh37] Xp21.3(29.160.655-29.174.711)x0 dn 

 

A sequência dos primers utilizados para mapeamento ponto de quebra das CNVs de 

perda selecionadas que abrigavam genes relacionados com a DI e o intervalo de tamanho 

mínimo e máximo esperado de cada amplicon estão representados na Tabela 3.
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Figura 11. Fluxograma dos resultados obtidos durante a realização do estudo. 
CNV P=CNV Patogênica; CNV PP= CNV Provavelmente Patogênica; CNV SCI= CNV Significado Clínico Incerto; N=Pacientes; n=Número de CNVs 

encontradas.
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Tabela 3. CNVs de perda usadas nos experimentos de identificação dos prontos de quebra por Sequenciamento de Sanger, seus respectivos genes, 

a localização da última sonda upstream e primeira sonda downstream, sequência dos primers forward (F) e reverse (R) utilizados para cada região 

e o intervalo de tamanho esperado do amplicon. 

Casos Genes 
Nomenclatura do 

microarranjo (GRCh37) 

Última 

sonda 

upstream 

Primeira 

sonda 

downstream 

Conversão para GRCh38 
Posição para construção 

primer 
Primer 

Intervalo de 

tamanho do 

amplicon (pb) 

001 

PAK3 chrX:110.356.320-110.356.593 110.356.220 110.356.723 chrX:111.112.992-111.113.495 chrX:111.111.992-111.114.495 
F - TCC AGG CAC CAT TAG CTA CC      

R - GCA CTT CAG AAA AGG GCA AG 
1.611-1.842 

FGF13 chrX:138.192.061-138.211.584 138.191.934 138.211.820 chrX:139.109.772-139.129.658 chrX:139.108.772-139.130.658 
F - CAG ACA CGA TTT GGC ATT TG     
R - GAT CTG CCT CCT AGC CCT CT 

314-677 

005 MID1 chrX:10.630.475-10.632.537 10.630.449 10.632.651 chrX:10.662.409-10.664.611 chrX:10.661.409-10.665.611 
F - CAA AAT TAG CTG GGC ATG GT      

R - GGA AGA TCA AAT GCC AAG GA 
733-873 

009 PAK3 chrX:110.356.320-110.356.790 110.356.220 110.356.723 chrX:111.112.992-111.113.495 chrX:111.111.992-111.114.495 
F - TCC AGG CAC CAT TAG CTA CC      
R - GCA CTT CAG AAA AGG GCA AG 

808-1.645 

031 

CNTNAP2 chr7:146.552.052-146.573.427 146.550.842 146.573.485 chr7:146.853.750-146.876.393 chr7:146.852.750-146.877.393 
F - CAG GAA TGC CAA TGA TGT TG      

R - TGC ATG GGT ATG ACA GAG GA 
965-2233 

IL1RAPL1 chrX:29.316.508-29.319.883 29.316.464 29.319.967 chrX:29.298.347-29.301.850 chrX:29.297.347-29.302.850 
F - TGC CTT AAG ATC AGG CAA CA        
R - GCC ATC CTG GAT CAC TGT CT 

320-448 

032 SHANK3 chr22:51.106.757-51.115.526 51.104.143 51.120.080 chr22:50.665.715-50.681.652 chr22:50.664.715-50.683.652 
F - GAT CTG CTC ACC TTG GCT TC       

R - GTG CAC GCA TGC AAT CAC T 
594-7762 

035 DMD chrX:32.742.108-32.743.344 32.741.911 32.743.390 chrX:32.723.794-32.725.273 chrX: 32.722.794-32.726.273 
F - CCC CTT AAA TCA GGG GTA TG      
R - TTG CTG AAT TGA CCC CTT TC 

333-576 

037 DMD chrX:32.919.479-32.930.885 32.919.163 32.931.540 chrX:32.901.046-32.913.423 chrX:32.900.046-32.914.423 
F - CTC AGC CTC CCA AAA CTC TG       

R - TTA CAG AGA AGC AGT GGG 
TGC T 

744-1.825 

057 IL1RAPL1 chrX:29.318.639-29.342.203 29.318.252 29.347.243 chrX:29.300.135-29.329.126 chrX:29.299.135-29.330.126  
F - GAG TAA TGC GGG TGT GTC CT       

R - GTG GAA TTG CTG GGT CAA AT 
476-5.901 

065 IL1RAPL1 chrX:29.160.655-29.174.711 29.160.572 29.174.927 chrX:29.142.455-29.156.810 chrX:29.141.455-29.157.810 
F - TGC TAC AAA ATG GCT GAC CA     
R - CAA AAC CCT TCG ACC TGT GT 

197-486 

066 

MID2 chrX:107.110.275-107.112.208 107.110.203 107.116.180 chrX:107.866.973-107.872.950 chrX:107.865.973-107.873.950 
F - CCC CAT TTT TCA GAT GAG GA      

R - GAG GCT ATC CAG GGG AAG AC 
403-4447 

PAK3 chrX:110.356.320-110.357.527 110.356.220 110.357.670 chrX:111.112.992-111.114.442 chrX:111.111.992-111.115.442 
F - TCC AGG CAC CAT TAG CTA CC      
R - CAG TTG GTT TTG TGG CCT TT 

664-907 

067 DMD chrX:33.099.140-33.117.042 33.091.271 33.117.384 chrX:33.073.154-33.099.267 chrX:33.072.154-33.100.267 
F - CTG GGC AGC ATA ATT TCC AT     

R - GCC TTT AAT GGG CAA GAT GA 
798-9.010 

077 IL1RAPL1 chrX:29.160.655-29.174.711 29.160.572 29.174.927 chrX:29.142.455-29.156.810 chrX:29.141.455-29.157.810 
F - TGC TAC AAA ATG GCT GAC CA     
R - CAA AAC CCT TCG ACC TGT GT 

197-486 
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Após a amplificação dos segmentos genômicos que continham as CNVs de perda, os 

produtos amplificados foram purificados e em seguida encaminhados para a realização do 

sequenciamento de Sanger. Dentre as 15 regiões de CNVs de perda encaminhadas para o 

sequenciamento, nenhuma sequência obtida alinhou com a região esperada (APÊNDICE 1).  

Para tentar solucionar este problema e identificar a região de quebra, novos primers 

foram redesenhados para anelar em uma região mais conservada do gene, aumentando a 

especificidade dos primers durante a amplificação por PCR. Para isso, foram escolhidas 3 

regiões de CNVs de perda que continham os genes CNTNAP2, FGF13 e IL1RAPL1 para serem 

amplificadas por esses novos primers (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Sequência de oligonucleotídeos (primers) redesenhados para cada região dos genes 

selecionados e o intervalo de tamanho mínimo e máximo esperado de cada amplicon. 

Gene Primer 
Intervalo do 

amplicon (pb) 

CNTNAP2 
F - TGA GAG GTA AGA GAC CAG GCC T            
R - ATG CAT GGG TAT GAC AGA GGA A 

619 -1887 

IL1RAPL1 
F - TCT GAC AGA GTA TGG ATG AAT AGC A     

R - TGT TTG GAT ATT TTA CAG CAC TTC A 
935 - 1234 

FGF13 
F - AAA ACT AGG GCT TTC TCG GC                  

R - TGG GCT TGA GAC GGA CAA G 
533 - 899 

 

Após a PCR com os novos primers, os produtos amplificados foram purificados e em 

seguida encaminhados para a realização do sequenciamento de Sanger. Dos três novos primers 

desenhados, apenas o da região que continha o gene CNTNAP2 apresentou um amplicon dentro 

do intervalo de tamanho esperado e foi encaminhado para o sequenciamento. Para as outras 

duas regiões, que continham os genes FGF13 e IL1RAPL1, não foram obtidos amplicons dentro 

do intervalo de tamanho esperado e, portanto, os produtos espúrios não foram sequenciados. 

A nova sequência obtida da amplificação do gene CNTNAP2 não alinhou novamente 

com a região esperada (APÊNDICE 2). Diante deste resultado, tomou-se a decisão de clonar o 

gene CNTNAP2 usando a clonagem TA, para posteriormente amplificar os clones utilizando-

se os primers específicos para região do gene e primers específicos para região do plasmídeo. 

Os produtos serão sequenciados, porém, esta etapa não foi concluída e os resultados não farão 

parte do produto final desta tese. 
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7. DISCUSSÃO 

  

A deficiência intelectual é uma desordem neurológica, caracterizada por uma 

diminuição significativa nas funções cognitivas e adaptativas, comprometendo várias 

habilidades sociais e práticas diárias. Por ser um grande problema sócio-econômico e de saúde 

pública, o diagnóstico específico e preciso é fundamental para o gerenciamento eficiente de 

comorbidades associadas e o aconselhamento genético adequado para a família, com o 

pressuposto de melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos pela DI e suas famílias. 

Embora os aspectos sócio-econômicos, doenças infecciosas e agentes tóxicos 

contribuam para a prevalência da DI, os fatores genéticos são considerados diversos e 

responsáveis pela maioria dos casos. Em populações não relacionadas, as aberrações 

cromossômicas e mutações de ponto são as causas mais frequentes de DI. Entretanto, em 

famílias consanguíneas, a herança autossômica recessiva de genes mutados importantes para o 

desenvolvimento cerebral aparece como a causa mais comum da DI (REUTER et al., 2017). 

Testes genéticos laboratoriais, incluindo o cariótipo por bandeamento GTG, CMA, 

sequenciamento de um único gene e/ou painel de genes, e sequenciamento de exoma estão entre 

as metodologias rotineiramente usadas para tentar elucidar as causas genéticas da deficiência 

intelectual em todo o mundo (BOWLING et al., 2017). 

A análise cromossômica por microarranjo, com maior resolução, alta densidade de 

marcadores e robustez de análise tem sido eficiente na identificação de perdas e ganhos 

genômicos associados à DI apresentando um incremento no diagnóstico de até 25% 

(RODRÍGUEZ-REVENGA et al., 2013; PEREIRA et al., 2014; NOWAKOWSKA, 2017). 

Contudo, ainda há uma grande quantidade de pacientes com DI que permanecem sem o 

diagnóstico laboratorial, mostrando que a aplicação do filtro de tamanho < 100 kb no CMA e o 

mapeamento dos pontos de quebra, pelo sequenciamento, destas regiões de CNV menores que 

a capacidade de resolução de diagnóstico do CMA, se torna uma ferramenta interessante para 

auxiliar na identificação de CNVs presentes em genes responsáveis pelo desenvolvimento do 

sinal fenotípico da DI e que podem estar interferindo na expressão destes genes. 

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a ocorrência de CNVs, 

identificadas pelo CMA com filtro de tamanho < 100 kb, que abrigassem genes funcionalmente 

associados à deficiência intelectual, aumentando assim a taxa de diagnóstico etiológico da DI. 

As amostras foram constituídas por pacientes do SUS provenientes de Goiânia (Goiás, Brasil), 
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com diagnóstico clínico de DI, encaminhados para o diagnóstico genético laboratorial. O estudo 

foi desenvolvido em pacientes com deficiência intelectual, encaminhados aos laboratórios 

NPR/PUCGO e LaGene/LACEN/SES/GO para o diagnóstico genético laboratorial, que 

apresentaram o diagnóstico laboratorial sem alteração após a utilização dos testes de cariótipo 

por bandeamento GTG e de CMA. 

O teste de cariótipo por bandeamento GTG, realizado com os 325 pacientes que 

apresentavam DI, conseguiu identificar, em 57,2% dos casos, alterações numéricas e estruturais 

diversas, dos quais 24,0% foram referentes à Síndrome de Down, incluindo trissomia livre do 

cromossomo 21, trissomia parcial do braço longo do cromossomo 21, translocação 

Robertsoniana (14;21) e trissomia 21 em mosaico. Os nossos resultados estão em consonância 

com estudos de Bertelli e colaboradores (2016) e Kruszka e colaboradores (2017), que 

demonstraram que uma grande parcela dos casos de DI observados na população se deve a 

Síndrome de Down, sendo conhecidamente a principal causa deste sinal fenotípico. 

Novas tecnologias têm aumentado a capacidade de detecção de pequenos rearranjos 

em todo o genoma, nos ajudando a entender melhor a função destas variações genômicas nas 

doenças, principalmente na DI (CAPALBO et al., 2017). O CMA, realizado nos 77 pacientes 

com DI que aceitaram participar do estudo e que apresentavam o resultado do cariótipo sem 

alteração numérica ou estrutural, possibilitou uma taxa de diagnóstico de 29,8%, estando esse 

achado de acordo com os achados da literatura, que mostraram um aumento no diagnóstico 

genético, utilizando técnica de CMA, em média de 20% (BATTAGLIA et al., 2013; BERTOK 

et al., 2015; CAPALBO et al., 2017). 

A realização, nos nossos pacientes encaminhados com DI, do CMA com filtro de 

diagnóstico após o cariótipo por bandeamento GTG, proporcionou um incremento na taxa de 

diagnóstico de 7,1%, demonstrando que a utilização dessas duas metodologias permitiu, em 

64,5% dos pacientes, a identificação das causas genéticas da DI. Aproximadamente 40% dos 

casos requerem outras metodologias, no entanto, quando a causa a ser investigada é DI, TEA e 

ACM, o consenso recomenda a utilização do CMA (MILLER et al., 2010; KEARNEY et al., 

2011; BATTAGLIA et al., 2013). 

A aplicação da análise cromossômica por microarranjo neste estudo proporcionou um 

aumento na taxa de diagnóstico, mas ainda assim, 45,5% dos 77 pacientes encaminhados 

permaneceram sem a identificação de CNVs alteradas. Com o uso do filtro de tamanho 

reduzido, para tentar identificar CNVs menores e que pudessem estar presentes em regiões que 

apresentavam genes relacionados à DI, foi possível a identificação de CNVs de novo de perda 
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e de ganho, com tamanhos variando de 0,3–30 kb, em 45,7% destes casos negativos. Com a 

redução do filtro de tamanho, a taxa de incremento na identificação de CNVs de perda presentes 

em genes relacionados à DI foi de 12%, demonstrando que a redução do filtro de diagnóstico 

pode ser uma alternativa para a elucidação do diagnóstico genético para os pacientes com DI. 

Principalmente devido as CNVs de perda ocasionarem interrupção do gene ou da junção dos 

pontos de quebra, interferindo na sensibilidade à dosagem deste gene. 

No presente estudo, foram identificados genes reconhecidamente envolvidos no 

processo de desenvolvimento do sistema nervoso central, implicados na função sináptica e 

plasticidade cerebral. De acordo com Verpelli e colaboradores (2014), mais da metade dos 

genes relacionado à DI localizados no cromossomo X codificam proteínas presentes nos 

compartimentos pré- ou pós-sinápticos e estão envolvidos na formação da sinapse e plasticidade 

cerebral. 

Dos 8 genes detectados, detalhadamente descritos abaixo, os genes CNTNAP2, 

FGF13, MID1 e MID2, estão envolvidos no processo de desenvolvimento do sistema nervoso 

central, incluindo morfogênese, crescimento, diferenciação e adesão celular, progressão do 

ciclo celular, além da regulação das estruturas do citoesqueleto (ZHANG et al., 2012; POOT, 

2015; PURANAM et al., 2015; GHOLKAR et al., 2016; SMOGAVEC et al., 2016; POOT, 

2017). Já os genes SHANK3, IL1RAPL1, DMD e PAK3 estão envolvidos na sinaptogênese, 

função sináptica, plasticidade, bem como na regulação da dinâmica do citoesqueleto (GAO; 

MCNALLY, 2015; LEE et al., 2017; MONTANI et al., 2017; RENKILARAJ et al., 2017). 

 

a) Gene CNTNAP2 

O gene CNTNAP2, denominado gene da Proteína Associada à Conectina Tipo 2 

(OMIM604569), localizado em 7q35, é um dos maiores genes do genoma humano com 

tamanho aproximado de 2,3 Mb, apresentando uma moldura aberta de leitura (ORF) (do inglês, 

Open Reading Frame) de tamanho total de 3.996 nucleotídeos correspondendo a um transcrito 

de 24 exons. Este gene codifica uma proteína (CASPR2) pertencente à família das neurexinas, 

que no sistema nervoso funcionam como moléculas e receptores de adesão celular, regulando 

o contato entre neurônios e células da glia (SMOGAVEC et al., 2016; POOT, 2017). 

O transcrito completo de CNTNAP2 codifica uma grande região extracelular da 

proteína CASPR2. A proteína CASPR2 é uma proteína transmembrana composta por vários 

domínios: 8 extracelulares, 1 transmembrana e 2 C-terminal intracelular. Os domínios 

extracelulares são compostos por 4 domínios laminina G, 2 domínios associados ao fator de 
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crescimento epidérmico (FCE), 1 domínio associado à discoidina e 1 domínio associado ao 

fibrinogênio. Estes domínios extracelulares mediam interações célula-célula e ligações com 

receptores, ligantes e com a matriz extracelular. A pequena parte C-terminal citoplasmática 

contém um sítio de ligação domínio PDZ, que supostamente media interações proteínas-

proteínas que contém PDZ (Figura 12) (POOT, 2015; SMOGAVEC et al., 2016). 

 

 

Figura 12. Ilustração da distribuição dos exons e dos domínios regulatórios na estrutura 

do gene CNTNAP2. Cada cor diferente mostra os domínios codificantes/exons.  SP=peptídeo sinal; 

DISC=domínio associado à discoidina; LamG= domínio laminina-G; EGF=domínio associado ao fator 

de crescimento epidérmico; FIB=domínio associado ao fibrinogênio; TM=região transmembrana; 

PDZB=sítio ligação domínio PDZ. 
Fonte: Adaptado de SMOGAVEC et al., 2016. 

 

No cérebro do feto humano, o gene CNTNAP2 é predominantemente expresso em 

regiões anteriores perisilvianas frontal e temporal, no estriado e no tálamo. Da 18ª a 20ª semana 

de gestação, o cérebro fetal mostra um enriquecimento dos sinais de CNTNAP2 na substância 

cinzenta frontal, aproximadamente entre o giro orbital e superior frontal cortical, na área de 

broca, parte do cérebro humano responsável pela expressão da linguagem, e outras regiões 

perisilvianas do cérebro. Portanto, o CNTNAP2 é altamente expresso na medula espinhal e 

várias regiões do cérebro, particularmente no circuito córtico-estriado-talâmico, envolvido em 

diversos processos cognitivos de ordem superior, incluindo linguagem, recompensa e função 

executiva frontal. Além disso, a CASPR2 possui uma função organizadora no desenvolvimento 

de neurônios, sendo essencial para a montagem de circuitos neurais no sistema nervoso central 

(RODENAS-CUADRADO et al., 2016; SMOGAVEC et al., 2016; POOT, 2017). 

Devido ao CNTNAP2 ser um dos maiores genes do genoma humano, ele é alvo de 

rearranjos estruturais, incluindo inversões e translocações, CNVs, mutações nos exons e sítios 

de ligações dos fatores de transcrição, e por modificações epigenéticas. Por perturbação em 

mecanismos complexos de penetrância, expressividade e efeitos nas interações com outros 

alelos e loci, CNTNAP2 pode estar relacionado ao autismo, DI, epilepsia e problemas na 

linguagem (ZWEIER, 2011; RODENAS-CUADRADO et al., 2014; POOT, 2015). 

Adicionalmente, mutações com perda de função do gene CNTNAP2, rearranjos 

genômicos heterozigóticos e CNVs na região de 7q35, englobando o gene CNTNAP2, têm sido 
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implicados com uma variedade de desordens neurocomportamentais, como a Síndrome de Pitt-

Hopkins (OMIM610042), Susceptibilidade ao Autismo (OMIM612100), Comprometimento 

Específico da Linguagem (OMIM612514), com  sinal fenotípico da DI, epilepsia e 

esquizofrenia (ZWEIER, 2011; RODENAS-CUADRADO et al., 2016; SMOGAVEC et al., 

2016; LISKA et al., 2017; POOT, 2017). 

 

b) Gene FGF13 

O gene FGF13, conhecido como o gene do Fator de Crescimento de Fibroblastos tipo 

13 (OMIM300070), localizado em Xq27.1, codifica uma proteína que pertence à família de 

proteínas de sinalização, fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), que são responsáveis 

pelo crescimento celular, diferenciação, morfogênese e processo de desenvolvimento (ZHANG 

et al., 2012). 

Nos mamíferos, os FGFs são divididos em 7 famílias, entre elas FGF4, FGF5, FGF8, 

FGF9, FGF10, FGF11 e FGF15/19. O gene FGF13 faz parte da família FGF11, também 

conhecida como FGFs intracelulares (iFGFs), que não possuem receptor peptídeos sinal, atuam 

dentro da célula e expressam predominantemente no sistema nervoso. Todas os membros das 

famílias FGFs possuem uma região homóloga conhecida como domínio core. Em particular, os 

genes da família FGF11 (FGF11, FGF12, FGF13 e FGF14) têm duas isoformas produzidas 

por diferentes iniciadores de transcrição, sendo que a isoforma A dos membros desta família 

contêm um sinal de localização nuclear N-terminal (NLSs) (Figura 13). Cada um desses quatro 

genes possui dois ou mais sítios de iniciação da transcrição, gerando múltiplos mRNAs com 

primeiros exons distintos unidos com os exons comuns II-V, que produzem proteínas com 

diferentes sequências amino-terminais (GOLDFARB, 2005; ZHANG et al., 2012). 

 

 

Figura 13. Representação esquemática das isoformas da família FGF11 não secretória 

intracelular. Fazem parte desta família os genes FGF11, FGF12, FGF13 e FGF14. 
Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2012. 
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As proteínas FGF intracelulares, pertencentes à família FGF11, não são segregadas e 

não ativam os receptores de FGF, e podem interagir com os domínios intracelulares de canais 

de Na+ de tensão controlada, que são necessários para o funcionamento motor normal. Além 

disso, durante o desenvolvimento, membros da família FGF11 são expressos em neurônios 

cortical cerebral e o FGF13 é amplamente distribuído com alta expressão no cérebro durante o 

desenvolvimento e tem função essencial no estabelecimento dos circuitos neurais no córtex 

cerebral e possibilitam funções cognitivas (GUILLEMOT; ZIMMER, 2011; WU et al., 2012; 

PURANAM et al., 2015). 

A proteína FGF13 age dentro da célula como uma proteína estabilizadora de 

microtúbulos necessária para o axônio, levando ao processo de desenvolvimento e migração 

neuronal no córtex cerebral. FGF13 está enriquecida nos cones de crescimento axonal e interage 

diretamente com os microtúbulos. Além disso, FGF13 polimeriza tubulinas e estabiliza os 

microtúbulos (WU et al., 2012; PURANAM et al., 2015; YANG et al., 2016). 

A perda de FGF13 prejudica a polarização neuronal e aumenta a ramificação dos 

axônios e o processo condutor. A função cerebral e a plasticidade dependem da arquitetura 

complexa dos circuitos neurais que são estabelecidos durante o desenvolvimento. Defeitos na 

morfogênese neuronal, migração celular e sinaptogênese do córtex cerebral podem levar à DI, 

transtornos do espectro autista e epilepsia. Mutações no gene FGF13 podem causar DI ligada 

ao X sindrômica ou não sindrômica, sendo que o gene alterado pode afetar no aprendizado e na 

memória, além de causar DI de leve a moderada (WU et al., 2012; ZHANG et al., 2012; 

PURANAM et al., 2015). 

 

c) Gene MID1 

O gene MID1 (OMIM300552), localizado na região Xp22.2, tem aproximadamente 

400 kb de sequência genômica e possui 9 exons (SCHWEIGER; SCHNEIDER, 2003; JI et al., 

2014). Foi identificado pela primeira vez por Quaderi e colaboradores em 1997, que 

descobriram que mutações neste gene são responsáveis por uma doença monogênica rara 

chamada de Síndrome Opitz BBB/G (OMIM300000) (QUADERI et al., 1997; WINTER et al., 

2016). 

MID1 codifica uma ubiquitina ligase E3, proteína associada à microtúbulos que 

pertence à subfamília de proteínas motivo tripartite (TRIM) de proteínas de “dedo RING” (do 

inglês, RING-finger proteins). A região N-terminal desta proteína é caracterizada pelo domínio 

RING, dois domínios B-box (B-box1 e B-box2) e um domínio de “bobina enrolada” (do inglês, 
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coiled coil domain) (HÜNING et al., 2013; MIGLIORE et al., 2013). Há 9 subfamílias de 

proteínas TRIM, cada uma se diferencia da outra pela variação no seu domínio C-terminal. A 

proteína MID1 pertence à subfamília C–I, consiste do subgrupo C-terminal constituído pelos 

domínios fibronectina III e B30.2. Esta proteína forma homodímeros que se associam a 

microtúbulos no citoplasma. A função da região C-terminal de MID1 não está completamente 

entendida, mas sabe-se que contribui para à interação proteína-microtúbulos e proteína-proteína 

(Figura 14) (JI et al., 2014; WRIGHT et al., 2017). 

A proteína MID1 é encontrada apenas no citoplasma e tem atividade ubiquitina ligase 

que regula a degradação catalítica da subunidade da proteína fosfatase 2A (PP2A) através da 

interação com a subunidade 4α da PP2A. A MID1 liga-se à subunidade 4α através do domínio 

B-box1, sendo que a associação com os microtúbulos é conseguida através da domínio C-

terminal B30.2, no qual está ativo durante o ciclo celular (MNAYER et al., 2006; GRIESCHE 

et al., 2016; NAKAMURA et al., 2017). A interação MID1-α4 é um ponto focal importante 

para o controle da quantidade imensa de processos biológicos essenciais à níveis celular e 

organizacional (FONTANELLA et al., 2008; NICHOLSON, 2017). 

 

 

Figura 14. Representação esquemática do gene MID1, sua localização e proteína MID1. 
Fonte: Adaptado de SCHWEIGER; SCHNEIDER, 2003 e WINTER et al., 2016. 

  

Mutações germinativas no gene MID1 causam a síndrome Optiz BBB/G, uma 

desordem monogênica rara, que envolve malformações da linha média ventral incluindo 

hipertelorismo, hipospadia, fenda labial e palatina, defeitos cardíacos, ânus imperfurado, atraso 

no desenvolvimento e DI. O espectro de mutações neste gene engloba mutações missense, 
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mutações sem sentido, pequenas inserções e deleções, alterações sítio de splice, bem como 

deleções de exons (HÜNING et al., 2013; MIGLIORE et al., 2013; UNTERBRUNER et al., 

2018). Além disso, o gene MID1 está associado com desenvolvimento e progressão de várias 

outras doenças incluindo o câncer e doenças neurodegenerativas (WINTER et al., 2016; 

UNTERBRUNER et al., 2018).  

 

d) Gene MID2 

O gene MID2 (OMIM300204), codifica uma proteína ubiquitina ligase com 83% de 

similaridade com a proteína MID1. Semelhante ao gene MID1, o gene MID2 está localizado no 

cromossomo X, mas na região Xq22.3. Ambos os genes codificam proteínas conservadas 

associadas com microtúbulos pertencentes à superfamília de RBCC/TRIM (motivo tripartite de 

proteína de “dedo RING”, com domínio B-box e coiled coil), no quais são caracterizadas pela 

habilidade de agir como suporte com múltiplas interações proteína-proteína. MID1 e MID2 

podem justapor funções: ambas estão distribuídas entre os microtúbulos de todos os tipos 

celulares, ambas interagem com subunidade 4α da PP2A no qual regula o volume nos 

microtúbulos e ambas têm atividade ubiquitina ligase E3, com papéis variáveis na homeostase 

celular, incluindo sinalização, regulação das estruturas do citoesqueleto e progressão do ciclo 

celular (SUZUKI et al., 2010; GHOLKAR et al., 2016; LI et al., 2016). 

Quantidade de dose dos genes MID1/MID2 pode ser crítica na regulação durante o 

desenvolvimento inicial, sendo que a expressão de ambos os genes foi observada em estruturas 

craniofaciais embriônicas. Além disso, a expressão de MID2 é particularmente forte dentro da 

porção anterior do cérebro posterior que dará origem ao cerebelo em um estágio posterior.  

Mutações no gene MID2 tem sido relacionada à DI ligada ao X (OMIM300928), mas também 

demonstra uma ampla variedade nas características fenotípica (SHORT et al., 2002; SUZUKI 

et al., 2010; GEETHA et al., 2014; GHOLKAR et al., 2016; LI et al., 2016). 

 

e) Gene SHANK3 

O gene SHANK3, conhecido como Múltiplos Domínios Repetidos de Anquirina e SH3 

(OMIM606230), localizado em 22q13.3, é um dos três membros da família SHANK que 

codificam proteínas de suporte que permitem a interação com uma ampla variedade de proteínas 

diferentes, conectam receptores de neurotransmissores, canais iônicos e outras proteínas de 

membrana ao citoesqueleto de actina e as vias de sinalização acopladas à proteína G 

(COSTALES; KOLEVZON, 2015; GÖRKER et al., 2017; LEE et al., 2017). 
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As proteínas da família SHANK são uma das proteínas mais abundantes nas sinapses 

excitatórias neuronais, desempenhando um papel importante na formação de sinapses e na 

maturação da coluna dendrítica. A família dessas proteínas é altamente enriquecida em um 

compartimento específico da membrana pós-sináptica de sinapses excitatórias, conhecido como 

densidade pós-sináptica (PSD) (COSTALES; KOLEVZON, 2015; HARONY-NICOLAS et 

al., 2015; LEE et al., 2017). 

A isoforma completa da SHANK abriga cinco domínios de interação proteína-

proteína, o domínio de repetição de anquirina (ANK), um domínio Src homólogo 3 (SH3), um 

domínio PDZ, uma região rica em prolina e um domínio α-motivo estéril (SAM) (Figura 15). 

Através do domínio SAM, as proteínas SHANK podem se auto montar para formar uma 

plataforma SHANK no PSD, que desempenha um papel vital na sinaptogênese, manutenção 

sináptica e plasticidade. Através de outros domínios, as proteínas SHANK também podem 

formar interação direta e indireta com proteínas de suporte adicionais dentro do PSD, com os 

receptores glutamatérgicos (receptores AMPA e NMDA), com moléculas de adesão celular na 

membrana e com componentes do citoesqueleto dentro da pós-sinapse (LEBLOND et al., 2014; 

WANG et al., 2014; HARONY-NICOLAS et al., 2015; JARAMILLO et al., 2017). 

 

 

Figura 15. Desenho esquemático do gene SHANK3 com representação dos exons e 

domínios e das ilhas CpG (barras azuis).ANK=domínio de repetição de anquirina; SH3=domínio 

de homologia Src 3; PDZ=discos de zonas longas; Rico em prolina=região rica em prolina; 

SAM=domínio α-motivo estéril. 
Fonte: Adaptado de LEBLOND et al., 2014 e COSTALES; KOLEVZON, 2015. 

 

As isoformas de SHANK3 são altamente expressas em todas as regiões do cérebro 

durante o início do desenvolvimento pós-natal, sendo que picos de expressão se correlacionam 

com um aumento significante na sinaptogênese e maturação sináptica, processo crítico no 

aprendizado e desenvolvimento da memória. Além disso, há uma concentrada expressão de 

SHANK3 no córtex cerebral e cerebelo no humano adulto (COSTALES; KOLEVZON, 2015; 

PHILIPPE et al., 2015; GÖRKER et al., 2017). 
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O SHANK3 é um dos genes mais ricos em GC no genoma, apresentando 5 ilhas CpG 

(CGIs), na região 5’ do promotor e dentro do corpo do gene (CGIs intragênicas), que exibem 

um padrão de metilação de DNA específico numa região do cérebro (Figura 13). As CGIs 

intragênicas estão implicadas na expressão específica das isoformas e expressão tecido 

específica do SHANK3 (ZHU et al., 2013; HARA et al., 2015). Zhu e colaboradores (2013), 

observaram que a metilação do DNA nas ilhas CpG intragênicas de SHANK3 estava 

significativamente aumentada em tecidos cerebrais pós-morte de indivíduos com autismo, 

mostrando o papel causal da metilação do DNA na alteração da expressão específica de 

isoformas de SHANK3. 

O gene SHANK3 está localizado na região crítica da Síndrome de Deleção 22q13.3, 

também conhecida como Síndrome Phelan-McDermid (OMIM606232), caracterizada 

clinicamente por AGD, DI moderada à profunda, atraso ou ausência da fala, TEA, hipotonia e 

características faciais dismórficas distintas. (WANG et al., 2014; LEE et al., 2017; TERRONE 

et al., 2017). 

Deleções e mutações de ponto no gene SHANK3 envolvendo mais exons proximais 

têm sido observadas em indivíduos com AGD, DI e autismo, sendo a haploinsuficiência do 

SHANK3 e alterações epigenéticas no gene também responsáveis por manifestações 

neuropsiquiátricas (OBERMAN et al., 2015; REIM et al., 2017; TERRONE et al., 2017). Por 

outro lado, duplicações estão associadas ao transtorno de déficit de atenção e hiperatividade e 

desordem bipolar (CHOI et al., 2015; LEE et al., 2017). 

 

f) Gene IL1RAPL1 

O gene IL1RAPL1, conhecido como gene da Proteína Acessória Receptora de 

Interleucina tipo 1 (OMIM300206), foi descrito e mapeado na região Xp22.1-p21.3, por Carrié 

e colaboradores (1999). É um gene sinaptogênico e está localizado distal ao gene DMD 

(distrofina), GK (glicerol quinase) e NR0B1 (receptor nuclear subfamília 0, grupo B, membro 

1) e proximal ao gene ARX (homeobox relacionado com Aristaless) (CARRIÉ et al., 1999; 

BERTELLI et al., 2016). 

É um gene que contém 11 exons, dos quais 10 exons codificam uma proteína que é um 

membro da família de receptores de interleucina 1, chamada Proteína Acessória do Receptor de 

Interleucina 1 tipo 1 (IL1RAPL1), que pertence à família de receptores Toll/IL-1. 

Estruturalmente esta proteína é formada por três domínios extracelulares de imunoglobulinas-

like (Ig-like), um único domínio transmembrana, um domínio intracelular Toll/IL-1R (TIR) e 
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uma longa calda C-terminal que interage com múltiplas moléculas de sinalização (Figura 16). 

Esta região C-terminal não é compartilhada com os outros membros da família de receptores 

IL-1. Em contraste aos outros membros desta mesma família, o IL1RAPL1 é seletivamente 

expresso em alto nível nas estruturas cerebrais envolvidas no sistema de memória do hipocampo 

e está localizado nas sinapses excitatórias com um enriquecimento no compartimento pós-

sináptico, desempenhando um importante papel na formação e estabilização da sinapse 

(RAMOS-BROSSIER et al., 2014; LAINO et al., 2016; MONTANI et al., 2017). 

 

 

Figura 16. Representação esquemática do gene IL1RAPL1 e da proteína transcrita. Os 

domínios da proteína estão apresentados com formatos diferentes. 
Fonte: Adaptado de YOSHIDA et al., 2011 e RAMOS-BROSSIER et al., 2014. 

 

A IL1RAPL1 desempenha papel relevante na diferenciação pré-sináptica e na 

formação e estabilização da coluna dendrítica em neurônios corticais e hipocampais. Além 

disso, a IL1RAPL1 está envolvida na via de sinalização trans-sináptica e pode também regular 

a formação e estabilização de sinapses glutamatérgicas, no qual envolve o glutamato principal 

neurotransmissor excitatório do SNC, entre neurônios corticais (YOSHIDA et al., 2011; 

LAINO et al., 2016; MONTANI et al., 2017). Yasumura e colaboradores (2014), em um estudo 

com ratos knockout, revelou que a remoção de IL1RAPL1 afeta diversas funções cerebrais, 

incluindo o aprendizado, memória, comportamento, flexibilidade, atividade locomotora e 

ansiedade, demonstrando que múltiplas funções cerebrais são afetadas por mutações neste gene. 

CNVs envolvendo o gene IL1RAPL1, se por grandes deleções envolvendo a região 

genômica do braço curto do cromossomo X ou pequenas deleções limitadas ao próprio gene, 

bem como mutações por perda de função em IL1RAPL1, têm sido responsáveis por formas de 
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DI não sindrômica e também pelo autismo (FRANEK et al., 2011; YASUMURA et al., 2014; 

RAMOS-BROSSIER et al., 2014; LAINO et al., 2016). Montani e colaboradores (2017), em 

seu estudo usando culturas neuronais primárias e ratos knockout para a caracterização do papel 

de IL1RAPL1 na regulação da morfologia do dendrito, demonstrou em ratos e in vivo,  uma 

função nova específica do gene na regulação da morfologia do dendrito, indicando que deleções 

no gene, além de alterar sinapse, também podem alterar o desenvolvimento dos dendritos, 

ajudando com isso a clarear como as mudanças nas vias reguladas por IL1RAPL1 podem levar 

às desordens cognitivas. 

 

g) Gene DMD 

O gene da distrofina (OMIM300377), também conhecido como gene DMD, é um dos 

maiores genes do genoma humano com 11 kb (0,6%) de sequência codificante, abrange em 

torno de 2,2 Mb de tamanho, está localizado na região Xp21.1 (BASKIN et al., 2014; OKUBO 

et al., 2016). O DMD codifica uma grande proteína do citoesqueleto contendo um domínio N-

terminal de ligação de actina e várias repetições de espectrina, sendo que esta proteína 

codificada forma um componente do complexo distrofina-glicoproteína (DGC) que faz uma 

ponte entre o citoesqueleto interno e a matriz extracelular (UCSC Genome Browser). 

Este gene possui no total 89 exons e sete isoformas, sendo que sua isoforma maior 

(Dp427) consiste de 79 exons e 3685 resíduos de aminoácidos. Além da isoforma maior, este 

gene ainda possui mais quatro isoformas principais: Dp260, Dp140, Dp116 e Dp71. A 

expressão dessas isoformas é conduzida por promotores específicos para o cérebro, músculo e 

retina, portanto a expressão de cada uma das isoformas é direcionada para tecidos específicos. 

A isoforma Dp427 é subdividida em três isoformas, sendo que a Dp427M pode ser expressa 

em músculo esqueléticos e cardíaco, a Dp427B pode ser expressa no cérebro e, finalmente, a 

isoforma Dp427P pode ser expressa nas células de Purkinge. Além disso, a isoforma Dp260 é 

quase que exclusivamente expressa na retina, enquanto que a isoforma Dp140 é expressa no 

cérebro, retina e rim, e a isoforma Dp116 é expressa somente em nervos periféricos do adulto. 

Por fim, a menor isoforma, Dp71, é expressa na maioria dos tecidos, tais como cérebro, retina, 

rim, fígado, pulmão e coração, mas não é expressa no músculo (Figura 17) (DE BROUWER et 

al., 2014; BANIHANI et al., 2016; RICOTTI et al., 2016; NCBI). 

No músculo, a distrofina é essencial para a manutenção da integridade estrutural da 

fina camada do tecido conjuntivo que envolve a fibra muscular, conhecida como sarcolema. 

Nos neurônios, o complexo de glicoproteína associada à distrofina está envolvido no 
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agrupamento pós-sináptico dos canais de íons e dos receptores de membrana pós-sináptica 

durante a sinaptogênese. A presença de distrofina e do DGC em sinapses de áreas cerebrais 

distintas como o córtex cerebral, o hipocampo e o cerebelo, sugerem que a perda de função 

pode ser responsável pelo déficit cognitivo associado a mutações em DMD (DE BROUWER et 

al., 2014; GAO; MCNALLY, 2015). 

 

 

Figura 17. Organização genômica do gene DMD e representação das isoformas. 
Fonte: Adaptado de RICOTTI et al., 2016. 
 

Mutações no gene DMD estão associadas com uma classe de doenças conhecidas como 

distrofinopatias, que são definidas como um conjunto de patologias neuromusculares 

debilitantes, incluindo a Distrofia Muscular de Duchenne (OMIM310200), a Distrofia 

Muscular de Becker (OMIM300376) e a Cardiomiopatia dilatada ligada ao X (OMIM302045). 

A Distrofia Muscular de Duchenne é uma doença hereditária ligada ao X, é caracterizada pela 

degeneração muscular progressiva e graus variáveis de comprometimento cognitivo. Indivíduos 

com BMD compartilham sinais e sintomas similares à DMD, mas está associada com curso 

clínico mais ameno, início tardio e progressão mais lenta da doença (COTTRELL et al., 2010; 

GAO; MCNALLY, 2015; FUJIMOTO et al., 2017). 

 

h) Gene PAK3 

O gene PAK3, conhecido como gene da Proteína Quinase Ativada por p21 

(OMIM300142), presente em Xq23, é expresso em diferentes regiões do cérebro. Este gene 

codifica uma proteína serina/treonina quinase que pertence ao grupo I da família PAK (quinase 

ativada p21). A família PAK age a jusante (downstream) a família Rho GTPases (Rac/Cdc42), 

que regula múltiplos caminhos de transdução de sinal, além de estar envolvida no controle de 

múltiplos processos intracelulares, incluindo proliferação, progressão do ciclo celular e 
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remodelação do citoesqueleto (MAGINI et al., 2014; HERTECANT et al., 2017; 

RENKILARAJ et al., 2017). 

A PAK3 é caracterizada pela presença de motivos N-terminal ricos em prolina, que 

mediam a associação com várias proteínas que contém o domínio SH3, um domínio N-terminal 

p21 GTPase ligante (PBD), que confere ligação às pequenas GTPases (Cdc42 ou Rac), e um 

domínio C-terminal proteína quinase (Figura 18) (HOFMANN et al., 2004; REJEB et al., 2008; 

VAN DEN BROEKE et al., 2010; RENKILARAJ et al., 2017).  

 

 

Figura 18. Representação esquemática da proteína PAK3. RP=motivos ricos em prolina; 

PBD=domínio N-terminal p21 GTPase ligante; Proteína Quinase=domínio C-terminal proteína quinase. 
Fonte: Adaptado de VAN DEN BROEKE et al., 2010; RENKILARAJ et al., 2017. 

  

A PAK3 está envolvida na morfogênese, aperfeiçoamento e controle homeostático da 

coluna vertebral durante o desenvolvimento, na formação de sinapses neuronais, na plasticidade 

sináptica, bem como na regulação da dinâmica do citoesqueleto (PEIPPO et al., 2007; BODA 

et al., 2008; MORROW et al., 2008; DUBOS et al., 2012). Além disso, estudos feitos por 

Renkilaraj e colaboradores (2017), analisando a expressão de PAK3 em células 

oligodendrogliais e os impactos da perda de função de Pak3 no desenvolvimento de 

oligodendrócitos e mielinização, conseguiram demonstrar que o gene PAK3 é altamente 

expresso em precursores oligodendrócitos, regulando a diferenciação destes precursores. 

O gene PAK3 é crítico nas funções cognitivas e foi descoberto por Allen e 

colaboradores (1998) como um gene causador de DI ligada ao X. Mutações por perda de função 

neste gene estão associadas com DI não sindrômica ligada ao X (OMIM300558), no qual 

pacientes afetados apresentam DI acompanhada por desenvolvimento cerebral grosseiramente 

normal ou com algumas alterações estruturais e poucos outros sinais ou sintomas (HOFMANN 

et al., 2004; HERTECANT et al., 2017; RENKILARAJ et al., 2017). As causas da DI em 

pacientes com mutações em PAK3 ainda não estão totalmente identificadas, apesar de ser bem 

aceito que mutações por perda de função neste gene alteram a densidade e morfologia 

dendrítica, afetam a organização e conectividade dos circuitos cerebrais, além de afetarem o 
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desenvolvimento de algumas estruturas cerebrais (DUBOS et al., 2012; MAGINI et al., 2014; 

VERPELLI et al., 2014; RENKILARAJ et al., 2017). 

As CNVs de perda, identificadas pelo filtro reduzido, estão localizadas em regiões 

presentes nos cromossomos 7, cromossomo 22 e cromossomo X, sendo 86,6% destas CNVs de 

perdas encontradas no cromossomo X. Diversos autores demonstraram que, várias mutações 

em genes localizados no cromossomo X podem causar DI sindrômica ou DI não-sindrômica 

(PITON et al., 2013; VERPELLI et al., 2014) e mais de 100 genes presentes no cromossomo 

X estão associados com deficiência intelectual ligada ao X (TZSCHACH et al., 2015). Das 15 

CNVs de perda identificadas nos 12 pacientes com DI, 14 delas estavam presentes em regiões 

intrônicas dos genes correspondentes e uma CNV de perda presente em 22q13.33 englobava os 

exons 1, 2 e 3 do gene SHANK3. 

A presença de CNVs de perdas nas regiões intrônicas pode ocasionar uma ruptura no 

ponto de ramificação ou na região próxima aos potenciadores ou silenciadores de splice 

intrônicos, prejudicando o processo de splicing, comprometendo o correto funcionamento dos 

mRNAs afetados. Nossos achados estão de acordo com os dados recentes e divulgados na 

literatura, que têm reportado o efeito deletério de mutações e pequenas perdas ou ganhos 

presentes em regiões intrônicas sobre o complexo processo de splicing, sendo ele constitutivo 

ou alternativo. Sendo assim, qualquer alteração neste processo pode levar à prejuízos funcionais 

do mRNA e, consequentemente, uma escassez de proteína funcional, que pode resultar em um 

metabolismo inapropriado e/ou função celular ineficiente, podendo ocasionar doenças 

genéticas (GRODECKÁ et al., 2017; VAZ-DRAGO et al., 2017; SU et al., 2018). 

A robustez e cobertura em todo o genoma dos marcadores polimórficos e não-

polimórficos presentes no GeneChip® CytoScanHDTM utilizado no CMA, estabelecidas pela 

quantidade de marcadores e a distância entre eles, permite, além de uma análise mais precisa e 

informativa, uma confiabilidade nos resultados obtidos, mesmo quando esta análise é feita com 

filtro reduzido. De acordo com Nowakowska e colaboradores (2017) e com Harel e Lupski 

(2018), CNVs muito pequenas podem ser clinicamente importantes e pequenas variantes 

presentes somente em sequências intrônicas podem ter efeito na inativação do gene ou na 

modulação da expressão do gene e na sua função. 

Dos casos analisados com filtro de tamanho reduzido, todos apresentaram uma 

cobertura de marcadores distribuídos na região analisada <1.000 pb, demonstrando uma ampla 

robustez na análise e uma confiabilidade nos resultados obtidos. A redução do filtro de tamanho 

foi uma alternativa para os pacientes com DI analisados pelo CMA, permitindo a identificação 
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de CNVs muito pequenas que abrigam genes importante relacionados à DI, explicando os sinais 

clínicos apresentados pelos nossos pacientes. 
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8. CONCLUSÃO 

 

A deficiência intelectual é um sinal fenotípico que se manifesta concomitantemente 

com outras características fenotípicas, demonstrando ser uma condição fenotipicamente e 

genotipicamente complexa e heterogênea. 

No presente estudo, a aplicação de metodologias biotecnológicas recomendadas como 

de primeira escolha no diagnóstico de pacientes com DI, TEA e ACM, permitiu um aumento 

de 64,5% no diagnóstico genético dos pacientes incluídos no estudo. Além disso, a redução do 

filtro de diagnóstico, utilizado na metodologia de CMA, foi útil na identificação de CNVs muito 

pequenas presentes em regiões intrônicas de genes relacionados à DI. A aplicação do 

sequenciamento de Sanger para identificação dos pontos de quebra destas CNVs muito 

pequenas, não permitiu chegar a uma análise conclusiva. 

Sendo assim, foi possível:  

 Identificar alterações numéricas e estruturais pelo cariótipo com bandeamento GTG, em 

57,2% dos pacientes com DI clinicamente diagnosticada. Assim, o cariótipo continua sendo 

uma metodologia de triagem importante para o diagnóstico laboratorial da DI, sobretudo para 

os relacionados com síndromes bem estabelecidas e conhecidas. Além disso, a viabilidade do 

cariótipo por bandeamento GTG pelo SUS, reduz os custos do uso de novas metodologias e, 

portanto, facilitaria o acesso dos pacientes que realmente necessitam de testes mais resolutivos, 

como o CMA. 

 Detectar alterações genômicas estruturais presentes em regiões que abrigam genes 

relacionados ao sinal fenotípico da DI e de síndromes recentemente identificadas. Portanto, com 

o CMA foi possível aumentar o diagnóstico em 29,8% dos pacientes com DI, com um 

incremento de 7,1%, permitindo chegar a um diagnóstico genético em pacientes que 

apresentavam o cariótipo por bandeamento GTG sem alteração, comprovando ser uma 

excelente metodologia de análise de rearranjos estruturais pequenos que estão relacionados com 

a manifestação clínica deste sinal. 

 Verificar, através da análise do CMA com redução do filtro de tamanho, em 45,7% dos casos 

selecionados, a presença de CNVs em regiões que contém genes relacionados à DI, com o 

incremento na taxa de diagnóstico de 12%, permitindo o entendimento de que a redução do 

filtro de tamanho pode ampliar o espectro de identificação de CNVs presentes em regiões que 
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abrigam genes que são implicados com a manifestação clínica da DI, aumentando assim a 

possibilidade do diagnóstico genético. 

 A identificação dos pontos de quebra, por Sequenciamento de Sanger, das regiões de CNVs 

de perda identificadas pelo o filtro de tamanho reduzido, não foi eficiente muito provavelmente 

devido ao mecanismo de reparo, dificultando o sequenciamento exato do ponto de quebra 

devido à formação de sequências espúrias de alta similaridade com outras regiões do genoma 

(APÊNDICE 1 e 2). A clonagem pode ser uma estratégia que permitirá um melhor 

entendimento de todo o mecanismo que culminou na formação das CNVs de perda. 

Avanços biotecnológicos estão permitindo um aumento no diagnóstico genético da DI 

e outras comorbidades e promovendo uma compreensão mais ampla dos aspectos genéticos 

relacionados à essas afecções, propiciando a identificação de novos rearranjos, mecanismos e 

genes que são responsáveis pela manifestação clínica deste sinal. 

Finalmente, em decorrência desses avanços, atualmente o manejo adequado dessas 

famílias é mais amplo, com a possibilidade de acesso a diversas terapias que podem melhorar 

a qualidade de vida da criança e de acesso ao aconselhamento genético, que proporciona uma 

melhor compreensão das causas genéticas deste sinal fenotípico presente em suas crianças, as 

implicações familiares da contribuição genética para o aparecimento da doença e também a 

chance de recorrência, caso queiram ter outros filhos. 
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Título do Projeto: Investigação das Causas Genéticas e Genômicas do Retardo Mental 

Autossômico 

Pesquisador Responsável: Dr. Aparecido Divino da Cruz 

Nome (sujeito da pesquisa): _______________________________________________, 

RG/Certidão nascimento __________________________________________________, 

Naturalidade __________________________________________, Idade ___________, 

Endereço ______________________________________________________________, 

Neste ato representado por mim:  

Nome dos representantes legais:  

Pai ______________________________________________________________________, 

Naturalidade __________________________________________, Idade ___________, 

Estado Civil __________________, Profissão ________________________________, 

Endereço_______________________________________________________________ 

Mãe __________________________________________________________________ 

Naturalidade __________________________________________, Idade ___________, 

Estado Civil __________________, Profissão ________________________________, 

Endereço_______________________________________________________________ 

Está sendo convidado(a) a participar de um estudo intitulado: Investigação das Causas 

Genéticas e Genômicas do Retardo Mental Autossômico cujos objetivos e justificativas são:  

propor a investigação genética do paciente com indicação clínica de retardo mental, visto que 

o diagnóstico de um paciente com essa síndrome estabelece uma oportunidade valiosa de fazer 

estudos na família, identificando outros afetados e portadores, e de realizar um aconselhamento 

genético eficiente permitindo a prevenção de novos casos, possibilitando assim, um tratamento 

específico, diminuindo o impacto econômico, social e pessoal que esta síndrome acarreta. 

Os critérios de inclusão são: pacientes encaminhados ao Núcleo de Pesquisas Replicon 

e LaGene com indicação clínica de retardo mental, acompanhados dos pais biológicos que 

concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 

Os critérios de exclusão são: indivíduos maiores de 18 anos, com indicação clínica de 

retardo mental, que não concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, 

ou menores, cujos pais biológicos não aceitarem a participação do(a) filho(a) neste estudo, ou 
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que não assinarem o TCLE, ou ainda, pacientes que apresentarem outras doenças genéticas já 

diagnosticadas.  

A minha participação no referido estudo será no sentido de permitir a doação voluntária 

de uma amostra de sangue de meu(minha) filho(a) biológico(a) para colaborar com o 

diagnóstico do retardo mental, juntamente com uma amostra, doada voluntariamente, de meu 

sangue para comparação com a finalidade de d 

eterminar causas genéticas e sua hereditariedade.  

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns benefícios, tais como: 

a confirmação da causa do retardo mental (quando tiver uma etiologia genética). Estou ciente 

ainda, que a técnica proposta já foi realizada em outros estudos e é reprodutiva, evitando assim 

possíveis riscos. 

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessários sobre os possíveis desconfortos 

e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma pesquisa, e os resultados 

positivos ou negativos somente serão obtidos após a sua realização. Durante a coleta do sangue, 

você poderá sentir uma dor leve a moderado, em decorrência da aplicação da agulha. Podem, 

também, ocorrer a formação de hematomas que não são comuns, e caso isso ocorra, você será 

imediatamente encaminhado (a) ao Serviço Médico da Pontifícia Universidade Católica de 

Goiás (PUC-GO). 

Estou ciente de que a minha privacidade será respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer 

outro dado, ou elemento, que possa, de qualquer forma, me identificar, será mantido em sigilo. 

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu 

consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, 

não sofrerei qualquer prejuízo à assistência que venho recebendo. 

O pesquisador responsável, envolvido com o referido projeto é: Aparecido Divino da 

Cruz, e com ele poderei manter contato pelos telefones: (62)3946-1443/3946-1086. 

É assegurada a minha assistência durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso 

a todas as informações e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequências, enfim, 

tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha participação. 

Tenho sido orientado ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza e o 

objetivo do já referido estudo, autorizo a participação de (nome do sujeito da pesquisa) 

_____________________________________________________ na referida pesquisa, e 

manifesto meu livre consentimento em participar, estando totalmente ciente de que não há 

nenhum valor econômico, a receber ou pagar. 
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No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participação na pesquisa, 

haverá ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De igual maneira, caso ocorra algum 

dano decorrente da minha participação no estudo, serei devidamente indenizado, conforme 

determina a lei.  

Goiânia, ____ de_______________de201__. 

 

 

(nome e assinatura do Pai) 

 

(nome e assinatura da Mãe) 

 

Pesquisador Dr. Aparecido Divino da Cruz 
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ANEXO 2 – TCLE DO DECIPHER 
 

DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl 

Resources Banco de Dados de Desequilíbrio Cromossômico e Fenótipo em seres 

Humanos utilizando o Ensembl 

Uma iniciativa de colaboração para atribuir fenótipos a locos no mapa genômico 

humano 
 

O banco de dados DECIPHER de desequilíbrio cromossômico submicroscópico recolhe 

informações clínicas sobre microdeleções cromossômicas/ duplicações e inversões e exibe 

esta informação no mapa do genoma humano, com os seguintes objetivos: 

 Aumentar o conhecimento médico e científico sobre microdeleções cromossômicas/ 

duplicações e inversões. 

 Melhorar a assistência médica e aconselhamento genético para os indivíduos/famílias 

com desequilíbrio cromossômico submicroscópico. 

 Facilitar a investigação sobre o estudo de genes que afetam a saúde e o desenvolvimento 

humano. 

Informações adicionais sobre o banco de dados DECIPHER de microdeleções/duplicações/ 

inversões cromossômicas estão disponíveis na Internet em: http://decipher.sanger.ac.uk. 

 

Termo de Consentimento 
 

Eu dou permissão no meu nome/ no nome do meu filho(a) 

.......................................................……………….……............. (insira o nome da pessoa) 

 

nascido(a) em …………....……….….……….…..... (insira data de nascimento da pessoa) 

 

para o(a) Dr(a)/Prof(a) APARECIDO DIVINO DA CRUZ do NÚCLEO DE PESQUISAS 

REPLICON, R. 235, n.40, Área IV, Bloco L, Setor Universitário, Goiânia-GO. 

 

para enviar: 

 
 Dados clínicos anônimos sobre mim/ meu filho(a) para o banco de dados DECIPHER:      SIM   /   NÃO                                                                                              

(por favor, circule sua opção) 

 Fotografias minhas/ do meu filho(a) para o banco de dados DECIPHER (opcional):          SIM   /   NÃO 

(por favor, circule sua opção) 

 Eu li o folheto explicativo “Bem-vindo ao banco de dados DECIPHER - Informação para as famílias”: SIM   /   

NÃO                                                                                                  (por favor, circule sua opção) 

 

Eu entendo que: 

o Meu nome/ o nome do meu filho(a) não será publicado. 

o O material será colocado no site DECIPHER em http://decipher.sanger.ac.uk.O site será 

visualizado e usado por médicos (principalmente os geneticistas clínicos) e cientistas 

(principalmente citogeneticistas e biólogos moleculares). 

o O site DECIPHER pode ser acessado por médicos e cientistas que trabalham em países 

fora da União Europeia, por exemplo EUA, Canadá e Austrália. A legislação de proteção de 

dados é uniforme em toda a União Europeia, mas pode variar em países não pertencentes à 

UE. 

o Dados resumidos e totalmente anônimos depositados no DECIPHER poderão ser 
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visualizados através de navegadores genômicos disponíveis publicamente na internet e serão 

acessíveis a outros países. 

o Os organizadores do DECIPHER não podem aceitar qualquer responsabilidade legal pelo 

uso indevido de informações. 

o Qualquer fotografia será protegida por senha e ficará disponível somente para os médicos 

/clínicos citogeneticistas membros registrados do Consórcio DECIPHER. 

 

Assinatura do(a) paciente/ pai/ mãe/ responsável:……………………….....…………..... 

 

Por favor, indique a sua relação com a pessoa, ex: eu mesmo/ mãe/ pai/ responsável:……….... 

Data da assinatura: ......…………………………………………………………………..... 

 

Assinatura do(a) biomédico(a) geneticista/ conselheiro(a) geneticista solicitante do 

TCLE:................................................................................................................................... 

Data da assinatura do(a) biomédico(a) geneticista/ conselheiro(a) 

geneticista:.......…………..................................................................................................... 

 

The Wellcome Trust Sanger Institute, Wellcome Trust Genome Campus, 

Hinxton, Cambs CB10 1SA, UK Tel: +44 (0)1223 834244. Fax: +44 

(0)1223 494919 www.ensembl.org/helpdesk/ 

Cambridge University Dept of Medical Genetics, Box 134 Addenbrookes 

Hospital, Cambridge CB2 2QQ, UK Tel: +44 (0)1223 216446 Fax; +44 

(0)1223 217054 
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APÊNDICE 1 – BLAST DOS PRIMEIROS PRIMERS E DOS 

RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO 
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APÊNCIDE 2 – BLAST DOS PRIMERS REDESENHADOS E DA NOVA 

SEQUÊNCIA DO GENE CNTNAP2 
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APÊNDICE 3 – ARTIGO PUBLICADO 
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APÊNDICE 4 – CAPÍTULO DE LIVRO PUBLICADO 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



85 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



96 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



97 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



99 
 

 

 

 

 

 

 


