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EPIGRAFE

“O maior perigo que enfrentamos somos
nos mesmos, um medo irracional do
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James Tiberius Kirk (Star Trek)

“Frequentemente tememos o que nao
entendemos. Nossa melhor defesa é o
conhecimento.”

Tenente Tuvok (Star Trek)



RESUMO

A deficiéncia intelectual (DI) ¢ uma desordem do desenvolvimento que gera
limitagdes em habilidades mentais, fungdes intelectuais, comportamento adaptativo e
habilidades motoras em pessoas afetadas pelo quadro, seja ela sindromica ou ndo. A etiologia
da DI ¢ extensa e heterogénea, englobando fatores ambientais pré-natais, fatores perinatais e
poOs-natais, alteracdoes cromossOmicas, mutagdes em um unico gene ou multiplos, entre outras
causas. Apesar da utilizagdo de metodologias de citogenética classica e molecular, e do
surgimento e uso do sequenciamento de nova geragdao (NGS) na investiga¢do da DI, a maioria
das pessoas afetadas por essa deficiéncia ainda ndo possuem determinada a causa do seu
quadro. Inserido nesse contexto, o presente projeto visou investigar e aumentar o
entendimento da deficiéncia intelectual sindromica em pessoas com cariotipo 46,XX. Nesse
sentido, foram selecionadas 15 pacientes acompanhadas pela equipe médica do ambulatério
de genética do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). A busca pela etiologia genética da
DI sindromica dessas pacientes foi feita por meio da utilizagdo da metodologia de
sequenciamento completo de exoma (WES), utilizadas de maneira promissora na pesquisa de
doengas raras e de DI. No total, foi sequenciado e analisado o exoma de 15 pacientes, sendo
que em somente 7/15 dos casos houve o diagnoéstico molecular para a etiologia da deficiéncia
intelectual sindromica. Dos sete casos que tiveram diagnoéstico, dois se destacam, uma vez
que foram encontradas variantes patogénicas ndo relatadas previamente. Nos casos que se
destacaram, encontrou-se a variante ¢.1318T>C no gene NARS, causadora do Transtorno de
Neurodesenvolvimento com Microcefalia, Prejuizo da Linguagem, Epilepsia e Anormalidades
da Marcha; e as variantes ¢.550G>A e ¢.1553C>G, encontradas no gene PIGT, causadoras da

Sindrome de Multiplas Anomalias Congénitas-Hipotonia-Convulsdes.

Palavras-chave: Deficiéncia intelectual, sequenciamento de nova geragdo, sequenciamento

completo de exoma, genética médica, doengas raras.



ABSTRACT

Intellectual disability (ID) is a developmental disorder that causes limitations in
mental abilities, intellectual functions, adaptive behavior, and motor skills in affected
individuals, whether the condition is syndromic or not. The causes of ID are broad and
diverse, including prenatal environmental factors, perinatal and postnatal factors,
chromosomal changes, mutations in one or more genes, and other reasons. Despite using
traditional and molecular cytogenetic methods, as well as the emergence of next-generation
sequencing (NGS) in ID research, the cause of the condition remains unknown for most
individuals. In this context, this project aimed to explore and deepen the understanding of
syndromic intellectual disability in women. Fifteen patients, under the care of the genetics
outpatient clinic at Hospital Universitario de Brasilia (HUB) were selected. The genetic
causes of syndromic ID in these patients were investigated using whole exome sequencing
(WES), which is a promising method for studying rare diseases and ID. The exomes of all
fifteen patients were sequenced and analyzed, resulting in a molecular diagnosis for seven
cases. Of these, two cases are particularly noteworthy because they involved pathogenic
variants not previously reported. These included the c.1318T>C variant in the NARS gene,
that causes the Neurodevelopmental Disorder with Microcephaly, Language Impairment,
Epilepsy and Gait Abnormalities; and ¢.550G>A and c.1553C>G variants, found in the PIGT

gene, linked to Multiple Congenital Anomalies-Hypotonia-Seizures Syndrome.

Keywords: Intellectual disability, next generation sequencing, whole exome sequencing,

medical genetics, rare diseases.
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1- INTRODUCAO

A deficiéncia intelectual (DI) corresponde a um desenvolvimento intelectual
incompleto, o que leva a determinadas limitagdes em habilidades mentais, fungdes
intelectuais, comportamento adaptativo e habilidades motoras, quando comparada as
habilidades existentes em individuos da mesma idade, sexo ¢ cultura [1]. A DI é caracterizada
por trés aspectos: déficits cognitivos, déficits em fungdes adaptativas e inicio do quadro
durante os primeiros anos de desenvolvimento (infincia) [2]. Esses déficits geram
dificuldades no convivio social e doméstico da pessoa afetada, o que causa a necessidade de
apoio fisico e emocional pela familia e pessoas préximas, além de ajuda profissional

qualificada para melhor orientar os familiares em como lidar com a situagao [2].

A pesquisa sobre as possiveis causas da deficiéncia intelectual, e o surgimento de
novos tratamentos que facilitem a rotina das pessoas que a apresentam se mostra de grande
importancia sociocultural e economica, devido a taxa da populacdo que apresenta essa
condicdo [3]. A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) estima que cerca de 10% da
populacdo de qualquer pais em tempo de paz apresenta algum tipo de deficiéncia, sendo que

dessa porcentagem, 5% referem-se a algum tipo de DI [3].

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) realizou em 2023
uma pesquisa de nome: Pessoas com deficiéncia, da Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios Continua (PNAD). Essa pesquisa revelou que 18,6 milhdes de pessoas acima de 2
anos no Brasil tém algum tipo de deficiéncia, cerca de 8,9% da populacdo [4], sendo que
dessa porcentagem, 2,6% tém dificuldade para aprender, lembrar ou se concentrar [4,5]. Outra
pesquisa realizada em 2021, também pelo IBGE, relatou que 8,4% da populacdo brasileira
tinha algum tipo de deficiéncia, cerca de 17 milhdes de pessoas acima de 2 anos, sendo que
destas 1,2% se caracterizavam como deficiéncia intelectual [6]. Quando comparadas, as
pesquisas mostram o aumento no nimero de pessoas com necessidades especiais ao longo dos
ultimos anos, o que demonstra a necessidade de procurar entender melhor os fatores que t€ém
causado essa elevagdo, principalmente devido ao impacto econdmico e social que recai sobre

a populacao.

1.1 — Genética e Clinica da DI

A DI pode ser dividida de duas maneiras em relagdo a sua clinica: ela pode aparecer de
maneira isolada, como DI ndo sindromica (DI-NS), ou associada com outros fenotipos,
apresentando-se como DI sindroémica (DI-S) [7]. A DI quando sindromica pode ocorrer, por
exemplo, em conjunto com caracteristicas faciais dismorficas, outras anomalias morfoldgicas,

multiplos problemas neuropsiquidtricos e/ou neurocomportamentais, como transtorno do
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espectro autista (TEA) e epilepsia, e complicagdes na atividade neuromuscular, como

Distrofia muscular [7].

Atualmente, a avaliagdo do quociente de inteligéncia (QI), ndo ¢ mais usada
isoladamente como uma forma de propor uma possivel DI. Em vez disso, utilizam-se trés
critérios que devem ser atendidos de maneira a caracterizar uma provavel DI. De acordo com

a Associacao Americana de Psiquiatria [1], os critérios sao:

e ‘(i) déficits no funcionamento intelectual confirmados por avaliagdo clinica e teste de
QI padrao; (i) déficits no funcionamento adaptativo que resultam no fracasso em
atender aos padrdes socioculturais e de desenvolvimento para independéncia pessoal e
responsabilidade social; e (iii)) inicio de déficits durante o periodo de

desenvolvimento.”

A severidade (leve, moderada, grave ou profunda) da DI ¢ baseada no nivel de
déficits de funcionamento adaptativo da pessoa nos dominios conceitual, social e pratico, o

que estipula o nivel de apoio necessario [1].

Em relagdo a genética, existem diversas variantes patogénicas de genes envolvidos
no desenvolvimento ¢ manutencdo do sistema nervoso central (SNC) que estdo associadas a
DI, ao atraso na fala, a sustentacdo sem apoio ¢ ao quadro de convulsdes [2], por exemplo.
Essas variantes podem apresentar um padrdo de heranga genética autossdmica dominante
(AD), autossomica recessiva (AR) ou ligada ao cromossomo X [8], além de mitocondrial [9] .
Empresas de exames genéticos oferecem a opg¢ao de triagem por meio de painéis especificos
para um determinado distirbio, com variantes génicas que ja foram clinicamente relacionadas
a esses quadros. Como exemplo de painéis voltados para a DI, existem os para Autismo
(Anexo 1) e o painel Movimente (Distirbios do Neurodesenvolvimento ¢ Movimento —

Anexo 2), da empresa Mendelics.

1.2 — Causas da DI
A etiologia da DI ¢ extensa e heterogénea, incluindo fatores ambientais pré-natais,
fatores perinatais e pds-natais, alteracdes cromossdmicas, mutagdes de um Unico gene, entre

outras causas [10], explorados de maneira detalhada abaixo.

1.2.1 - Fatores Ambientais

Os fatores ambientais supracitados fazem referéncia as influéncias ndo genéticas que
podem interferir com o funcionamento normal e esperado de um determinado organismo, no
caso, levando a um quadro de DI. Eles podem ocorrer antes e/ou apos o nascimento, sendo de

natureza bioldgica, quimica ou socioecondmica [11, 12, 13 e 14].
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O status socioecondmico de uma familia j& foi caracterizado como um importante
fator de risco para o desenvolvimento de doengas neuroldgicas [11]. Isso acontece nao
somente pelo diferencial de oportunidades e cuidados médicos que uma crianga de classe alta
recebe, quando comparada a uma de classe desfavorecida, como também pela maneira que
essa diferenca afeta a made durante o periodo gestacional. Um exemplo disso ¢ a maneira
como o estresse de uma gravidez associado a uma situacdo econdmica desfavoravel pode
afetar a atividade do sistema imune da mae, levando a anomalias neurologicas no feto durante

o primeiro ano de vida [12].

Ademais, diversos fatores pré-natais, perinatais e neonatais ja foram associados com
uma maior chance de desenvolvimento de DI, entre eles: idade materna avancada (acima de
35 anos), uso de drogas durante a gravidez, nascimento prematuro, nascimento com baixo
peso para a idade gestacional (PIG) e doengas maternas durante a gestagdo (asma, diabetes,
hipertensdo e epilepsia). [13] Como o feto ¢ facilmente influenciado pelas condigdes maternas
durante o periodo gestacional, qualquer interferéncia ambiental danosa pode levar a um
quadro de DI [13]. Por fim, exposicao ambiental a teratdgenos, virus ou radiagdo também sao
associados ao desenvolvimento de DI, assim como ferimentos de impacto na cabega e falta de

oxigénio no cérebro durante ou apos o parto [14].

1.2.2 — Fatores Genéticos

Alteracoes Cromossomicas

As alteragdes cromossdmicas podem ser divididas em dois tipos, as numéricas e as
estruturais. As alteragdes cromossdmicas numéricas sao classificadas em euploidia, quando ha
alteracdo na ploidia, isso ¢, de 2n para 3n, por exemplo; aneuploidia, que € a perda ou ganho
de um ou mais cromossomos em um par de homdlogos; e hiperdiploidia, quando a perda ou
ganho ocorre em homologos distintos em um mesmo individuo ou tecido (cancer) [15]. Essas
mutacoes tendem a gerar quadros mais graves do que em mutagdes de ponto, isso devido a
grande quantidade de genes diferentes que normalmente sdo alterados [15]. Exemplos de
sindromes conhecidas causadas por esse tipo de alteracdo, cujos afetados apresentam quadro
de DI, s3o a Sindrome de Down (OMIM #190685) e a Sindrome de Edwards (OMIM
%300484).

Alteragdes cromossdmicas estruturais sdo geralmente causadas devido a quebras
cromossOmicas, comumente ocorridas na interfase, que ndo sdo corretamente reparadas
durante a replicacao [15]. Elas podem afetar s6 um cromossomo ou mais de um cromossomo

ao mesmo tempo. As que afetam somente um cromossomo podem ser divididas em trés tipos:
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dele¢do, quando ocorre a perda de um segmento cromossomico durante a reparagdo de duas
quebras; duplicacdo, quando ha a inser¢do de um segmento cromossOmico que gera a
presenca de duas copias de cada regido afetada; inversdo, que ocorre quando um segmento
com dois pontos de quebra ¢ conectado de maneira invertida [15]. As que afetam mais de um
cromossomo ao mesmo tempo sdo as translocagdes, que ocorrem quando um segmento
cromossomico ¢ religado a um cromossomo de um grupo de ligagdo diferente e podem ser
divididas em trés tipos: reciproca, quando ocorre entre cromossomos nao-homologos,
nao-reciproca, quando um segmento de um cromossomo ¢ inserido em outro cromossomo
sem, entretanto, a troca de segmentos e Robertsonianas, quando ocorre especificamente entre
cromossomos acrocéntricos [15, 16]. Exemplos de sindromes causadoras de DI com esse tipo
de alteragdo sdo: Sindrome de Cri-du-Chat (delecdo 5p) (OMIM #123450) e Sindrome
Wolf-Hirschhorn (delecao 4p16.3) (OMIM #194190).

Alteracdes de Gene Unico (monogénicas)

As alteragdes de gene Uinico sdo causadas por mutagdes na sequéncia de bases que o
formam. Essas altera¢cdes podem ou ndo levar a quadros associados com disturbios clinicos,
porém elas sdo importantes para a variabilidade genética da populacdo, gerando loci
polimorficos [15], isto €, quando o alelo mais comum apresentar uma frequéncia inferior a
99% em ao menos uma das populacdes que constituem a espécie. Dentre os tipos mais
comuns de variantes, alguns estdo mais comumente associados a patologias, como as de

sentido trocado (Quadro 1).

Tipo de Variante Efeito da Mutagao
Sentido Trocado | Variante pontual, ndo-sindnima, que altera um unico nucleotideo,
(Missense) levando a codificagdo de um aminoécido diferente do original
Sem Sentido | Variante cuja altera¢do de nucleotideo da origem a um cddons de
(Nonsense) parada

Alteracdo do Quadro | Inser¢do ou dele¢do ndo multipla de trés nucleotideos que gera uma

de Leitura | alteragcdo no quadro de leitura, o que resulta em diferentes cddons a
(Frameshift) partir da variante ou cédons de parada ndo previamente existentes
Insercao Insercao grande ou pequena de um segmento de nucleotideos
Delecao Delecgao grande ou pequena de um segmento de nucleotideos

Quadro 1. Tipos de variantes em gene Unico e seus efeitos.
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Inativacao Aleatoria do Cromossomo X

As variantes patogénicas que causam quadros de DI podem estar localizadas nos
cromossomos autossdmicos, nos sexuais, ou estar no genoma mitocondrial, podendo afetar
tanto o sexo feminino quanto o masculino [17]. No entanto, dentre os pacientes que
apresentam DI com etiologia genética, o sexo mais afetado ¢ o masculino, pois, apesar do
cromossomo X conter somente por volta de 5% do genoma humano, ele é enriquecido com
genes que fisiologicamente desempenham papel no desenvolvimento do sistema nervoso

central [17].

Outra razdo pela qual a populacdo masculina ¢ mais afetada pela DI é devido a
inativacao aleatoria de um dos cromossomos X que ocorre nas células das fémeas de
mamiferos [18]. Primeiramente, ¢ necessario explicar que em espécies heterogaméticas existe
um problema de dosagem génica nos machos, tendo em vista que, neles, um Unico
cromossomo X exerce as mesmas fungdes que dois cromossomos X em fémeas [18]. Em
fémeas de mamiferos ocorre a inativacdo de um dos cromossomos X nas células e, em
consequéncia desse mecanismo, e da sua manuten¢do estavel ao longo da vida, fémeas adultas
sdo um mosaico de duas populagdes celulares distintas, nas quais um dos cromossomos X, o
materno ou o paterno, estd inativado [18]. Com isso, enquanto os pacientes homens que
possuem variacdes patogénicas ligadas ao cromossomo X sdo normalmente fortemente

afetados, o fenotipo em fémeas € altamente variavel [18].

Sindrome do X Fragil

A Sindrome do X Fragil (SXF) (OMIM #300624) ¢ uma doenca de expansao,
denominacdo dada a um conjunto de doengas que ocorrem devido a expansao de repeticao de
um conjunto de trinucleotideos, geralmente, ou tetra- a penta-. Esse ¢ o disturbio monogénico
que mais causa quadros de DI e autismo. Na SXF, a expansdo de trinucleotideos ocorre no
cromossomo X e ¢ a causa mais comum de deficiéncia intelectual de grau moderado em
homens, sendo desta forma o motivo mais recorrente da DI hereditaria [19]. O nome dessa
sindrome remete a um marcador citogenético no locus Xq27.3 do cromossomo X, o chamado

sitio fragil, no qual ocorre uma falha na condensacdo da cromatina durante a mitose [19].

A SXF ¢ causada por uma expansdo instavel de repeticdes da trinca CGG, que se
localiza na regido 5’ ndo traduzida do gene FMRI. O nimero normal de repeti¢des ¢ de até
50, e uma repeticdo de trincas maior do que essa quantidade, entre 56 ¢ 200, constitui um
estado intermediario de pré-mutacdo. Por fim, mais de 200 repeticoes sdo vistas em
individuos com a mutagao “completa” da SXF [19]. Nesses casos, a metilagao de todas essas
trincas gera o silenciamento do gene FMRI. Isso ¢ um problema pois o produto do gene
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FMRI, a proteina FMRP, interage com os ribossomos por meio do controle da tradugdo de
mensageiros especificos, e a sua perda leva a alteracdes na conectividade sinaptica, levando a

um quadro clinico de DI [20].

As expansdes no estado intermedidrio sdo instaveis quando transmitidas de uma mae
para seus filhos e tém uma propensdo a aumentar até uma mutacdo completa durante a
gametogénese nas mulheres. Isso acontece, pois, a frequéncia de expansdo estd diretamente
relacionada ao numero de repeti¢des, dessa maneira, quanto maior o tamanho da pré-mutacao,
maior o risco para a expansdao completa [19]. Apesar da chance de mulheres terem DI por
SXF ser menor do que em homens, essa ainda ¢ uma possibilidade consideravel para a

presenca do quadro, e deve ser levada em consideracao antes de mais exames genéticos.

1.2.3 — Doencas Metabolicas

Desde 2006 ja foram publicadas diversas pesquisas que realizaram testes de fung¢do
metabolica de maneira a elucidar a causa da DI. Dos pacientes testados, 1%-5% possuiam
quadro de DI como consequéncia de alguma sindrome metabolica [20]. Mais de 81 doengas
metabolicas trataveis foram identificadas como tendo DI como a principal carateristica
clinica, sendo algumas delas: Homocistinuria (OMIM #236200), Fenilcetonuria (OMIM
#261600) e Doenca de Wilson (OMIM #277900) [21]. Devido ao grande nimero de
sindromes metabdlicas associadas a DI sindromica, testes de fun¢ao metabolica, ou outras
possibilidades de investigagcdo, devem ser levados em consideragao em casos de quadro de DI

cuja causa ainda ndo foi identificada [20, 21].

1.2.4—Alteracoes Epigenéticas

A regulagdo epigenética da expressao gendmica desempenha um papel crucial no
processamento da atividade sindptica, que € necessdria para que ocorram modificagdes
duradouras dos circuitos neurais e das propriedades neurais de um cérebro adulto [23].
Pesquisas relacionadas a genética humana e a pesquisa clinica durante as ultimas décadas
levaram a identificagdo de centenas de genes responsaveis pela DI, sendo que grande
quantidade destes codifica para reguladores epigenéticos, como proteinas que realizam
modificacdes pods-traducionais em histonas, modificacdes de bases de DNA e outras
alteracdes covalentes e ndo covalentes da cromatina [24]. Existem diversas sindromes
causadas por mutagdes em reguladores da cromatina que ocasionam em um quadro DI, dentre
elas podem ser citadas: Sindrome de Rett (OMIM #312750), Sindrome da Alfa-talassemia
(OMIM #301040), Sindrome de Kleefstra (OMIM #610253) e variantes de ponto na
Demetilase-1 Especifica da Lisina (OMIM #616728).
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1.3 — Metodologias para busca de etiologia genética de DI
Cariotipo

Caridtipo ¢ o conjunto de cromossomos tipico de uma espécie. Em humanos, o
cariotipo ¢ composto por 22 pares de cromossomos autossdmicos e um par de cromossomos
sexuais (Y e X), totalizando 46 cromossomos. Para a analise do caridtipo de um individuo,
analisa-se, geralmente, os cromossomos metafasicos, os quais sao organizados por tamanho e
morfologia, e ¢ o método mais antigo de andlise citogenética, sendo utilizado com sucesso
para o diagndstico da DI causada por grandes alteragdes cromossOmicas estruturais e
numéricas [8]. O cariotipo também contribuiu para a investigacdo de casos de DI familiar,
ajudando a identificar por volta de 161 variantes patogénicas com locus no cromossomo X

[15].

A técnica consiste na analise dos cromossomos humanos em laminas preparadas
especificamente para esse fim [17]. O tipo celular mais utilizado para a realizagdo desse
exame ¢ o linfocito do sangue periférico devido a facilidade de obten¢do e cultivo. Porém,
para triagem pré-natal, o caridtipo ¢ realizado com amostras de vilosidades corionicas, de
liquido amniotico ou de sangue do corddo umbilical [25]. O tipo de preparacdo mais utilizado
¢ o de bandeamento G, que produz faixas claras e escuras ao longo dos cromossomos, de
acordo com a condensagao da cromatina. Porém, existem outros tipos de coloragao que
também podem ser aplicados nesse exame, como o de Banda C, usado na andlise de
alteracdes no cromossomo Y e cromossomos dicéntricos, ¢ o de Banda NOR, que ajuda a

identificar alteragdes estruturais que envolvem regides organizadoras de nucléolo [25].

Hibridizacdo Genomica Comparativa (CGH-array)

A CGH possibilita a identificagdo de regides de pequenas perdas ou ganhos de
material cromossOmico que ndo seriam visiveis no cariotipo [25, 26]. Essa técnica é baseada
na co-hibridizacdo de um DNA teste, do paciente, ¢ um DNA de referéncia, marcados com
fluorocromos verde e vermelho respectivamente, em laminas que contém cromossomos
metafasicos normais. Dele¢des sdo observadas pela prevaléncia da marcagdo vermelha no
teste, ¢ os ganhos de DNA sdo vistos por meio da dominancia da marcagdo verde [25]. A
CGH ainda permite a utilizacdo de sondas que correspondem a mais de 1 milhdo de
marcadores de todo o genoma cuja alteragdo pode ser associada a um quadro clinico como

polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP) e variacdo no numero de copias (CNV) [25,26].
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Array de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP-array)

A SNP-array ¢ uma ferramenta genética ainda amplamente utilizada para detectar
mudangas nas sequéncias de DNA, como variagdes no numero de copias (CNVs) maiores que
1 kb, e regides de auséncia de heterozigose (causadas por dissomia uniparental) [27]. Essa
técnica depende da utilizagdo de milhares de sondas que permitem, em uma Unica reagao, a
genotipagem de milhares de SNPs espalhados por todos os cromossomos [28]. SNP-array e
CGH-array sdo as principais analises realizadas para casos de DI ndo solucionados [29],

porém eles ndo detectam mutagdes de ponto [27].

Analise Cromossomica de Microarray (CMA)

A CMA pode utilizar uma de duas técnicas, CGH-array ou SNP-array, dessa maneira
essa técnica possui a capacidade de detectar microdelecdes e microinser¢des, o que a torna
mais sensivel e especifica que o caridtipo. Caso ndo sejam encontradas variagdes no caridtipo
que justifique o quadro clinico de DI, o melhor passo a seguir ¢ a realizacdo de uma AMC

[30, 31].

Sequenciamento Completo de Exoma

O sequenciamento completo de exoma (WES) ¢ o sequenciamento dos éxons dos
cerca de 20.000 genes codificadores de proteina, no caso do WES humano, via
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS), também denominado sequenciamento paralelo
massivo (MPS). Apesar da WES ser uma técnica restrita a analise de éxons, ela é muito util
para o diagndstico de doencas genéticas, ja que, estima-se, aproximadamente 85% das
variantes patogénicas sdo localizadas nos éxons [26]. Esse tipo de analise genética se mostra
especialmente promissora para a avaliacdo de condigdes que sdo fenotipicamente e
geneticamente heterogéneas, como a DI, e ¢ usado no diagnoéstico de casos que ndo possuem
um diagnodstico definitivo [32]. WES ¢ amplamente utilizado para a deteccao de mutagdes de
novo (DNMs) e variantes de significado incerto (VUS), sendo que esses tipos de variantes

possuem um papel significativo na etiologia de quadros de DI-S [32, 33].

Uma avaliacao sistematica sobre a contribuicao de WES para o diagndstico de DI [33]
mostrou que essa técnica contribuiu para o diagndstico de 42% dos casos, sendo que a
porcentagem de sucesso diagnostico foi maior quando os pais do probando e os membros
afetados da familia também realizaram o exame. O estudo também demonstrou que a
consanguinidade ¢ um fator importante para a presenca de DI, estando presente em 53,3% das
familias analisadas, levando a observagdo de muitos casos com expressdao autossdomica
recessiva. Ademais, o estudo descreve a importancia de reanalisar a WES a cada 1 a 3 anos,

de maneira a melhorar a taxa de diagnostico de pacientes com resultados negativos ou
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incertos, por meio da reinterpretacdo de variantes que foram inicialmente detectadas [33]. Por
fim, também ¢ comentada a relevancia de relatar VUSs e DNMs, pois podem ja ter sido
associadas com DI em outros estudos € DNMs podem ser identificadas observando variagdes
em um mesmo gene em diversos paciente sem parentesco que apresentam DI com fenotipos

similares [31, 32, 33].

1.4 — Dificuldades no diagnostico preciso de DI

A DI ¢ uma doenga de dificil diagnostico molecular preciso devido a vasta etiologia, a
ocorréncia de DNMs e a falta de conhecimento ainda existente sobre a fungdo de muitos
genes, principalmente os ligados ao funcionamento do sistema nervoso. Falhas podem ocorrer
até mesmo antes da realizacdo de algum exame genético, como por exemplo a falta de
caracterizagdo de fenotipos chave durante o exame fisico do paciente e a analise clinica, ou a
falta de dados sobre o histérico familiar pelo consulente, que ¢ utilizado para ajudar a
identificar o tipo de heranga. Ademais, dependendo da idade do paciente quando foi realizada
a WES, existe a possibilidade das caracteristicas fenotipicas classicas de uma determinada
sindrome ainda nao tenham se manifestado, o que gera a necessidade do reexame anual do
probando [33]. Por fim, pacientes adultos com DI que também sofreram com a falta dos
cuidados necessarios ou com condi¢des de vida desfavoraveis ao longo da vida podem
desenvolver problemas de saude em consequéncia da sindrome, mas ndo clinicamente

relacionados, o que dificulta a associacao do fenotipo com o genotipo [33].

2- JUSTIFICATIVA

Apesar da extensa pesquisa genética ja existente sobre deficiéncia intelectual, o aumento
do reconhecimento dos direitos e da aceitagdo das pessoas com DI torna extremamente
necessarias novas atualizagdes sobre seu diagndstico e acompanhamento. No Brasil, cerca de
2,5 milhdes de pessoas apresentam algum grau de DI, refletindo sua ampla heterogeneidade
clinica. Por fim, a DI apresenta significativa heterogeneidade genética, sendo que variantes de
novo sdo responsdveis por pelo menos 50% dos casos severos de DI encontrados na
populacdo [34]. Com o desenvolvimento de novas técnicas diagndsticas, a identificacdo de
novas variantes patogé€nicas relacionadas a DI estd cada vez maior, com descobertas de
importancia médica sendo constantemente descritas [31, 32, 33]. No entanto, a maior parte
dos estudos na area procura entender o quadro de DI em pacientes do sexo masculino, o que
gera uma falta de compreensdo de como a DI ocorre em pacientes do sexo feminino e de
como esse quadro as afeta. Isso mostra uma necessidade de mais pesquisas voltadas para o
estudo de casos de deficiéncia intelectual especificamente em pacientes do sexo bioldgico
feminino.
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3- OBJETIVOS

Objetivo geral:

Melhorar o conhecimento sobre o entendimento do quadro de DI-S em mulheres
(46,XX).

Objetivos especificos:

e (i) a busca de variantes nas pacientes selecionadas utilizando o método de exoma;
e (ii) a pesquisa das variantes encontradas, de maneira a observar se a variante presente

naquele gene especifico explica o fenodtipo da paciente.

4- MATERIAL E METODOS

4.1- Selecao das Pacientes

Foram selecionadas 15 pacientes mulheres com diagndstico clinico de DI sindromico e
com caridtipo 46,XX dentre aquelas atendidas no ambulatério de genética clinica do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB-UnB). Essa escolha foi realizada ap6s elas terem passado por
avaliacdo clinica e, a partir da consulta, da leitura do prontudrio e do encaixe no critério de
inclusdo, as pacientes foram convidadas a participar da pesquisa. Ao aceitar participar da
pesquisa, foi necessaria a autoriza¢do dos pais ou responsaveis, que assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3).

Critérios de Inclusio e Exclusao

O critério de inclusdo foi de que as pacientes apresentassem clinica de deficiéncia
intelectual sindromica e cariotipo 46,XX. Os critérios de exclusdo foram: paciente ja tem
identificada a etiologia molecular da patologia; paciente apresenta uma alteragao
cromossomica de qualquer natureza; paciente tem resultado positivo para sindrome do

X-fragil; e paciente apresenta DI-S com indicativo de causa ambiental.

4.2 — Coleta e Armazenamento das Amostras
Foram coletadas duas amostras de sangue periférico de cada paciente, uma em um
tubo com heparina, anticoagulante, para a realizagdo de cultura de células e posterior andlise

de caridtipo, e outro tubo com EDTA, anticoagulante, para a efetuar a extracdo de DNA.

A coleta das amostras de sangue foi feita por profissionais, técnicos de enfermagem,
no Laboratério de Emergéncia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Os dois tubos
contendo o material bioldgico foram entdo encaminhados para o Laboratorio de Genética da

Faculdade de Medicina e Saude, localizada no campus Darcy Ribeiro, onde ficaram

24



armazenadas em um freezer a uma temperatura de -20 °C até a realizacdo dos exames de

caridtipo e extragdo de DNA.

4.3 - Cariotipagem e Bandeamento G
Foi realizado por profissionais do Laboratorio de Genética da Faculdade de Medicina
e Saude com extensa experiéncia nesse tipo de procedimento. O protocolo utilizado foi o que

¢ rotineiramente usado nesse laboratorio.

4.4 - Teste para Sindrome do X-fragil

Em casos de cariotipo normal, os pacientes foram testados para a Sindrome do
X-fragil por meio do protocolo padrao do AmplideX mPCR FMRI1 Kit (Asuragen, Austin,
TX, Estados Unidos da América). Esse protocolo permite verificar e confirmar o tamanho da
sequéncia especifica e o estado de metilacdo do gene FMRI. O teste foi realizado por
profissionais do Laboratorio de Genética da Faculdade de Medicina e Saude. Os pacientes que

tiveram resultado negativo para a Sindrome seguiram para a analise de WES.

4.5 — Extracao e Quantificacio do DNA

A extracdo de DNA a partir de linfécitos do sangue periférico foi de acordo com
protocolo adaptado do kit comercial Gentra Purigene Blood kit da QIAGEN (Qiagen,
Valencia, CA, Estados Unidos da América), que ¢ recomendado para a purificagdo de DNA
de alto peso molecular (100-200 kb). De acordo com o protocolo, primeiramente foi realizada
a lise celular com um detergente anidnico na presenca de um estabilizador de DNA. Depois,
foi feita a precipitacdo de proteinas e contaminantes por meio da adi¢ao de sal. Ocorreu entao
a precipitagdo do DNA em isopropanol 100% e a retirada de residuos por meio de uma
lavagem com etanol 70%. Por fim, foi feita a diluicdo do DNA em TE 1X ou em dgua mili-Q
[35]. O material genético foi entdo avaliado qualitativamente e quantitativamente por meio do
sistema de NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos da
América) [36].

4.6 — Sequenciamento de Exoma Completo (WES)

Para aquelas pacientes selecionadas, foi realizado o sequenciamento de exoma
completo (WES). O WES ¢ um exame que analisa o exoma, que ¢ o conjunto de todas as
regides codificadoras de proteina do genoma humano; isso ¢ feito com o propoésito de buscar
variantes que possam estar associadas ao quadro clinico do paciente [37]. As amostras de
DNA que foram selecionadas para a realizagdo do WES foram enviadas para o Laboratorio
Fleury, com sede em Sao Paulo, Brasil, para a realizagdo do sequenciamento e para a criagao

das bibliotecas de genes. As bibliotecas de genes foram construidas por meio do método de
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captura Twist (Twist Bioscience, Sdo Francisco, CA, Estados Unidos da América), de acordo
com as recomendagdes do fabricante. Essas bibliotecas foram entdo sequenciadas na
plataforma NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos da América). Sua
metodologia utiliza a quimica de sequenciamento por sintese (SBS), que consegue detectar os

nucleotideos conforme a fita de DNA ¢ copiada [36].

4.7 — Analise de Exoma

A analise do exoma dos pacientes foi realizada utilizando a plataforma de software
online Franklin, da Genoox (Genoox, Tel Aviv, Israel) (https://franklin.genoox.com - Franklin
by Genoox). Essa plataforma foi selecionada por possuir um mecanismo de priorizagdo e
interpretagdo de variantes, baseado em inteligéncia artificial (Al), que coleta informagdes de
diversos bancos de dados, de literatura e de artigos cientificos [38]. As variantes foram
classificadas de acordo com o critério estabelecido pelo American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG): patogénico, provavelmente patogénico, variante de
significado incerto (VUS), provavelmente benigno, benigno [39]. A analise do padrdo de
heranca da doenga do probando foi realizada com uso de heredogramas de cada uma das
familias, de acordo com os dados relatados pelo(a) consulente durante as consultas. Os
heredogramas foram gerados por meio do aplicativo Family History Tool da empresa de

genética INVITAE (Labcorp, Burlington, CN, Estados Unidos da América).

Passos da analise

Para a realizagdo da andlise de exoma os seguintes passos foram tomados, respectivamente:

1) Foi realizada a verificagdo da qualidade das amostras dentro da plataforma Franklin:
Média do nimero de leituras das variantes encontradas na amostra > 20;
b. Média do niimero de leituras das bases codificantes do exoma (RefSeq Exome)
> 20;
c. Média do numero de leituras das bases nas regides alvo > 20;
d. Proporcao das variantes homozigotas para heterozigotas entre 0,45 ¢ 0,8;
e. Proporcao do ntimero de substitui¢des de transi¢do para transversao entre 2,6 e
3,2;
f. Porcentagem da qualidade das variantes > 97%;
g. Distribuicdo de cobertura compativel entre a amostra e o modelo controle de
variagdes no numero de copias.
2) Foram adicionados os detalhes gerais de cada paciente: sexo (feminino), etnia, a

existéncia ou auséncia de consanguinidade na familia, o registro da paciente, o
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consentimento ou ndo da divulgacdo para a familia dos achados secundarios

encontrados durante a realizagdao do exame;

3) Foram selecionados e aplicados os filtros gerais, utilizados em todas as pacientes desta

pesquisa:

Fenotipos Fenotipo especifico de cada paciente, de acordo com os
achados citados no prontudrio médico, apods a realizacao do
exame fisico para avalia¢do de dismorfias

Painel Painel de deficiéncia intelectual (NHS Genomic Medicine

Service) (Anexo 4) + painel referente ao fendtipo da

paciente (Quadro 3)

Classificacao de variante

(ACMG)

Patogénica; provavelmente patogénica; VUS — tendendo a

patogenicidade

Regido das variantes

avaliados

Exo6nico e Regido de Splicing (Regido Doadora ou Regido

Receptora)

Efeito da variante

Sentido trocado, Ganho de Parada, Perda de Parada, Perda
de Inicio, Ganho de Inicio, Mudanca de Matriz de Leitura,

Sem Mudanca de Matriz de Leitura e outros

Zigose da variante

Homozigoto e Heterozigoto

Frequéncia da variante

na populacao

Frequéncia Interna — ndo encontrada, muito rara e rara

Frequéncia Agregada — ndo encontrada e muito rara

Confianca das amostras

Alta e Média

Quadro 2 — Filtros gerais utilizados nas analises de exoma das pacientes.

4) Foram acrescentados os fenotipos e painéis especificos para cada paciente (Quadro 3);

o quadro clinico foi observado no exame fisico realizado por um geneticista no HUB e

anotados no prontudrio médico.

Referéncia | Fenotipo (s) Painel (eis) utilizado (s)

interna do

paciente

1 Anormalidade no Crescimento DI
Alta estatura Distarbio Conggénito de
Sistema musculoesquelético Glicosilagao (CDG).
Micrognatia
Cabeca ou Pescoco
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Base do nariz estreita

Fenotipo: Sistema Nervoso — DI.
Rosto largo e redondo
Orelhas displasicas

Hipertelorismo mamilar

DI

Fenotipo: Sistema Nervoso — DI e
Microcefalia; Orelha — Perda de Audigao;

Sistema musculoesquelético — Baixa estatura.

DI

Fendtipo: Sistema Nervoso — DI; Sistema

Cardiovascular — Arritmia Cardiaca.

DI

Fenotipo: Sistema Nervoso — Autismo,
Atraso na Fala, Distarbio do Sono, Epilepsia
e Autismo; Olho — Miopia..

DI

Fendtipo: Sistema Nervoso — DI; Sistema
Musculoesquelético — Baixa  Estatura;

Anomalia do Crescimento — Baixa Estatura..

DI

Fenotipo: Sistema Nervoso — DI e Convulsao
Generalizada; Sistema  Geniturinario —

Hidronefrose.

DI

Fenotipo: Sistema Nervoso — DI, Distlrbios
de Comportamento, Atraso na Fala, Apraxia
de Fala e  Microcefalia; Sistema
cardiovascular — Displasia da Valva
Tricspide e Regurgitagio da Valvula

Tricuspide.

DI

Fenotipo: Sistema Nervoso — Transtorno do

Espectro Autista e Atraso na fala.

DI

10

Fendtipo: Cabeca ou Pescoco - Fenda Labial
e Palatina Bilateral; Sistema Nervoso —
ADNPM; Sistema Muscular esquelético —
Fusdo Vertebral.

DI

11

Fenodtipo: Sistema Nervoso — Epilepsia,
Sindrome de West, Espinha Bifida e

Deficiéncia Intelectual Severa.

DI
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12 Fenotipo: Sistema Nervoso — Microcefalia e | DI.

ADNPM.
13 Fenotipo: Sistema Nervoso — DI e | DL
Convulsao; Cabeca ou Pescogco — Face

quadrada; Anomalia de Crescimento — Baixa

estatura.

14 Fenotipo: Sistema Nervoso — DI; Tegumento | DI.

— Mudangas de pigmentacao.

15 Fenotipo: Sistema Nervoso — DI; Tegumento | DI.

— Mudangas de pigmentagao.

Quadro 3 — Filtros especificos, de acordo com o quadro clinico apresentado, utilizados na analise de exoma de
cada uma das pacientes.

5) Apos a realizagdo dos passos acima, as variantes foram organizadas pelo Franklin
de acordo com a ordem de relevancia. Elas foram separadas em duas partes pela plataforma:
variagdes de nucleotideo inico (SNVs) e outras variagdes unicas (podendo afetar multiplos

éxons de um gene ou mais de um gene).
6) As variantes foram entdo analisadas individualmente comegando pelas SNVs.
7) As SNVs foram analisadas e consideradas ou desconsideradas de acordo com:

- A suaporcentagem de presen¢a na populacdo geral (deveria ser =/< 0,01%);

- A taxa de cobertura do gene no sequenciamento (deveria de =/> 90%), para
garantir que ele tem sua sequéncia conhecida e que a variante verdadeiramente
existe e ndo foi um erro do sequenciamento;

- A confianga da variante deveria ser igual ou maior que Média, de maneira a

garantir que a sua leitura ndo tenha sido um erro do sequenciamento;

8) As variantes que atenderam os requisitos do item 7 foram entdo analisadas no

Franklin de acordo com:

- O nivel de patogenicidade (classificagdo da ACMG realizada pelo Franklin);

- As condigdes associadas e se o fenotipo apresentado por pessoas afetadas pela
sindrome era condizente com o quadro clinico da paciente;

- O padrao de heranga da condicao associada;

- Alocalizagdo da variante, o tipo e o tamanho da mutacdo sofrida;

- A zigosidade da variante e a presenca de possiveis variantes compostas;

- Publicagdes cientificas sobre o gene afetado;
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- A existéncia de relatos de caso sobre a variante encontrada, e o fendtipo
descrito pelas pessoas que a apresentavam;

- Quais orgdos expressam o gene, € onde ele € mais expresso.

9) Também foram procurados artigos e relatos de caso, referentes as variantes e genes
afetados, no Google Académico e no PubMed, caso tenha ocorrido um erro com o filtro para

publicacdes da plataforma Franklin.

10) Apods as andlises de todas as SNVs, foi realizada a andlise de todas as SVs

seguindo os passos 7 € 8§ com uma substitui¢ao:

- Ao invés de analisar a zigosidade, foi pesquisado se na plataforma ClinGen ja
foram realizados estudos sobre a sensibilidade de dosagem do gene afetado;
isso de maneira a ver se uma dele¢do poderia causar haploinsuficiéncia (HI) ou

uma duplicacdo poderia causar triplossensibilidade (TS);

4.8 — Estudo da variante apos analise de exoma

Nos casos em que as variantes encontradas foram classificadas como possivelmente
patogénicas ou VUS, foi realizado um estudo aprofundado por meio dos programas
AlphaMissense e DynaMut2, para analisar melhor o efeito que a variante teve na formagao e

funcionamento da proteina que ela codifica.
AlphaMissense

O AlphaMissense (DeepMind, Google, Mountain View, CA, Estados Unidos da
América), ¢ um banco de dados com um software que permite analisar uma sequéncia de
aminodcidos e prever a patogenicidade de todas as possiveis alteragdes de aminoacidos em
uma determinada posi¢do na sequéncia [40, 41]. O banco de dados foi criado tendo como base
o banco de dados de estrutura 3D de proteinas AlphaFold (DeepMind, Google, Mountain
View, CA, Estados Unidos da América), de maneira a predizer a estrutura de uma proteina
com base na sequéncia de aminoacidos colocada. Para predizer a classificagdao das variantes, o
software foi treinado: os desenvolvedores classificaram variantes comuns em humanos e
primatas como benignas e variantes ausentes nessas populagdes como patogénicas. Variantes
ausentes, mas provavelmente benignas foram eliminadas durante a fase de teste do software.
Por fim, o software foi testado no ClinVar, de maneira a avaliar a sua performance. Variantes
presentes no ClinVar ndo foram usadas durante a fase de treinamento do software, de maneira
a evitar viés de classificacdo de patogenicidade desse banco de dados [40, 41]. A pontuagdo

de patogenicidade ¢ demonstrada em cor e valor numérico como:
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-azul, provavelmente benigna, 0-0.34;

-sem cor, ambigua, 0.34-0.564;

-vermelho claro, provavelmente patogénica, 0.564-0.78;
-vermelho escuro, provavelmente patogénica, 0.78-1.0.

Nessa pesquisa, as variantes do tipo sentido trocado que foram encontradas durante a
analise de exoma e que poderiam ser causais do quadro da paciente, foram reanalisadas pelo
AlphaMissense, que demonstrou alta performance na classificagao do efeito de variantes em
distarbios do desenvolvimento [40]. Isso ocorreu principalmente nos casos em que as
variantes estavam classificadas como possivelmente patogénicas ou VUS. A classificagdo da
variante pelo software serviu como apoio para determinar a sua causalidade no quadro da
paciente, tendo em consideragdo que os bancos de dados utilizados pela plataforma Franklin
para determinar a patogenicidade de uma variante normalmente ndo utilizam estrutura de

proteina como dado, baseando-se mais em dados clinicos e reportagem de casos.

DynaMut2

O DynaMut2 (Biosig Lab, Brisbane, Queensland, Australia) ¢ um software que utiliza
modelos 3D de proteinas para predizer os efeitos de mutagdes de ponto na dinamica,
estabilidade e estrutura da proteina afetada [42, 43]. Variantes do tipo sentido trocado
frequentemente geram desestabilidade nas proteinas [44], e a maioria das variantes que
causam doengas afetam a estabilidade termodindmica da proteina codificada, quando
comparada a estabilidade da proteina ndo alterada [45, 46, 47]. Variantes muito
desestabilizadoras geram uma perda de fung¢do da proteina, enquanto variantes menos
desestabilizadores podem modificar o enovelamento da proteina, afetando a sua capacidade
de se ligar as moléculas necessarias [48]. DynaMut2 determina a alteracdo da estabilidade da
proteina por meio do calculo da mudanca na estabilidade termodindmica apds mutagdo
(AAG/Delta Delta G/DDG). A AAG ¢ calculada comparando a perda de energia livre de Gibbs
que ocorre quando uma proteina funcional se enovela, com a perda da mesma energia quando
a proteina mutada se enovela. Valores positivos de AAG determinam uma mutagdo
estabilizadora, enquanto valores negativos determinam uma mutacdo desestabilizadora [43].

Os valores estao divididos mais detalhadamente da seguinte maneira [43]:
-altamente desestabilizadora, AAG < —1.84 kcal/mol;
-desestabilizadora, —1.84 kcal/mol < AAG < —0.92 kcal/mol;

-levemente desestabilizadora, —0.92 kcal/mol < AAG < —0.46 kcal/mol;
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-neutra, —0.46 kcal/mol < AAG < 0.46 kcal/mol;

-levemente estabilizadora, 0.46 kcal/mol < AAG < 0.92 kcal/mol;
-estabilizadora, 0.92 kcal/mol < AAG < 1.84 kcal/mol,;
-altamente estabilizadora, AAGStability > 1.84 kcal/mol.

Neste trabalho, variantes do tipo sentido trocado que foram filtradas durante a anélise
de exoma como possivelmente causais da sindrome da paciente foram também analisadas
pelo DynaMut2, de maneira a verificar se afetariam a conforma¢do e o enovelamento da
proteina codificada, podendo com isso gerar perda de fun¢do e, como consequéncia, o quadro

clinico observado na probanda.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O exoma completo dos 15 pacientes foi analisado, sendo que foi identificada etiologia

genética para cinco delas. A seguir esta apresentada a descri¢do de cada caso.

5.1 - Paciente 1

A paciente 1 ¢ a primeira filha de casal consanguineo (primos em primeiro grau), com
28 anos. Encaminhada ao ambulatorio de genética clinica do HUB com um pouco mais de um
més de vida devido a um quadro de crescimento excessivo e dismorfias. A probanda possui
uma irma que também ¢é paciente, 77340, do ambulatério de genética, sendo que foi
encaminhada ao ambulatorio devido a micrognatismo, infec¢des de repeticao e alongamento

dos dedos das maos (Figura 1).

Histérico de neurodesenvolvimento: mae relata que ela ndo se interessa pelos estudos e que

reprovou o primeiro e sétimo ano do ensino fundamental.

Avaliacdo fisica aos 12 anos: envergadura 1,72 cm, peso 36,10 kg (50p-75p), estatura 1,65 m
(>97p).

e Dismorfias Craniofaciais: cranio dolicocéfalo, fronte ampla, sobrancelhas

pouco povoadas, olhos amendoados, megalocornea, raiz nasal alta, base nasal
estreita, ponta arrebitada, columelas visiveis, palato alto, boca pequena,

micrognatia;

e Outras Dismorfias: maos compridas, com dedos longos e afetados, retracao
externa, pernas longas, escoliose, habitus marfanoide.

Exame oftalmolégico: auséncia de luxagao do cristalino.
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Exame de imagem: eletroencefalograma normal (2006). Raio x da coluna (2008), normal com

idade Odssea compativel com a idade cronoldgica. Ecocardiograma (2008), normal.
Ecocardiograma (2015), antenas pulmonares sem alteragdes, auséncia de derrame pericardico

e antenas coronarias normoposicionadas.
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DI, alta estatura, micrognatia
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ﬂ]:D [I]II] DI, infecces de repeticdo e

1 \ 2 3 dismorfias

Figura 1. Heredograma da familia da paciente 1.

Analise de Exoma:

Durante a analise de WES foi identificada a variante ¢.6881-5T>G (rs772186151), em
relacdo ao alelo de referéncia, na regido de splicing do éxon 54 do gene FBN2 (OMIM
*612570) (Figura 2). Variantes no gene FBNZ2 ja foram extensivamente descritas em pacientes
com Aracnodactilia Contratual Congénita (OMIM #121050). A variante foi classificada como
VUS de acordo com os critérios do ACMG (PM2 — Provavelmente patogénico: frequéncia
extremamente baixa em bancos de dados populacionais e BP4 — Provavelmente benigno: para
uma variante de sentido trocado ou na regido de splicing, as ferramentas de previsao

computacional apoiam unanimemente um efeito benigno no gene). A cobertura da variante foi

de 25 vezes, A: 10 (40%), C: 15 (60%).
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Figura 2. Variante c¢.6881-5T>G em heterozigose com o alelo de referéncia identificado no gene FBN2 da
paciente 1. Imagem criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.

A Aracnodactilia Contratual Congénita ¢ causada por variantes patogénicas em
heterozigose no gene FBNZ2, que codifica a fibrilina-2, localizado no cromossomo 5q23. Ela
afeta o desenvolvimento do tecido conjuntivo e € caracterizada por contratura articular,
aracnodactilia, cifoescoliose (combinacdo de cifose e escoliose) e orelhas constrictas.
Ademais, a doenca apresenta um quadro fenotipico parecido com o da sindrome de Marfan,
que ¢ causada por variantes patogénicas no gene FBNI e afeta o funcionamento

cardiovascular [49].

A fibrilina-2 ¢ uma grande proteina da matriz extracelular que se multimeriza em
microfibrilas, e ¢ expressa principalmente durante as fases iniciais do desenvolvimento
embrionario. As microfibrilas sdo estruturas que se ligam ao célcio, elas possuem elasticidade
intrinseca e podem se associar a elastina para formar fibras eldsticas. Elas sdo importantes
para o funcionamento do corpo, promovendo sustentacdo para tecidos conectivos, elasticos ou
ndo, auxiliando na comunicagdo de célula e matriz, e contribuindo para o sequestro e

regulacao do fator de crescimento extracelular [50].

Apesar da variante ser classificada como uma VUS (PM2), a Aracnodactilia
Contratual Congénita condiz com o quadro de crescimento excessivo e dismorfias
apresentado pela paciente. Ademais, ao realizar uma pesquisa aprofundada no DECIPHER
sobre o gene FBN2 foi observado relatos de pacientes com algum nivel de atraso no
desenvolvimento global. Levando em consideragdo os achados da analise de WES e o quadro
fenotipico relatado em pacientes com Aracnodactilia Contratual Congénita, a variante

c.6881-5T>G ¢ a provavel causa do quadro de DI-S da paciente. Se faz necessdria a
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realizagdo do WES da irma da paciente 1 de maneira a verificar se ela também possui a

variante e se ela explica o quadro de DI e dismorfias dela.

5.2 — Paciente 2

Trata-se da primeira filha de casal jovem, ndo consanguineo. Foi encaminhada ao
ambulatorio de genética clinica do HUB aos 4 anos devido a quadro de atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM) e dismorfias e incluida no projeto em 2024, aos
28 anos. Diversos membros da familia materna da paciente apresentam disturbios de

neurodesenvolvimento, tendo ela, um tio e um primo com DI e outro primo com TEA (Figura
3).
| O
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Figura 3. Heredograma da familia da paciente 2.

Histérico de neurodesenvolvimento: a paciente ndo gosta de sair de casa, cursou ensino
especial, ndo aprendeu a ler ou escrever e ndo tem outros problemas de saude. A menarca dela

foi aos 23 anos, e ela ¢ capaz de fazer a propria higiene. Nao utiliza nenhuma medicagao.

Exame fisico aos 26 anos: peso 85 kg, estatura 1,65 m, mao 19cm, dedo médio 8,5.

e Dismorfias Craniofaciais: rosto largo e redondo, sobrancelhas finas e
arqueadas, queixo pequeno, orelhas displésicas;

e Qutras Dismorfias: hipertelorismo mamilar, mamas hipodesenvolvidas.

Exames genéticos: Caridtipo Normal, 46, XX; Triagem para a sindrome do cromossomo X

fragil inconclusiva.

Analise de Exoma:
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Durante a andlise de WES ndo foram encontradas variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas em genes que expliquem o quadro de DI sindromica da paciente.
Porém, foi identificada a dele¢dao (Figura 4) em heterozigose de 1.79Mbp no braco curto do
cromossomo 5 (5p15.33) (chr5:92.337-1.882.184), englobando 42 genes (Figura 6A), sendo
que 25 deles sdo genes codificadores: TRIP13, TPPP, SLC6A43, LOC100996325, SDHAPS3,
MIR4635, ZDHHCI1I, CCDCI127, LINCO01511, PDCDG6-AHRR, MIR4277, HRATS,
ZDHHCI11B, EXOC3, NDUFS6, CLPTMIL, SLC6A419, LINC02116, LPCATI, PLEKHG4B,
BRDY, AHRR, CTD-3080P12.3, IRX4, LOC728613, MIR4456, SLC943-AS1, NKD2, PP7080),
SDHA, LRRC14B, SLC943, CEP72, EXOC3-AS1, PDCD6, SLC6A18, MIR4457, SLC12A7,
MIR6075, LOC100506688, TERT, MRPL36.
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Figura 4. Delecdo de 1.8Mbp no cromossomo 5 da paciente 2, com perda de 44 genes e regides. Imagem criada
pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.

Ademais, também foi encontrada a duplicagdo (Figura 5) em heterozigose de
12.92Mbp no brago curto do cromossomo 20 (20p13-p12.1) (chr 20:68341-12990043) da
paciente (Figura 6B). Essa duplicacdo engloba 155 genes, sendo 106 deles codificantes:
PRNP, TMX4, DDRGKI, MIR8062, ANKEFI1, VPS16, FKBPIA-SDCBP2, MIRI1292,
LINC00658, DEFBI125, ADRAID, RNUI05B, CASC20, MIR6870, TGM6, FERMTI,
SDCBP2-AS1, ZNF343, GFRA4, LINC01428, SNPH, UBOX5-ASI, PDYN, GNRH2,
C200RF194, RASSF2, MCMS8, C200RFI141, PTPRA, C200RF27, SLC4All, LZTS3,
MIR10342, TMC2, NSFLIC, HAOI, ADAM33, BTBD3, LINC01730, PAK5, SNORDSG6,
PLCB4, LOC105372493, ZCCHC3, DEFB128, LINC01722, C200RF187, LOC100289473,
SDCBP2, OXT, PROKR?2, SPEF1, SRXNI, SLC23A42, EBF4, SNORA51, SLC52A3, SLX4IP,
CSNK2A41, PARALI, AVP, SIRPB3P, RNF24, RSPO4, LINCO01751, HSPA12B, SPTLC3,
RAD2ILI, TMEM230, LAMPS5, SNAP25, SNORD57, CENPB, CRLSI, DEFBI129, TGM3,
PSMF1, SIRPD, LOC643406, IDH3B, SNORDS86, SOX12, PLCBI, LINC01706, SNORDI119,
RBCKI, PRNT, SIGLECI, PANK2, FKBP1A, CHGB, LINC01433, FAM110A4, SNAP25-AS1,
SNRPB, NRSN2, LOC388780, MAVS, BMP2, LINC00687, SIRPB2, UBOX35, SIRPG, PCNA,
ATRN, MCMS8-AS1, TCF15, C200RF96, SHLDI, FASTKDS5, CDC25B, SCRT2, DEFB132,
LINC01713, PCEDIA, MKKS, PLCBI-ITI, LOCI101929413, LRRN4, TMEM74B,
SNORDI110, ANGPT4, CPXM1, LINC01723, DEFB126, PDYN-AS1, NOP56, TRIB3, ITPA,
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LINCO01752, LINC00654, C200RF202, LINC01729, TBC1D20, PRND, TMEM239, MRPS26,
PCNA-ASI, JAGI, LOC102606466, LOC339593, GPCPDI1, STK35, NRSN2-AS1, MIR103B2,

LAMPS5-AS1, DEFB127, AP5S1, SIRPA, SIRPG-ASI, TRMT6, MIR6869, SMOX, SIRPBI,
CDS2.
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Figura 5. Duplicacao de 12.9Mbp no cromossomo 20 da paciente 2, com perda de 44 genes e regides. Imagem
criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.
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Figura 6. Imagem meramente ilustrativa dos cromossomos 5 e 20 da paciente 2. A. Esquematizacdo do
cromossomo ndo afetado (5) e do cromossomo com a delegdo de 1.8Mbp [der(5)]. B. Esquematizagdo do

cromossomo ndo afetado (20) e do cromossomo com a duplicagdo de 12.0Mbp [der(20)].
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Dos genes citados acima, diversos apresentaram valores de pLI (Probability of
Loss-of-function Intolerance), Calculated LOF Score (Calculated Loss of Function) e/ou LOF
(Loss-of-function Observed / Expected Upper bound Fraction) considerados patogénicos,
porém, devido ao grande nimero de genes afetados, avalia-los individualmente seria ineficaz.
Com isso, foram avaliadas as regides afetadas como um todo. Existem relatos de casos de
pacientes com monossomia parcial do cromossomo 5p, relatos de pacientes com trissomia
parcial do 20p, e alguns poucos relatos de pacientes com ambos. Todas as trés variacdes

foram levadas em consideracao para avaliar o caso da paciente 2.

A monossomia do cromossomo S5p (OMIM #123450) é uma sindrome extensamente
caracterizada clinicamente e ¢ associada a choro alto e agudo, dismorfias faciais, microcefalia,
ADNPM e DI. Fenotipos adicionais podem incluir baixo peso corporal ao nascimento,
hipotonia, hipertelorismo, pregas epicanticas, dificuldade de alimentacdo e problemas de
comportamento [51]. A maioria dos pacientes apresenta uma delecdo de novo. A regido
Sp15.2 ¢ critica para dismorfias e DI, e a regido Sp15.3 € critica para um choro parecido com
de gato. A gravidade do quadro ¢ proporcional ao tamanho da delecdo. As manifestagdes
clinicas da trissomia do 20p sdo variadas, ja que a sindrome ¢ normalmente causada por
translocagdo reciproca dos cromossomos parentais [52, 53, 54]. Normalmente, casos de

perdas parciais do 5p13.3 sdo acompanhados de ganhos no cromossomo 15 [55, 56].

A trissomia do cromossomo 20p ¢ normalmente observada associada a uma
monossomia do mesmo cromossomo ou de outro [57, 58]. Em geral, a trissomia do 20p ¢
resultado de uma translocagdo reciproca parental, sendo a ocorréncia de casos de novo raros
[57, 59, 60, 61, 62]. A trissomia parcial do 20p ¢ associada a: DI, atraso na fala, anomalias
cardiacas, anomalias das digitais, dismorfias faciais, anomalias oral-facial, anomalias

capilares e anomalias vertebrais [63, 64].

Relatos de monossomia parcial do 5p associada a trissomia parcial do 20p sdo raros, e
ainda ndo foi descrito na literatura um caso com a mesma altera¢do da paciente 2. Em 2005,
houve um relato de um bebé natimorto com diversas malformagdes que possuia alteragdes em
regides proximas a da paciente [65]. O exame fisico do feto revelou dismorfias, como rosto
arredondado com bochechas proeminentes, assimetria facial, hipertelorismo, raiz nasal alta,

labio leporino, fenda palatina, excesso de pele na nuca, camptodactilia e micropénis.

Pelo que foi encontrado na literatura, a alteragcdo cromossdmica encontrada na analise
de WES explica o seu quadro de DI-S da paciente. A paciente 2 aparenta possuir um quadro

fenotipico mais brando do que outros pacientes com as mesmas alteragdes cromossomicas,
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visto que ela ndo aparenta ter anomalias em outros sistemas além do nervoso. Seria
importante a realizacdo do sequenciamento genético dos outros membros da familia que
possuem o mesmo quadro clinico, de maneira a averiguar se eles possuem a mesma alteragao

da paciente 2 ou se a causa da DI-S deles ¢ outra.

5.3 — Paciente 3

Trata-se da primeira filha de casal jovem, ndo consanguineo. Foi encaminhada ao
ambulatorio de genética clinica do HUB com 1 més de vida devido a microcefalia de inicio
pos-natal, ADNPM e surdez bilateral profunda (Figura 7) e incluida no projeto em 2024 aos

19 anos.

O pai possui um perimetro cefalico inferior ao menor percentil populacional e discreta
redundancia de couro cabeludo. O irmdo apresenta quadro de dificuldade de aprendizagem.
Houve dispneia materna ao longo do sexto més gestacional, tendo utilizado medicamentos
nao especificados para o tratamento. Em ultrassonografia obstétrica realizada em idade
gestacional de 36 semanas e 03 dias, h4 descricdo de crescimento intrauterino retardado

assimétrico e oligodramnia acentuada.

| e Q 5
O |:| N&o afetado

“l Microcefalia de inicio pds-
. . natal, deficiéncia auditiva
e ADNPM

1 N 2 @ [ Dficuidacece

aprendizagem

Figura 7. Heredograma da familia da paciente 3.

Histérico de neurodesenvolvimento: nasceu por parto cesareo (indicado devido ao

crescimento intrauterino retardado assimétrico associado a oligoidramnio), idade gestacional
de 32 semanas e 04 dias, peso 1,330 g e com perimetro encefalico de 27 cm. Permaneceu
internada na Unidade de Neonatologia do Hospital Regional da Asa Sul. Houve necessidade

de suporte ventilatério ¢ hemodinamico durante a internacdo, sorologias para toxoplasmose
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negativa e para citomegalovirus IgG positiva e IgM negativa. Adquiriu sustento cervical apds
12 meses de vida e equilibrio parcial do tronco com um ano e seis meses, falava palavras
ocasionalmente aos dois anos. Frequentou um centro de estimulacdo do desenvolvimento
desde os seis meses. Apresentou um episdédio de pneumonia. Nunca teve crises convulsivas.
Dorme pouco, acorda véarias vezes durante a noite. A paciente se comunica por meio de

gestos.

Exame fisico com 16 anos: peso 22,75 kg (<3p), estatura 1,37 m (<3p), perimetro cefalico 47

cm (<3p). Auscultas cardiaca e respiratoria normais, abdome sem visceromegalias

e Dismorfias Craniofaciais: microcefalia acentuada, fronte curta, sobrancelhas
esparsas e arqueadas, fendas palpebrais curtas, sinofres proeminentes. Nariz com
ponte alta, base proeminente e alargada, com narinas grandes e ponta nasal grande.
Columela proeminente. Filtro bem-marcado, com auséncia do formato do cupido
do labio superior. Denti¢do apinhada e palato bastante alto. Orelhas baixo
implantadas.

e Outras Dismorfias: clinodactilia de quintos quirodactilos, hipotonia axial e certo

grau de hipertonia dos membros, sobretudo inferiores, reflexos profundos algo
exacerbados, cutaneo plantar em flexdo bilateralmente, estrabismo convergente
bilateral, estigma cutaneo sacral, frouxidao ligamentar, postura de eversao dos pés,
hirsutismo em tronco ¢ membros superiores, torax estreito, longo e afunilado,
escoliose, membros longos, auséncia de pronagdo na mao esquerda. Maos com
musculatura bastante atrofiada, polegares curtos, pregas palmares bem-marcadas,

mas irregulares.

Exames de imagem: Radiografia simples de coluna (2007), agenesia das pegas inferiores do
sacrococcix. CT de cranio (2008), imagem sugestiva de cisto aracnoide na fossa média
esquerda; aumento volumétrico do plexo coroide e leve hidrocefalia. Radiografia simples de
esqueleto (2011), evidenciando microcefalia, sinais de agenesia nas pecas inferiores do
sacrocdccix, encurtamento bilateral do quinto quirodactilo na dependéncia de encurtamento
das falanges, sobretudo das médias, ossos do carpo com padrao de ossificagdo anarquico e
idade Ossea compativel com seis anos e trés meses. Raio X de membros inferiores, superiores,
coluna total e arcos costais (2022), sem alteracdes Osseas significativas. Ultrassonografia
pélvica (2024), utero e ovarios com dimensodes reduzidas para faixa etdria — volume ovariano
do dentro do esperado para pacientes entre 8 ¢ 9 anos de idade, volume uterino dentro do

esperado para pacientes entre 11 e 12 anos de idade.
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Exames de audigcdo: Avaliagdo audiologica infantil (2013), a crianca ndo apresentou

comportamento de localizagdo, mesmo na intensidade maxima do equipamento. Pesquisa de
potencial evocado auditivo do tronco encefalico — PEATE (2013), resultados compativeis com
alteracdo coclear, no entanto, ndo se descarta alteracdo retrooclear mediante auséncia de

respostas na orelha direita.

Exames genéticos: Cariotipo (2015), normal, 46, XX. Microarray (2015), ndo detectou ganhos

ou perdas de segmentos cromossdmicos.

Analise de Exoma:

Inicialmente, era suspeito que a paciente 3 apresentava a Sindrome de Cornélia de
Lange (OMIM #122470) devido ao quadro extremamente compativel: DI, deficiéncia
auditiva, microcefalia e baixa estatura. Porém, na analise de WES, ndo foram encontradas
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas nos genes causais da sindrome, como o
gene NIPBL (OMIM *608667). No entanto, estudos que investigaram diversas familias
afetadas pela Sindrome de Cornélia de Lange observaram a ocorréncia de pacientes com
mosaicismo, cujas cé€lulas afetadas ndo estavam presentes na amostra de sangue periférico,
mas foram observadas em amostras de DNA coletadas com swabs bucais [66, 67]. Com isso,
uma nova coleta de amostra de DNA da paciente ¢ necessaria para uma outra analise de

exoma, dessa vez com células da boca.

Nao foram encontradas outras variantes patogé€nicas em genes que expliquem o

quadro da paciente 3.

5.4 — Paciente 4

Trata-se de filha Unica de casal jovem, ndo consanguineo, com 27 anos. Foi
encaminhada ao ambulatdrio de genética clinica do HUB aos 10 anos devido a um quadro de
DI de severidade moderada associado a dismorfias. A paciente também apresenta um quadro

de arritmia cardiaca.

A familia possui membros da familia materna com distirbios. A mae da paciente tem
uma irma com disturbio do comportamento; a avd da paciente tinha um sobrinho com DI e
outro com paralisia cerebral; a avd também tinha um meio-irmao que teve uma filha com DI

(Figura 8).
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Figura 8. Heredograma da familia da paciente 4.

Histérico de neurodesenvolvimento: nasceu de cesarea em boas condi¢des, recomendada por

distocia motora e hipertensdo materna. Sentou aos seis meses, engatinhou aos oito ¢ andou
com um ano ¢ oito meses. Terminou o ensino médio e recebeu alta da Psicologia da
Associagdo de Pais e Amigos dos Excepcionais. Ndo foi alfabetizada, escreve apenas o seu
nome. Conhece nimeros, mas nio faz contas, tem certa nogio de quantidade. E independente
dentro de casa e ajuda nas tarefas domésticas. Pratica exercicio fisico. Nao apresenta

agressividade.

Exame fisico aos 25 anos: peso 86,8 kg (p95-p97), estatura 1,61 m (p25-p50), perimetro

cefalico 54,5 cm (p2-p50). Palato sem dismorfias, sem anomalias dentarias. ACV sem sopro,
abdome sem visceromegalias, membros sem anormalidades, orelhas normo-implantadas,

auséncia de clinodactilia e auséncia de estigma sacral.

e Dismorfias Craniofaciais: olhos profundamente situados, fendas palpebrais
obliquas para cima, com eversao discreta da palpebra inferior, raiz nasal média,
dorso alto e afilado.

e Outras Dismorfias: mamilos hipoplésicos (familiar, de acordo com a mae).

Exames cardiacos: Holter 24 horas (2018), extrassistolia ventricular monomorfica, isolada,

muito frequente e presente durante todo o exame, com distribuicao homogénea.

Exames de imagem: Ecocardiograma (2018), regurgitacdo valvar aortica discreta a leve e

regurgitacdo valvar mitral discreta. Eletrocardiograma (2018), extrassistoles ventriculares.
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MLPA - sindromes clinicamente reconheciveis (2018), negativo. RM de cranio (2019),

pequena lesdo cistica na glandula pineal. Ultrassom renal (2018), normal.

Exames genéticos: Cariotipo (2008), normal, 46, XX. Pesquisa de microdelecdes e
microduplicagcdes por MLPA (2018), ndo foram identificadas dele¢des ou duplicagdes dos

segmentos investigados. Sindrome do X Fragil (2019), inconclusivo.
Andlise de Exoma:

Na analise de WES foi identificada a variante ¢.1474C>G (p.R492G), do tipo sentido
trocado, em heterozigose com alelo de referéncia no gene RYR/ (OMIM *180901) (Figura 9).
Variantes no gene RYRI sdo associadas a Suscetibilidade a Hipertermia Maligna-1 (OMIM
#145600). A variante foi classificada como VUS de acordo com os critérios da ACMG (PM2
- Provavelmente patogénico: frequéncia extremamente baixa em bancos de dados
populacionais; PM5 — Provavelmente patogénico: mudanga para um aminoacido diferente
gera uma variante patogénica conhecida; e PP3 — Provavelmente patogénico: para uma
variante sentido trocado ou na regido de splicing, as ferramentas de previsdo computacional
apoiam unanimemente um efeito deletério no gene). A cobertura da variante foi de: 121

vezes, C: 65 (54%), G: 56 (46%).
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Figura 9. Variante c.1474C>G, com alelo de referéncia identificado no gene RYR/ da paciente 4. Imagem criada
pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.

O gene RYRI codifica para o receptor de rianodina presente na musculatura
esquelética; esse receptor atua como o canal de liberacdo de ions de calcio do reticulo
sarcoplasmatico (reticulo endoplasmatico liso), ativando a contracdo muscular, além de agir
como uma ponte entre o reticulo e o tibulo transverso (tibulo-T). Os tubulos-T sao
invaginagdes profundas do sarcolema que facilitam a propagacdo homogénea da ordem de
despolariza¢do e, com isso, a abertura dos canais de calcio da membrana e do reticulo,
visando a contracdo coordenada das células.
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Na andlise feita no AlphaMissense, a substituicdo da arginina no residuo de
aminoacido 492 por uma glicina (p.R492G) foi classificada como patogénica (mean 0.825)
(Figura 10). Isso mostra que a variante encontrada na paciente 4 provavelmente afeta a
atividade da proteina codificada por RYRI, podendo ter efeitos negativos no funcionamento

do organismo.
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Figura 10. Esquematizacdo 3D da proteina codificada pelo gene RYR! (esquerda) e tabela de residuos de
aminoacido que formam a proteina (direita), com suas possiveis variantes e a classificagdo da ACMG delas. O
residuo afetado (R492) estd destacado em vermelho & esquerda. A direita, as possiveis variantes para o residuo
estdo evidenciadas. Imagem retirada do servidor da web do software AlphaMissense.

A Suscetibilidade a Hipertermia Maligna-1 ¢ causada por variantes patogénicas em
heterozigose, no gene RYRI, localizado no cromossomo 19q13. Trata-se de uma desordem
musculoesquelética, normalmente com padrdo de heranga autossdmico dominante, e leva ao
obito do paciente devido a reagdo do corpo a anestesia. O gene RYR! codifica para o receptor

de rianodina, um dos canais de calcio que atua nas células musculares e neurais.

A variante ¢ uma possivel origem das alteragdes cardiacas da paciente 4, porém a
maioria dos estudos de caso associam problemas cardiacos e neuronais a variantes no receptor
RYR?2 [68, 69, 70]. Porém, ao realizar uma pesquisa aprofundada no DECIPHER sobre o gene
RYRI, foi observado relatos de pacientes com um quadro clinico parecido com o da paciente
4, incluindo dismorfias craniofaciais, atraso no desenvolvimento global e DI. Com isso,
apesar do gene afetado ndo possuir estudos relacionando sua alteragdo com problemas
neuronais, ele parece ser de importancia para o desenvolvimento cerebral e/ou para o seu
funcionamento. Levando em consideracdo os achados do WES e o quadro clinico de outras
pessoas com alteragdo no gene RYRI, a variante c¢.1474C>G ¢ a provavel causa da DI-S da

paciente 4.
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5.5 — Paciente 5

Trata-se de filha unica de casal jovem, ndo consanguineo. Foi encaminhada ao
ambulatdrio de genética clinica do HUB aos 5 anos devido TEA, epilepsia, dismorfias, atraso
na fala e miopia de alto grau (+10 e +8) (Figura 11) e incluida no projeto em 2024 aos 11

anos. Nasceu prematura de 36 semanas e ndo conseguiu ser amamentada pela mae.
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Figura 11. Heredograma da familia da paciente 5.

Historico de neurodesenvolvimento: desenvolvimento motor normal, demorou a falar e
consegue falar poucas palavras. Desde bebé dorme pouco, sem horario regular. O padrao do
sono melhorou com o uso de melatonina. As crises convulsivas se iniciaram com trés anos, €
sdao bem controladas com o uso de acido valproico. Esta no quinto ano do ensino regular, nao

sabe ler nem escrever.

Exame fisico aos 9 anos: peso 40,60 kg (p90-p95), estatura 1,37 m (p75-p90). Postura

hipotonica, membros proporcionados ¢ bem alinhados.

e Dismorfias Craniofaciais: face alargada, testa média, braquicefalia, fendas
palpebrais curtas e discretamente obliquas para cima, nariz curto com
columelas visiveis, micro e retrognatia, palato largo, dentes espagados, cabelos
abundantes. Orelhas de abano;

e Outras Dismorfias: prega de flexdo palmar unica bilateralmente, nadegas
hipotrofiadas, sulco intergliteo mal alinhado, pelos pubianos finos, postura

hipotdnica, pés invertidos.
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Exames de imagem: TC de cranio (2018) normal. EEG (2018) normal. USG pélvico (2022)
normal. Ecocardiograma (2022) normal. US de abdome total (2022) normal. EEG (2023)

normal.

Exame de audicdo: BERA (2018) alteracdo coclear e/ou retrococlear a direita, com limiares
eletrofisicos dentro da normalidade. Na orelha esquerda os resultados obtidos sdo sugestivos
de alteragcdo de carater condutivo. BERA (2019) normal. Ultrassom Pélvico (2022), utero de
forma, contornos e dimensdes normais, textura homogénea pela via abordada. Radiografia da
idade ossea (2022), idade 6ssea de 10 anos e 10 meses, idade cronologica de 8 anos e 8

meses. EEG (2023), normal.

Exames genéticos: cariotipo normal, 46, XX. Microarray (2022), ndo detectou ganhos ou
perdas de segmentos cromossOmicos na amostra. Sequenciamento do genoma completo pela
Gene One, ndo foram detectados nem ganhos nem perdas de segmentos cromossdmicos

considerados patogénicos, provavelmente patogénicos ou de significado incerto.

Analise de exoma:

Durante a anélise de WES foi observada a delegdo de 87 bp dos éxons 2 e 3 do gene
TCF7L2 (OMIM *602228), em heterozigose com o alelo de referéncia (Figura 12). Essa
dele¢do foi confirmada por meio da reandlise do Microarray. Alteragcdes nesse gene foram
recentemente descritas como causais do Transtorno Complexo do Neurodesenvolvimento
[71]. A variante foi classificada como de acordo com os critérios do ACMG (2A-2E: +0.90 -
Sobreposicdo com genes ou regides gendmicas sensiveis a HI/LOF estabelecidos [ambos os

pontos de quebra estdo dentro da regido de codificacdo do mesmo gene].
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Figura 12. Delecao dos éxons 2 e 3, com alelo de referéncia identificado no gene 7CF7L2 da paciente 5. Imagem
criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.
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O gene TCF7L2 (OMIM *602228) codifica um fator de transcri¢do que contém uma
caixa de grupo de alta mobilidade (um fator de transcrigdo estrutural), que atua na homeostase
da glicose no sangue, e esta localizado no cromossomo 10g25.2-q25.3. Variantes patogénicas
neste gene ja foram associadas a diversas doencgas [72], e sabe-se que esse gene possui um

papel chave no desenvolvimento do sistema nervoso [73, 74].

O gene TCF7L2 (Figura 13) ¢ expresso por todo o corpo (Figura 14), mas a é4rea de
interesse para essa pesquisa ¢ o cérebro, nesse 6rgdo ele € mais expresso no cortex frontal
(Figura 15). O cortex frontal € o maior lobo do cérebro e estd associado a fungdes cognitivas
superiores, como: tomada de decisdes, motivagdo, resolucdo de problemas, planejamento,
regulacdo emocional e atencdo, desempenhado pelo cortex pré-frontal; planejamento,
orientagdo espacial e coordenacdo de movimentos voluntarios, desempenhado pelo cortex

motor; e desenvolvimento e manutencao da fala, desempenhado pela area da Broca [75].

Exons 1~6 Exons 7~ 9 Exons 10 ~ 11 Exons 11 ~ 14
| | ! | |

Dominio de ligagdo CTNNB1 Caixa HMG C

Delecio'de 87bp
dos éxons 2 & 3

Figura 13. Representagdo da estrutura do gene 7CF7L2 com a localizagdo da deleg@o encontrada na analise de
exoma.

Bulk tissue gene expression for TCF7L2 (ENSG00000148737.17)

Figura 14. Expressdo do gene TCF7L2 pelo corpo humano, cada tecido ¢ representado por uma cor diferente. A
informagao foi compilada em transcritos por milhdo (TPM). A imagem foi gerada pelo portal gtex.
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Bulk tissue gene expression for TCF7L2 (ENSG00000148737 17)

Figura 15. Expressdo do gene TCF7L2 no cérebro humano A informagdo foi compilada em transcritos por
milhdo (TPM). A imagem foi gerada pelo portal gtex.

A delegdao no gene TCF7L2 ocorreu no dominio de ligagdo CTNNBI1 (Figura 13).
Nesse dominio ocorre a ligagdo da proteina codificada pelo gene com a beta-catenina,
responsavel pela via de sinalizagdo Wnt e pela homeostase celular. Com a delecdo ¢ provavel
que a ligagdo entre no dominio ndo ocorra da maneira apropriada. Variantes nos genes
TCF7L2 e CTNNBI ja foram extensamente relacionadas ao cancer [76], porém, atualmente
(2025), ja existem pesquisas descrevendo o papel desses genes no neurodesenvolvimento e
como a falta do seu funcionamento correto pode estar relacionado com DI e outros distirbios

do neurodesenvolvimento [77 e 78].

Um estudo realizado em 2024 por Dias et al. [79] avaliou 11 pacientes com
pré-diagnostico de DI que apresentavam mutagdes de novo em heterozigose no gene TCF7L2.
Esse estudo contribuiu para o estabelecimento de um fenotipo esperado para pessoas afetadas
pelo Transtorno Complexo do Neurodesenvolvimento. Dos 11 pacientes analisados: todos
apresentaram DI e ADNPM em diferentes niveis (de baixo a médio); TEA foi frequentemente
observado, assim como déficit de atengdo com hiperatividade; miopia também foi identificada
em metade dos pacientes, sendo severa em dois deles. Diversos pacientes apresentaram

dismorfias craniofaciais, sendo elas variadas.

Levando em consideragdo os achados da andlise de WES e do quadro clinico relatado
por Dias et al. em sua pesquisa [79], a alteracdo dos éxons 2 € 3 do gene TCF7L2 ¢ a provavel

causa do quadro de DI-S da paciente 5.

5.6 — Paciente 6

Trata-se da primeira filha de casal jovem, cuja mae nao sabe informar sobre
consanguinidade. Foi encaminhada ao ambulatério de genética clinica do HUB aos 13 anos
devido a DI e baixa estatura e incluida no projeto aos 18 anos. O pai da paciente apresenta um

quadro de DI e o avd materno apresenta dislipidemia e DI (Figura 16).
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Figura 16. Heredograma da familia da paciente 6.

Historico de neurodesenvolvimento: foi prematura de 30 semanas, nasceu de parto normal e
ficou 45 dias internada na UTI, apds esse periodo recebeu alta. Teve sepse bacteriana e
fungica, apneia, doenga da membrana hialina e convulsdes. Engatinhou com nove meses,
andou com um ano e dois meses, comecou a falar com um ano ¢ trés meses. Fez estimulacao
precoce até os trés anos. Tem dificuldade de aprendizado, porém consegue ler e escrever. E

independente quanto a higiene. Queixa-se frequentemente de dor no estdmago.

Exame fisico aos 17 anos: peso 43,45 kg (p3-p5), estatura 1,43 m (<p3), perimetro encefalico
52,5 cm (p2-p50). Orelhas normais € normoimplantadas, membros proporcionais, pregas

palmares normais.

e Dismorfias Craniofaciais: aparente microcefalia, testa estreita e curta, aparente
hipertelorismo ocular, base nasal alargada com columelas visiveis, filtro curto e

bem marcado, palato alto, denti¢ao mista.

Exames de imagem: RM (2022), focos esparsos de hipersinal T2/Flair na substancia branca

dos lobos frontais e centros semiovais indeterminados, espessamento mucoso

maxiloesfenoetmoidal e cisto de reten¢ao/p6lipo no seio maxilar direito.

Exames de genética: Cariotipo (2020), normal, 46, XX.

Analise de Exoma:
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Durante a andlise de WES ndo foram encontradas variantes patogénicas,
provavelmente patogénicas ou VUS em genes que expliquem o quadro da paciente 6. Com o
surgimento de outras caracteristicas pode ocorrer a correlacdo de alguma variante com uma
sindrome que explique a DI sindromica. Com a reanalise do exoma a cada 3 anos e as visitas
anuais ao HUB, ¢ possivel que em alguns anos, com o avango do conhecimento sobre a

funcao de genes ligados ao neurodesenvolvimento, seja possivel a realizacdo do diagndstico.

5.7 — Paciente 7
Trata-se de filha tnica de casal jovem, ndo consanguineo, com 3 anos. Foi
encaminhada ao ambulatério de genética clinica do HUB aos 8 dias de vida devido a

ADNPM, convulsdes ¢ malformacao do trato urinario.

A historia familiar revelou membros da familia do avoé materno da paciente afetados.
O irmao do avd tem problema renal e aguarda transplante € um sobrinho de 42 anos tem perda

de proteina na urina, sequela de meningite ocorrida durante a infancia (Figura 17).
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MEo afetado

ADMPM, convulsdo, malformagdo
do trato urinario e hidronefrose

Problema renal

0Os @ O
mE |

Perda de proteina na urina

Figura 17. Heredograma da familia da paciente 7.

Histérico de neurodesenvolvimento: gestacdo sem intercorréncias, com pré-natal desde o

inicio. Usou vitaminas ¢ ndo fumou durante a gestagdo. Na ecografia realizada com 35
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semanas foi identificado hidronefrose e que o bebé estava em posi¢do pélvica. A ecografia foi
repetida com 38 semanas ¢ o bebé continuava pélvico e entdo, com 39 semanas, foi realizado
o parto por cesarea. Foi avaliado olhar conjugado para cima na paciente. Recebeu alta com 24

dias. Usou cefalexina como profilaxia para a hidronefrose.

Exame fisico aos 2 anos: peso 9.830 g (p5-pl0), estatura 82 cm (pl10-p25). Membros

proporcionados, pregas palmares normais, genitalia feminina normal.

e Dismorfias Craniofaciais: fontanela anterior aberta, testa curta, abaulada,
hipertricose frontal e no dorso, fendas palpebrais retas, sem epicanto, nariz
curto, globoso, ponte nasal larga, narinas antevertidas, palato estreito,
exterioriza a lingua, as orelhas sdo rodadas para tras, com hipoplasia da hélice
com borda anti-hélice.

e OQutras Dismorfias: abdome volumoso, flacido. Dedos algo afilados com unhas

estreitas. Crianga hipoativa.

Exames de imagem: Ecografia de abdome total (2021) leve aumento difuso da ecogenicidade
do parénquima renal bilateralmente, sinais de duplicagdo pielocalicinal esquerda,
hidroureteronefrose bilateral. Ultrassonografia dos rins e vias urinarias (2021) moderada e
acentuada hidronefrose bilateral, bexiga de aspecto normal. Uretrocistografia miccional
(2021) refluxo vesico-ureteral grau V a esquerda. TC de cranio (2022) plagiocefalia
posicional posterior direita. EEG (2022) sem anomalias. Cintilografia renal estatica (2022)
rins com aspecto hidronefrotico, com funcdo tubular preservada, sem evidéncias de cicatrizes

corticais.

Exame oftalmoldgico: sem alteragoes.

Exame de triagem auditiva (EOA): normal.

Exames genéticos: Painel Movimente (Distirbios do Neurodesenvolvimento e do

Movimento): auséncia de variantes isoladas que justifiquem o quadro clinico.
Analise de Exoma:

Durante a analise de WES foi encontrada uma variante provavelmente patogénica no
gene PI/GT da paciente 7 (PM2 — Provavelmente patogénico: frequéncia extremamente baixa
em bancos de dados populacionais; PP3 — Provavelmente patogénico: para uma variante na
regido de splicing ou do tipo sentido trocado, as ferramentas de previsao computacional
apoiaram unanimemente um efeito deletério no gene e PP5 — Patogénico: fonte confiavel
relata recentemente a variante como patogénica, mas a evidéncia ndo esta disponivel para o
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laboratério realizar uma avaliagdo independente) e outra variante classificada como VUS no
mesmo gene (PM2 — Provavelmente patogénico: frequéncia extremamente baixa em bancos
de dados populacionais e PP3 — Provavelmente patogénico: PP3 — Provavelmente patogénico:
para uma variante na regido de splicing ou do tipo sentido trocado, as ferramentas de previsao
computacional apoiaram unanimemente um efeito deletério no gene). A variante ¢.550G>A
(p.E184K) (Provavelmente patogénica) foi identificada no éxon 4 do gene PIGT (Figura 18) e
a variante c.1553C>G (VUS) (p.P518R) (rs774753616) foi identificada no éxon 12 do mesmo
gene (Figura 19). Ambas sdo do tipo sentido trocado e se encontram em heterozigose com o
alelo de referéncia. Variantes no gene PI/GT ja foram descritas pacientes com a Sindrome de
Multiplas Anomalias Congénitas-Hipotonia-Convulsdes (OMIM #615398). A cobertura da
variante ¢.550G>A foi de 140 vezes, A: 64 (48%), G: 73 (52%) e da variante ¢.1553C>G foi
de 58 vezes, C: 36 (62%), G: 22 (38%)).
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Figura 18. Variante ¢.550G>A em heterozigose com o alelo de referéncia identificado no gene PIGT da paciente
7. Imagem criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.
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Figura 19. Variante ¢.1553C>G em heterozigose com o alelo de referéncia identificado no gene PIGT da 7.
Imagem criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.
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O gene PIGT (OMIM *610272) ¢ expresso no corpo todo, tendo como principal
fun¢do a codificagdo de uma subunidade (classe T de biossintese de fosfatidilinositol-glicano)
que faz parte de um complexo (complexo transamidase heteropentamérico) que catalisa a
ligacdo de proteinas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) (um glicolipidio complexo), uma das
modificacdes pds-traducionais mais comuns em células eucaridticas [80]. Proteinas ancoradas
ao GPI possuem papéis vitais em processos biologicos, sendo os mais relevantes para esse

trabalho a diferenciagdo de neurdnios e o processo da apoptose neural.

Na analise realizada pelo software AlphaMissense, a substituicdo de acido glutdmico
por lisina no aminoacido de nimero 184 (Figura 20) e a substitui¢ao de prolina por arginina
do aminoicido de niimero 518 (Figura 21) foram ambas classificadas como patogénicas
(p.E184K, mean 0.999 e p.P518R, mean 0.922). Isso indica que uma mudanca na
conformac¢do da proteina e na diminuicdo da sua estabilidade, confirmadas pela analise feita
no DynaMut2 (p.E184K, DDG= -0,69 kcal/mol e p.P518R, DDG= -0.55 kcal/mol) (Figura 22
a Figura 27).

PIGT (PIGT_HUMAN, Q969N2, ENST00000279036.12) ([

a o H
a.a. benign ambiguous  pathogenic mean
Ly i e
R178 1Q 2:6,W 2:LP 0578
6:A,D,GK.QV 0988
V180 2ZAM 2GL 1:E 0434 ]
V181 1l 5:ADFGL 0.761
For all possible replacements:
benign: None
LAl ambiguous: None
(\L:Cl pathogenic: 19:A,C,D.F,GH,IKLMN,P,QRSTV,WY
B[ mean: 0.999
T187 5:ALN,PS 095
p188 GAHLRST 0985

5:CG,LRS 0.989
Figura 20. Esquematizacdo 3D da proteina codificada pelo gene PIGT (esquerda) e tabela de residuos de
aminoacido que formam a proteina (direita), com suas possiveis variantes e a classificagdo da ACMG delas. O

residuo afetado (E184) esta destacado em vermelho a esquerda. A direita, as possiveis variantes para o residuo
estdo evidenciadas. Imagem retirada do servidor da web do software AlphaMissense.
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PIGT (PIGT_HUMAN, Q969N2, ENST00000279036.12)
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Figura 21. Esquematizacdo 3D da proteina codificada pelo gene PIGT (esquerda) ¢ tabela de residuos de
aminoacido que formam a proteina (direita), com suas possiveis variantes ¢ a classificagdo da ACMG delas. O
residuo afetado (P510) estd destacado em vermelho & esquerda. A direita, as possiveis variantes para o residuo
estdo evidenciadas. Imagem retirada do servidor da web do software AlphaMissense.

Results
Predicted Stability Change (AAGS'Piity) Mutation Details
-0.69 kcal/mol Chain: T
Position: 184
{Destabilising) Wild-type: E
Mutant: K

Figura 22. Predigdo da mudanga da estabilidade da proteina codificada pelo gene PIGT apds a sua modificagdo
pela variante c.550G>A (p.E184K). Imagem retirada do servidor da web do DynaMut2.
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Figura 23. Conformagdo e interagdes moleculares do aminoacido 184 e aminoacidos proximos. Esses
aminodacidos fazem parte da cadeia polipeptidica codificada pelo gene PIGT. Imagem retirada do servidor da
web do DynaMut2.

Interactions

Clash VDW Hydrogen Bond lonic

Hide . Show Hide Show Hide - Show Hide Show
Aromatic Hydrophaobic Carbonyl Palar

Hide Show Hide ® s Hide @) Show Hide ® -

Figura 24. Conformagdo e interagdes moleculares do aminoacido 184 e aminoacidos proximos. Esses
aminoacidos fazem parte da cadeia polipeptidica codificada pelo gene PIGT mutado. O gene possui a variante
¢.550G>A (p.E184K). Imagem retirada do servidor da web do DynaMut2.
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Results
Predicted Stability Change (AAGS™0itY)

Mutation Details

-0.55 keal/mol Chain: T
Position: 518

(Destabilising) Wild-type: P
Mutant: R

Figura 25. Predigdo da mudanga da estabilidade da proteina codificada pelo gene PIGT apds a sua modificagdo
pela variante ¢.1553C>G (p.P518R). Imagem retirada do servidor da web do DynaMut2.
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Figura 26. Conformagdo e interacdes moleculares do aminodcido 518 e aminoacidos proximos. Esses
aminoacidos fazem parte da cadeia polipeptidica codificada pelo gene PIGT. Imagem retirada do servidor da
web do DynaMut?2.
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Figura 27. Conformagdo e interagdes moleculares do aminoacido 518 e aminoacidos proximos. Esses
aminoacidos fazem parte da cadeia polipeptidica codificada pelo gene P/IGT mutado. O gene possui a variante

¢.1553C>G (p.P518R). Imagem retirada do servidor da web do DynaMut2.

A simulagdo realizada pelo software DynaMut2 (Figura 22 a Figura 27) demonstrou a
modificacdo da conformacdo da proteina codificada pelo gene PIGT quando ele possui as
variantes encontradas durante a analise de exoma. Em ambos os casos ocorreu a modificagao
das ligacdes moleculares entre o aminoécido alterado e os aminoacidos normais proximos
(Figura 23 e 24, Figura 26 e 27). Essa reorganizagdo gerou a desestabilizagdo da proteina
(Figura 22 e Figura 25), mudando, com isso, o seu enovelamento e provavelmente causando
perda de func¢do, isso devido a incapacidade de se ligar com as moléculas necessarias para a

realizacdo da sua func¢ao.

A Sindrome de Multiplas Anomalias Congénitas-Hipotonia-Convulsdes ¢ causada por
variantes patogénicas em homozigose ou em heterozigose composta no gene P/GT localizado
no cromossomo 20ql3. A sindrome com padrdo de heranca autossomico recessivo ¢
caracterizada por hipotonia neonatal, ADNPM, convulsdes, dismorfias faciais e anomalias
congénitas envolvendo os sistemas cardiaco, urinario e gastrointestinal. A maioria dos
individuos afetados faleceu antes dos 3 anos de idade devido ao defeito na biossintese de
glicosilfosfatidilinositol [80]. O quadro apresentado pela paciente 7 € compativel com o
diagnostico para a sindrome, porém as duas variantes encontradas sdo somente sugestivas de

heterozigose composta, sendo necessaria a realizacio de exames adicionais, como
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sequenciamento de Sanger ou WES dos pais, para a confirma¢do da fase das variantes e do

diagnostico.

Ademais, durante a analise de WES foi encontrada a variante ¢.227T>C (p.L76P), do
tipo sentido trocado, em heterozigose com o alelo de referéncia no exon 2 do gene INF2
(OMIM *610982) (Figura 28). Essa variante foi descrita em dois artigos [81, 82] em pacientes
com Glomerulosclerose Segmentar Focal (OMIM #613237). A variante foi classificada como
VUS de acordo com os critérios do ACMG (PM1 — Provavelmente patogénico: a variante
ndo-truncada e ndo-sindnima esta localizada em um hot spot mutacional e/ou dominio
funcional critico e bem estabelecido, PM2 — Provavelmente patogénico: frequéncia
extremamente baixa em bancos de dados populacionais e PP3 — Provavelmente patogénico:
PP3 — Provavelmente patogénico: para uma variante na regido de splicing ou do tipo sentido
trocado, as ferramentas de previsdo computacional apoiaram unanimemente um efeito

deletério no gene). A cobertura da variante foi de 147 vezes, C: 68 (46%), T: 79 (54%).
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Figura 28. Variante ¢.227T>C em heterozigose com o alelo de referéncia identificado no gene /NF2 da paciente
7. Imagem criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.

O gene INF2 (OMIM *610982) atua na formagao geométrica dos filamentos de actina,
por meio da cisdo da actina e da aceleragdo de polimerizacdo e despolimerizagdo dela.
Ademais, o gene também ¢ necessario para realizacao efetiva da fissdo mitocondrial [83]. A
analise realizada pelo sofiware AlphaMissense (Figura 29) classificou a modificagdo do
aminoacido de numero 76 da cadeia polipeptidica de leucina para prolina como patogénica
(p.L76P, mean 0.446). Essa classificagdo esta relacionada a desestabilizagdo da proteina
causada por essa alteracdo. A Glomeruloesclerose Segmentar Focal ¢ uma doenca renal
hereditaria e ¢ causada por variantes patogénicas em heterozigose no gene INF2, localizado
no cromossomo 14q32.33. Ela é associada a proteinuria, a Sindrome Nefrética e a perda

progressiva da fun¢ao renal [83].
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INF2 (INF2_HUMAN, Q27J81, ENST00000392634.9)

& @ )
a.a. benign ambiguous  pathogenic mean '

—
ZMV 3:PQR 0.806
E70 1:Q 4ADGK v 0417
Qn 5:EHKLR 1:P 0.228
572 4CGNT 2R 0.187
6:ACD.RSV 0948
e For all possible replacements: 0746
Ly 0.664

D75

L77

L78

E79

A80

La1

benign:
ambiguous:
pathogenic:
mean:
4AD,G,Q
2.G,5

1V

6:F LMQRV

TACHKSTW 0334 I

&DEGNP)Y R

0.446

2KV

2TV

1M

2:EP

3:PQR

0819

0.722

0.297

0.56

0.723

Figura 29. Esquematizacdo 3D da proteina codificada pelo gene INF2 (esquerda) e tabela de residuos de
aminoacido que formam a proteina (direita), com suas possiveis variantes e a classificacdo da ACMG delas. O
residuo afetado (L76) estd destacado em vermelho & esquerda. A direita, as possiveis variantes para o residuo
estdo evidenciadas. Imagem retirada do servidor da web do software AlphaMissense.

A paciente 7 possui uma variante VUS no gene INF2, que ¢ um dos 13 genes cuja
alteracdo ¢ associada a proteintiria e a glomerulosclerose. Como previamente mencionado, a
variante p.Leu76Pro encontrada no WES da paciente ja foi descrita na literatura em pacientes
com a Glomerulosclerose Segmentar Focal [84, 85]. Dessa forma, essa variante pode ser a

causa do quadro de hidronefrose da paciente.

5.8 — Paciente 8

Trata-se de filha tUnica de casal jovem, ndo consanguineo, com 9 anos. Foi
encaminhada ao ambulatorio de genética clinica do HUB aos 6 anos devido a ADNPM,
microcefalia, disturbio comportamental e dismorfias. A mae fez uso de Nimesulida e &lcool

com frequéncia durante a gestacdo (Figura 30).
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Figura 29. Heredograma da familia da paciente 8.

Historico de neurodesenvolvimento: nasceu de parto cesarea. Crianca hipotonica, firmou o
pescogo apos os dois anos, apos acompanhamento no SARAH. Sentou com dois anos e
comecou a andar com quase trés anos. Comecou a falar com trés anos. Avo materna refere
que ¢ uma crianca muito agressiva, tanto hetero quanto auto-agressiva. Possui atraso no
desenvolvimento, fala somente algumas palavras. Teve 2 episddios de convulsdo com cerca
de 1 ano de idade. Possui estereotipias de bater palmas, bater punhos no peito, roer as unhas,

tricofagia. Nao conhece letras, cores e nimeros, porém compreende comandos basicos.

Exame fisico com 9 anos: peso 20,3 kg (<p3), estatura 1,20 m (<p3), perimetro encefalico
49,7 cm (p2-p50). Membros sem anomalias, maos com pregas palmares bem marcadas, sem

clinodactilias, orelhas normoimplantadas.

e Dismorfias Craniofaciais: microcefalia, pingamento biparietal importante, face

alongada, fendas palpebrais retas, raiz e ponte nasal médias.
Exames de imagem: Ecocardiograma (2022), displasia discreta da valva tricispide, com

regurgitacdo discreta.

Outros exames: Audiometria de onda V (2017), elevacao do limiar da onda V, bilateralmente.
Glicina (2017), 426.8 (VR: 83 a 207.2) [as vezes acontece um nivel elevado no teste do
pezinho, na primeira realizacdo do exame, pode abaixar com o tempo]. MS/MS (2021),

normal, sem aumento de glicina.
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Exames genéticos: Sindrome do X Fragil (2018), negativo (cerca de 28 repeticdes de CGG).
Rett-MECP2 (2018), sem mutagdes nos éxons 2, 3 ¢ 4 do gene MECP2. MLPA para Rett

(2018), sem alteragdes. Painel Movimente (2022), auséncia de variantes que isoladamente

justifiquem o quadro clinico. Cariotipo (2022), normal, 46, XX.

Anadlise de Exoma:

Durante a analise de WES foi identificada a variante c.1318T>C (p.F440L), do tipo
sentido trocado, em heterozigose com o alelo de referéncia, no éxon 12 do gene NARSI
(OMIM *108410) (Figura 31). Variantes no gene NARS! ja foram descritas em pacientes com
o Transtorno de Neurodesenvolvimento com Microcefalia, Prejuizo da Linguagem, Epilepsia
e Anormalidades da Marcha (OMIM #619092). A variante foi classificada como VUS de
acordo com os critérios do ACMG (PM2 - Provavelmente patogénico: frequéncia
extremamente baixa em bancos de dados populacionais, PP3 — Provavelmente patogénico:
para uma variante sentido trocado ou na regido de splicing, as ferramentas de previsao
computacional apoiam unanimemente um efeito deletério no gene e PP2 — Provavelmente
patogénico: Variante sentido trocado em um gene com baixa taxa de variantes sentido trocado
benignas e para o qual mutagdes sentido trocado sao um mecanismo comum de doengas). A

cobertura da variante foi de 181 vezes, A: 104 (57%), G: 77 (43%).

IGV chr1g:55,270,090-55.270,128 @ 39 b (Cursor Guide | [ Center Line | (I (Save sva ° ® 0
( I )

270,080 bp ) 55,270,100 bp ) 55,270,110 bp ) 55.270,120 bp

@ A 6 T T 6 A T C T G C A G A G G A A AT G G AGCACAGSGC A AG AT T G G T N

Chr6:21.595.258

Figura 31. Variante c.1318T>C em heterozigose com o alelo de referéncia identificado no gene NARS! da
paciente 8. Imagem criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.

O gene NARS! (asparaginil-tRNA sintetase citoplasmatica) ¢ parte de uma familia de
enzimas altamente especializadas que mediam a transferéncia de aminoacidos para o tRNA
tanto no citoplasma quanto na mitocondria, reagdo necessaria para a traducdo de proteinas. O
gene NARS] realiza essa fungdo no citoplasma, enquanto o gene NARS?2 realiza seu papel na

mitocondria [86].
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O NARSI ¢ expresso por todo o corpo (Figura 32), sendo de principal interesse a sua
expressdo em diversas partes do cérebro (Figura 33). No cérebro, o NARS ¢ expresso em
maior quantidade nos hemisférios cerebelares e no cortex frontal (Figura 33), e ja foi descrito
na literatura que a perda de fungdo de NARS! afeta a proliferacdo dos organoides cerebrais no
cortex, levando ao tamanho reduzido deles, caracteristico de microcefalia [86]. Os
hemisférios cerebelares sdo a maior parte do cerebelo, regido do cérebro responsavel pela
coordenagdao motora, controle dos movimentos voluntarios ¢ balanco [93]. Menos conhecida ¢é
a funcdo dessa regido do cérebro em agdes ndo motoras, sendo elas: fungdes sensoriais,
cognitivas, afetivas e de funcdo social [93, 94]; expectativa de receber recompensa ao realizar

uma tarefa [93, 95]; e controle de fungdes autonomas e excitagao [93, 96].

Bulk tissue gene expression for NARS (ENSG00000134440.11)
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Figura 32. Expressdo do gene NARS pelo corpo humano, cada tecido ¢ representado por uma cor diferente. A
informac@o foi compilada em transcritos por milhdo (TPM). A imagem foi gerada pelo portal gtex.
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Figura 33. Expressdo do gene NARS no cérebro. A informagdo foi compilada em transcritos por milhdo (TPM).

A imagem foi gerada pelo portal gtex.

O gene NARSI ¢ mais expresso nos éxons 14 — 11 (Figura 34). Esse fato ¢ relevante,

pois a variante foi localizada no éxon 12 do gene NARS da paciente.
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Figura 34. Exons do gene NARS em todos os tecidos nos quais ele é expresso. O cortex frontal estda marcado em
vermelho. Imagem gerada pelo portal gtex.

A andlise realizada pelo software AlphaMissense (Figura 35) classificou a mudanga de
fenilalanina para leucina no residuo de aminodcido de numero 440 como patogénica
(p.F440L, mean 0.987). Isso sugere que a alteracdo afetaria a estabilidade da proteina, o que

foi confirmado pelo DynaMut2 (Figura 36 a 38).
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NARS1 (SYNC_HUMAN, 043776, ENST00000256854.10)

& ® &
a.a. benign ambiguous  pathogenic mean
P434 2AT 1L 3:QRS 0.552
1435 v 1L S:EMNST 0.704
L436 2F,M v 2:5W 0.532
5:M,P.QRV 0.893
caza  For all possible replacements:
R439
benign: None
ambiguous: None
pathogenic: 19:A,C,D,EGHLKLMN,P,QRSTV,WY
V442 | mean: 0.987
E443 5:ADGKQ 1w 0.24 [}
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S446 TA 5:CFPTY 0.732 v

Figura 35. Esquematizagdo 3D da proteina codificada pelo gene NARS (esquerda) e tabela de residuos de
aminoacido que formam a proteina (direita), com suas possiveis variantes e a classificacdo da ACMG delas. O
residuo afetado (F440) estd destacado em vermelho & esquerda. A direita, as possiveis variantes para o residuo
estdo evidenciadas. Imagem retirada do servidor da web do software AlphaMissense.

A andlise realizada pelo DynaMut2 sugere que a alteracdo do aminoéacido 440 de
fenilalanina para leucina causa a desestabilizacdo (p.F440L, DDG= -1.44 kcal/mol) (Figura
36) da conformacao da proteina devido a alteragdo de diversas interagdes moleculares entre os
aminoacidos que formam a cadeia polipeptidica, observavel ao se comparar as Figuras 37 e

38.

Results
Predicted Stability Change (AAGS'P!IY) Mutation Details
Chain: A
-1.44 keal/mol o
Position: 440
(Destabhilising) Wild-type: F
Mutant: L

Figura 36. Predigdo da mudanga da estabilidade da proteina codificada pelo gene NARS apds a sua modificagdo
pela variante ¢.1318T>C (p.F440L). Imagem retirada do servidor da web do DynaMut2.
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Interactions

Clash VDW Hydrogen Bond lonic
Aromatic Hydrophobic Carbonyl Polar

Figura 37. Conformagdo e interacdes moleculares do aminodcido 440 e aminoacidos proximos. Esses
aminoacidos fazem parte da cadeia polipeptidica codificada pelo gene NARS. Imagem retirada do servidor da
web do DynaMut?2.

Interactions

Clash VDW Hydrogen Bond lonic
Aromatic Hydrophobic Carbonyl Polar

Figura 38. Conformagdo e interacdes moleculares do aminodcido 440 e aminoacidos proximos. Esses
aminoacidos fazem parte da cadeia polipeptidica codificada pelo gene NARS mutado. O gene possui a variante
¢.1318T>C (p.F440L). Imagem retirada do servidor da web do DynaMut2.

O Transtorno de Neurodesenvolvimento com Microcefalia, Prejuizo da Linguagem,

Epilepsia e Anormalidades da Marcha ¢ causado por variantes patogénicas em heterozigose
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no gene NARSI, localizado no cromossomo 18q21. Ele é caracterizado por microcefalia,
dificuldade de se comunicar verbalmente, epilepsia e anomalias ao caminhar. Individuos
afetados normalmente comecam a caminhar mais tarde do que o normal e andam de maneira
anormal, com ataxia ou espasticidade. O distarbio também ¢ acompanhado de DI, dismorfias

faciais e microcefalia progressiva. A maioria dos pacientes sofre convulsdes durante a

infancia [97].

O quadro apresentado pela paciente 8, de DI, dificuldade de fala e ADNPM, condiz
com o transtorno, tornando a variante encontrada durante a analise de WES a provavel causa
do quadro de DI-S dela. Esse transtorno pode até mesmo explicar as duas crises convulsivas

que a paciente sofreu com 1 ano de idade.

5.9 — Paciente 9

Trata-se da primeira filha de casal jovem e ndo consanguineo. Foi encaminhada ao
ambulatdrio de genética clinica do HUB aos 3 anos devido a quadro de TEA sindrémico e
irmao com dislexia. O pai da paciente apresenta um quadro de DI e baixa estatura e foi
incluida no projeto aos 6 anos. Ademais, a mae da paciente tem um sobrinho com TEA e o pai

tem um tio com epilepsia (Figura 39).
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Figura 39. Heredograma da familia da paciente 9.

Historico de neurodesenvolvimento: nao forma frases e apresenta dificuldade na formacao de

palavras. Estd na escola, mas ndo socializa com as outras criancas. Apresenta hetero e
autoagressividade. Demonstra irritabilidade com barulhos e apresenta estereotipias. Costuma
enfileirar os brinquedos. SO aceita ver um desenho animado especifico. Apresentou um

episodio de convulsdo com 1 ano e 10 dias. Teve episodios febris associados a cefaléia.
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Exame fisico aos 3 anos e 10 meses: peso 15,3 kg (p75-p90), estatura 1,01 m (p90-p95),

perimetro cefalico 51 cm (p50-p98). Pregas palmares regulares, genitdlia feminina tipica,

normocefalia, orelhas normoimplantadas.

e Dismorfias Craniofaciais: hirsutismo em fronte, pingamento bifrontal, sinofre

discreta, desorganizacdo das sobrancelhas no terco médio, epicanto bilateral,
hipertelorismo ocular, fendas palpebrais obliquas para baixo, sobredobramento
de hélices, lobos proeminentes, raiz nasal média, ponte nasal alargada, base
bulbosa, filtro nasolabial apagado.

e OQutras Dismorfias: clinodactilia de quartos e quintos pododactilos

bilateralmente, pectus carinatum.
Exames de imagem: Ultrassonografia do abdome total (2022), normal.

Exame de audicdo: Audiometria (Avaliagdo Audiolédgica Infantil) (2022), audi¢ao normal.

Exames genéticos: Cariotipo (2022), normal, 46, XX. Sindrome do X Fragil (2022), negativo.
Analise de Exoma:

Na anélise de WES foi encontrada a variante ¢.20_25del (p.Q7_P8del) (rs779757186),
do tipo ndo-mudanga de matriz de leitura, em heterozigose com o alelo de referéncia, no éxon
1 do gene SETD2 (OMIM *612778)(Figura 40). Variantes nesse gene ja foram descritas na
literatura como causais da Sindrome de Luscan-Lumish (OMIM #616831). A variante foi
classificada como VUS de acordo com os critérios do ACMG (PM2- Provavelmente
patogénico: frequéncia extremamente baixa em bancos de dados populacionais ¢ PM4 -
Provavelmente patogénico: Alteragdes no comprimento da proteina resultante de
exclusdes/insercdes no quadro de leitura em uma regido ndo repetida ou uma variante de

parada). A cobertura da variante foi de 82 vezes, C: 82 (100%).
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Figura 40. Variante c.20 25del em heterozigose com o alelo de referéncia identificado no gene SETD2 da
paciente 9. Imagem criada pelo programa IGV — Integrative Genome Viewers.

O gene SETD2 (OMIM *612778) codifica uma proteina que pertence a familia das
metiltransferase, que atuam na regulacdo das histonas, tendo com isso um importante papel da
regulacdo de genes [98]. Ademais, o gene esta envolvido em outros processos fisioldgicos,

como o reparo e replicacdo de DNA e a manutencao da estabilidade genomica [99, 100].

SETD? ¢é expresso em todo o corpo (Figura 41), sendo o cérebro o principal 6rgao de
interesse para o quadro da paciente. Nesse 6rgdo, a taxa mais alta de expressao de SETD2 € no
cerebelo (Figura 42). Durante muitos anos se acreditou que o principal papel do cerebelo era
no planejamento e na execugao de movimentos, porém atualmente ja se sabe que a maior
parte do cerebelo estd associado a redes cerebrais envolvidas na cogni¢do [101], assim como

no controle de emogdes e no desenvolvimento da fala ¢ das interagdes sociais [102].

Bulk tissue gene expression for SETD2 (ENSG00000181555.20)

TPM

Figura 41. Expressao do gene SETD?2 pelo corpo humano, cada tecido ¢ representado por uma cor diferente. A
informagao foi compilada em transcritos por milhdo (TPM). A imagem foi gerada pelo portal gtex.
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Bulk tissue gene expression for SETD2 (ENSG00000181555.22)
1204

Figura 42. Expressdo do gene SETD2 no cérebro humano. A informacao foi compilada em transcritos por milhdo

(TPM). A imagem foi gerada pelo portal gtex.

A Sindrome de Luscan-Lumish ¢ causada por variantes patogé€nicas em heterozigose
com o alelo de referéncia no gene SETD2, localizado no cromossomo 3p21. Trata-se de um
disturbio de crescimento caracterizado por macrocefalia, alta estatura, DI, atraso na fala, TEA
e ADNPM [103]. Um estudo realizado em 2023 por Parra et al. [103] investigou 18 pacientes
com variantes no gene SETD2, nem todas causais da Sindrome de Luscan-Lumish. Dos
pacientes afetados por essa sindrome, um possuia uma variante no mesmo residuo (de nimero
7) de glutamina da paciente 10039, demonstrando que alteragdes no primeiro éxon podem
causar a doenca. As principais caracteristicas apresentadas por pacientes afetados por essa
sindrome foram: macrocefalia, crescimento excessivo, TEA, DI, atraso na fala ¢ ADNPM.
Devido a semelhanca do quadro clinico da paciente 9 com o que foi relatado por Parra et al.,

a variante ¢.20 25del, encontrada na analise de WES, ¢ a provavel causa da DI-S da paciente.

5.10 — Paciente 10

Trata-se de filha Unica de casal jovem e ndo consanguineo. Foi encaminhada ao
ambulatorio de genética clinica do HUB aos 3 anos devido a fenda labial e palatina bilateral,
defeito na vértebra sacra e ADNPM (Figura 42) e incluida no projeto aos 6 anos. O pai da

paciente apresenta macrocefalia.
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Figura 42. Heredograma da familia da paciente 10.

Histérico de neurodesenvolvimento: ao nascimento aparentava fissura labial bilateral

associada a fenda palatina, com correcdo das fissuras labiais feita aos 4 anos. A mae relata
atraso no desenvolvimento da paciente notado aos 8 meses de vida; ela ainda ndo se sentava.
A probanda ndo fica em pé sozinha, mas consegue andar sem apoio. Nao possui controle
esfincteriano nem desenvolvimento da fala. De acordo com a mae, a probanda consegue se
comunicar apontando para o que quer e¢ entende e atende a comandos. Os marcos do
desenvolvimento apresentados sao compativeis com uma crianga de 1 ano de idade.

Frequentava estimulacdo precoce, em 2023 iniciou educagao infantil em escola especial.

Exame fisico aos 4 anos ¢ 3 meses: peso 13,7 kg (pS-p10), estatura 96 cm (p10-p25), PC 53
cm (>p98). Nao apresenta estigma sacral. Maos com palmas fofas, sem altera¢dao de pregas.
ACV sem sopro, abdome sem visceromegalia, genitdlia feminina sem anormalidades, orelhas

normoimplantadas.

e Dismorfias Craniofaciais: assimetria facial, macrocefalia, hemiface direita
menor que a esquerda, fronte ampla, bossas parietais, maior a direita, raiz nasal
média, fendas palpebrais obliquas para cima, telecanto aparente, dorso
alargado, ponta nasal desabada, cicatriz de fenda labial bilateral, hipoplasia de
lobo, fenda palatina completa de palato duro e mole, mordida aberta;

e Outras Dismorfias: pés com metatarso valgo, mancha hipocromica de 3 cm X

1,5 cm na nadega esquerda.
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Exames de imagem: Ecografia renal e das vias urinarias (2019) sem evidéncias de alteragdes.

Ecocardiograma Transesofagico (2019) sinais de hemorragia subependimaria a esquerda com
grau 1 de palpite. Ecocardiograma (2019) sem alteracdes. Ecografia da regido lombar (2019),
canal vertebral com didmetros normais em toda a sua extensdo toracica, lombar e sacral.
Medula anatémica com canal central de didmetro normal. Cone medular bem posicionado.
Raizes da cauda equina livres e com movimentacdo. Auséncia de continuidade do saco dural

para a pele. Falha de fusdo do arco posterior de vértebras sacrais.

Exames genéticos: caridtipo normal, 46, XX.

Analise de Exoma:

Durante a andlise de WES ndo foram encontradas variantes patogénicas,
provavelmente patogénicas ou VUS em genes que expliquem o quadro da paciente 10. Com o
surgimento de outras caracteristicas pode ocorrer a correlacdo de alguma variante com uma
sindrome que explique a DI sindrémica. Com a reanalise do exoma a cada 3 anos e as visitas
anuais ao HUB, ¢ possivel que sejam descobertos novos fendtipos que auxiliem no

diagnostico do quadro clinico.

5.11 — Paciente 11

Trata-se da primeira filha de casal jovem e ndo consanguineo. Foi encaminhada ao
ambulatério de genética clinica do HUB aos 2 anos devido a quadro de Sindrome de West,
ADNPM severo, espinha bifida oculta em SI, microcefalia, baixo peso e estatura e

dificuldade de alimenta¢do (Figura 43) e incluida no projeto aos 3 anos.
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Figura 43. Heredograma da familia da paciente 11.

Historico de neurodesenvolvimento: nasceu de parto cesareo com 40 semanas, e teve alta

conjunta com a mae em 2 dias. A mae fez uso de adlcool nos 3 primeiros meses da gestacao.
Sustentou a cabeca aos 4 meses, mas iniciou crises convulsivas com regressdo do sustento
cefalico. Engatinha com apoio dos joelhos e da cabeca no chdo. Nao fala, apresentou
primeiras palavras aos 9 meses, com regressao da fala. Nao come direito, apresenta disfagia.
Acompanhamento na Neurologia (HUB), Gastro (Hospital Regional da Asa Norte),
Fonoaudiologia (Faculdade de Fonoaudiologia da UnB — Ceilandia), Fisioterapia (Faculdade

Uniceplac — Gama) e Pediatria (Sarah).

Exame fisico aos 3 anos e 5 meses: peso 8,01 kg (<p3), estatura 86 cm (p10-p25), perimetro
encefalico 43,7 cm (<p3). ACV sem sopro, abdome sem visceromegalias. Cabelos

normoimplantados, orelhas normoimplantadas. Baixo peso e estatura.

e Dismorfias Craniofaciais: microcefalia, testa estreita e abaulada, olhos fundos,
sobrancelhas arqueadas, nariz curto, com ponta globosa e voltada para baixo,
filtro nasolabial curto, permanece com a boca aberta, palato ogival.

e Outras Dismorfias: estigma sacral de 1,5mm, mancha café com leite em parte

interna da coxa direita, presenga de mancha mongolica.

Exames de imagem: EEG (2022), anormal, mas ndo se observa mais o padrdo caracteristico

da Sindrome de West. RM da coluna (2021), espinha bifida oculta. EEG (2023), normal.

Exames genéticos: Microarray (2020) delecdo intragénica de aproximadamente 345 kb no
braco longo do cromossomo 14, em 14q23.3, delecdo envolvendo o gene GPHN, de

interpretagdo incerta.
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Analise de Exoma;

Na analise de WES, nao foram encontradas variantes patogé€nicas para os genes
relacionados a Sindrome de West, portanto o diagndstico clinico de Sindrome de West do
paciente ndo foi confirmado. Ademais, na analise de WES ndo foram encontradas variantes
patogénicas, provavelmente patogé€nicas ou VUS em genes que expliquem o quadro da
paciente. Como a paciente 11 tem somente 3 anos, pode ser que ela comece a apresentar mais
fenotipos conforme ela for crescendo. Com o aparecimento de outras caracteristicas, pode
ocorrer a alteragdo da proposta de diagndstico clinico. Com a reanalise do exoma a cada trés

anos e as visitas anuais ao HUB, ¢é possivel que acontega o diagnostico da paciente.

5.12 — Paciente 12

Trata-se de filha Unica de casal jovem e ndo consanguineo. Encaminhada ao
ambulatério de genética clinica do HUB aos 1 ano e 11 meses devido a ADNPM e incluida no
projeto aos 3 anos. Pai e mae sdo higidos e negam pessoas na familia com quadro semelhante

ao da paciente; nega quadros de TEA ou DI na familia (Figura 44).

l l I O l:' Mo afetado
2
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Figura 44. Heredograma da familia da paciente 12.

Historico de neurodesenvolvimento: apresenta atraso no desenvolvimento da fala e do

movimento motor. Comegou recentemente a estimulacao precoce. A mae relata que a crianca
tinha mais marcos do desenvolvimento, falava mais palavras, mas houve regressao do quadro.
A mae nega a ocorréncia de crises convulsivas. Sustento cefalico aos 3 meses, sentou sem
apoio aos 7 meses, engatinhou com 1 ano e 2 meses. Mae refere que crianga entende o que

falam para ela, aponta quando quer alguma coisa.

Exame fisico aos 1 ano e 11 meses: peso 10,65 kg (p3-p5), estatura 85,5 cm (p50-p75),
perimetro encefalico 43 cm (<p3). Nao apresenta dismorfias. Microcefalica, com cabelos

normoimplantados, sobrancelhas retas, raiz nasal de implantacdo média, ponte nasal alargada
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e base nasal finas, orelhas normoimplantadas, com simplificacdo de hélice, filtro nasolabial

discretamente marcado, membros proporcionados e pregas palmares presentes.
Exames de imagem: Ultrassom Transfontanelar (2021), normal.
Exames genéticos: Cariotipo (2023), normal, 46, XX.

Analise de WES:

Durante a analise de WES nao foram encontradas variantes patogénicas,
provavelmente patogénicas ou VUS em genes que expliquem o quadro da paciente 12. Como
a paciente ¢ a unica afetada da familia e tem somente 3 anos, pode ser que ndo tenha sido
identificado algum fendtipo que possa contribuir para o diagndstico. Serd necessario o

acompanhamento do desenvolvimento da paciente para analisar mudangas no quadro dela.

5.13 — Paciente 13

Trata-se da primeira filha de casal jovem e consanguineo. Encaminhada ao
ambulatorio de genética clinica do HUB aos 10 anos devido a quadro de DI sindrémica
(Figura 45) e incluida no projeto aos 17 anos. A paciente faz acompanhamento na cardiologia,

na endocrinologia, na reumatologia, na neurologia e na dermatologia no HUB.

1 ﬂl[[ﬂb (O[] naoafetado

1 2 . . DI, baixa estatura, febre reumatica, Corgia

de Svdenham e insuficiéncia mitral discreta

1 N 2 3

Figura 45. Heredograma da familia da paciente 13.

Historico de neurodesenvolvimento: sé sabe ler e escrever o proprio nome. Conta até 30, as
vezes com dificuldade. Tem bom comportamento na escola, mas ndo consegue se desenvolver

bem. Brinca com os amigos, tem boa interacdo social. Gosta de brincar com bonecas, inventa
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historias para elas. Mae relata que ficou internada por 14 dias no HUB por um quadro de
Febre Reumatica com Coréia de Sydenham apods faringite, crise convulsiva e febre. Nao
aprende e esquece o pouco que aprende. Nao sai de casa desacompanhada.Teve menarca aos

14 anos. Tem temperamento calmo.

Exame fisico aos 16 anos: peso 45,75 kg (pl10-p25), estatura 1,45 m (<p3), perimetro

encefalico 53,5 cm (p2-p50). Presenca de mancha acromica em regido epigastrica de
aproximadamente 2 cm no maior didmetro. Oclusdo dentidria normal, membros

proporcionados, pregas palmares normais.

e Dismorfias Craniofaciais: face larga, hipertelorismo ocular, rima bucal reta, palato
alto e largo. Boca entreaberta.

e Outras Dismorfias: clinodactilia do quinto dedo bilateralmente.

Exames de imagem: Raio X Ionizante (2017), idade 6ssea de 8 anos e 4 meses (Esperado de 8
anos e 11 meses). TC de cranio (2018), sem alteragdes. EEG (2018), sem alteragdes.
Ecocardiograma (2018), insuficiéncia mitral minima (valva espessada, com abertura e

mobilidade preservadas e regurgitacio de grau leve).
Exames genéticos: Sindrome do X Fragil (2017), inconclusivo.
Analise de Exoma:

Durante a analise de WES ndo foram encontradas variantes patogénicas,
provavelmente patogénicas ou VUS em genes que expliquem o quadro da paciente 13. Como
a paciente possui irma e mae também afetadas, serd necessario o acompanhamento das trés
pacientes ao longo dos proximos anos. Com o surgimento de novas pesquisas ¢ descobertas
sobre DI pode ser que dentro de alguns anos ocorra a publicagdo de algum artigo ou relato de

caso que permita a realizagdo do diagnéstico da paciente.

5.14 — Paciente 14
Trata-se da irma A3 da paciente 13 (Figura 43). Encaminhada ao ambulatério de
genética clinica do HUB aos 16 anos devido a quadro de DI ndo sindromico e Doenga de

Kitamura e incluida no projeto em 2024 aos 22 anos. Teve alta da Genética em 2019.

Histérico de neurodesenvolvimento: tem pouca dificuldade de aprendizado. Nega atividade
fisica. Possui bons habitos alimentares. Dorme 12h seguidas. Nega crises convulsivas e

internagdes.

Exame fisico aos 16 anos: peso 48,10 kg (p10-p25), estatura 1,49 m (<p3). Nao tem

dismorfias.
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Exames complementares: Biopsia de 3 fragmentos de pele do pé esquerdo (2017): apresenta

pequenos focos de hiperpigmentacdo descontinuas na camada basal da epiderme. Nao ha
alteragdes de trofia ou de inflamagdo. Auséncia de depdsitos/proliferacdo melanocitica nas
amostras. Conclusao: alteragdes de pigmentacdo nao inflamatéria. Considerando aspectos

clinicos referidos, trata-se de Doenga de Kitamura.

Exames genéticos: Sindrome do X Fragil (2016), cariotipo normal, 46, XX, caracteristico de

pessoa do sexo feminino.

Analise de Exoma:

Na andlise de WES ndo foi encontrada nenhuma variante patogénica no gene
ADAMI10 (OMIM *602192), causal da Doenca de Kitamura (OMIM #615537). Com isso, o

diagnostico clinico anterior nao foi confirmado pelo WES.

Durante a andlise de WES ndo foram encontradas variantes patogénicas,
provavelmente patogénicas ou VUS em genes que expliquem o quadro da paciente 14. Como
dito anteriormente, ndo foi possivel a realizacao de um diagndstico para a paciente, sua irma
ou sua mae, sera necessario retornar a andlise de exoma em alguns anos, ap6s a realizacao de

mais pesquisas sobre a etiologia da DI pela comunidade cientifica.

5.15 — Paciente 15
Trata-se da mae (C1) das pacientes 13 (Al) e 14 (A3) (Figura 43). Possui um quadro

parecido com a filha A3, de DI ndo sindrémica e Doenga de Kitamura.

Na andlise de WES ndo foi encontrada nenhuma variante patogénica no gene
ADAMI10 (OMIM *602192), causal da Doenca de Kitamura (OMIM #615537). Com isso, 0
diagnostico clinico prévio dessa doenga para a paciente e sua filha, paciente 14, ndo foi
confirmado pelo WES. Durante a analise de WES nao foram encontradas variantes
patogénicas, provavelmente patogénicas ou VUS em que expliquem o quadro da paciente 15.
Com isso, sera necessario um retorno posterior, apos alguns anos, ao exoma da paciente e das

suas duas filhas.

5.16 - Sintese dos resultados

Das 15 pacientes aqui analisadas (Quadro 4), foi proposto diagnoéstico molecular para
sete delas, sendo que uma delas apresentou uma condi¢do concomitante, ndo relacionada com
o quadro de DI-S, e trés pacientes tiveram o questionamento do diagndstico prévio, devido a

falta de variantes patogénicas em genes causais das doengas.
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Paciente Gene Variante Alteragdo na Sindrome
proteina
1 FBN2 c.6881-5T>G X Aracnodactilia
Contratual Congénita
2 42 genes deletados e | X X Monossomia parcial
155 genes duplicados d(.) cromossomo >qe
trissomia parcial do
cromossomo 20p
4 RYRI c.1474C>G p.R492G Suscetibilidade a
Hipertermia
Maligna-1
5 TCF7L2 delecdo de 87X Transtorno Complexo
bp dos éxons 2 do
e 3 do gene Neurodesenvolviment
0
7 PIGT c.550G>A e | p.E184K Sindrome de
c.1553C>G p-P5S18R Multiplas Anomalias
Congeénitas-Hipotonia
-Convulsdes
INF2 c.227T>C p.L76P Glomerulosclerose
Segmentar Focal
8 NARS c.1318T>C p.F440L Transtorno de
Neurodesenvolviment

o com Microcefalia,
Prejuizo da
Linguagem, Epilepsia
e Anormalidades da

Marcha
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9 SETD?2 c.20 25del p.Q7 P8del Sindrome

Luscan-Lumish

de

Quadro 4. Pacientes que tiveram resultado de exoma, com a respectiva variante, efeito na proteina e sindrome.

A maioria das variantes encontradas foi classificada como VUS a partir da andlise
usando a plataforma Franklin, mas preditas como patogé€nicas em outros softwares de analise
de dados, mostrando que ¢ necessario investigar a fundo os genes afetados, como e onde eles
sdo expressos, relatos e estudos de casos sobre eles e os efeitos que as variantes encontradas
tém sobre o funcionamento e estabilidade da proteina codificada. Quanto mais pesquisas

sobre o assunto forem realizadas, maior serd a possibilidade de diagnostico.

O historico familiar fornecido durante as consultas e o exame fisico realizados em
cada retorno se mostraram indispensaveis para o fornecimento de informagdes para a busca
do diagnostico. O acompanhamento médico de parentes afetados pelo mesmo quadro e a
realizagdo do exoma por eles também ¢ de extrema importancia para a investigacao da DI-S,
mesmo que isso ndo seja possivel na maioria dos casos, devido a questdes pessoais do

familiar ou a falta de financiamento para a realizacdo do sequenciamento de exoma.

5.17 - Possiveis razées para nao ter ocorrido a identificacio de variantes que expliquem
o quadro clinico

A identificagdo da etiologia genética de uma doencga rara usualmente representa uma
longa jornada diagnoéstica, podendo levar anos ou mesmo décadas até a obtengdo de um
diagnostico molecular ou clinico. Apesar dos avangos nas técnicas moleculares utilizadas para
a investigacao de doencas raras, ainda hd muito a ser desvendado sobre o genoma humano. O
WES ¢ uma técnica com excelente taxa diagnostica para doengas raras, mas mesmo ele possui
suas limitagdes, uma delas sendo relacionada diretamente com o conhecimento existente
sobre a funcdo dos genes. Ainda que hoje em dia se saiba mais sobre o desenvolvimento do
cérebro ¢ sua manutengdo do que nunca antes, muito ha de se desvendar sobre a
funcionalidade de genes envolvidos no neurodesenvolvimento e sobre as sindromes causadas

pelas suas alteragdes.

Outro ponto importante € a existéncia de pacientes com mosaicismo para sindromes
causais de DI, cujas células afetadas ndo estdo presentes na amostra de sangue periférico, a
mais utilizada no laboratorio de genética médica. Nesses casos, ¢ necessaria a retirada de
outro tipo celular para a realizagao de um novo WES, mas ha a possibilidade das células da
nova amostra também ndo possuirem a alteragdo. Caso haja uma sugestdo diagnostica com

base na clinica, a busca por relatos de caso de outros pacientes com o mesmo quadro ¢
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indispensavel para a analise de casos de mosaicismo, com essas pesquisas podendo sugerir
tecidos onde as células alteradas podem estar presentes, facilitando assim a realizagdo do

WES.

Por fim, existe a possibilidade da variante ndo estar presente nas areas cobertas pelo
WES, nesses casos, deve-se prosseguir para outras metodologias de analise molecular que
analisam essas regides, podendo recorrer ao sequenciamento de genoma, sequenciamento de

RNA ou sequenciamento de epigenoma para tentativa diagnostica.

6 - CONCLUSAO

O principal objetivo do presente trabalho foi aumentar o conhecimento e o
entendimento do quadro de deficiéncia intelectual sindromica em mulheres. Essa pesquisa
demonstrou a dificuldade presente na busca da etiologia genética da DI-S, sendo que a causa

do quadro foi identificada em 46,7% das pacientes (7/15).

Por fim, essa pesquisa mostrou que a busca da etiologia genética de uma sindrome
rara causadora de DI ¢ um processo longo e complicado, tanto para os pacientes que muitas
vezes esperam anos por um diagnostico, quanto para os médicos e pesquisadores que devem
sempre estudar e acompanhar novos descobrimentos do meio cientifico sobre o assunto. A
pesquisa académica so6 ¢ possivel devido ao trabalho conjunto de diversos membros da

academia e da area médica, que juntos tentam ajudar os pacientes da melhor maneira possivel.
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ANEXO 1 - GENES AVALIADOS NO PAINEL DE AUTISMO

ADNP ANKRDI11 ARIDIB ASHIL AUTS2 CAMK2A CHD2 CHD8 DDX3X DYRKIA EHMT1
FOXPI GRIAI GRIN2B HNRNPH2 KMT24 KMT2C KMT5B MBD5 MECP2 MEDI12 NAA15
NEXMIF NLGN3 NLGN4X PACS1 POGZ PPMI1D PTCHDI PTEN RPLI10 SCN24 SETD2
SHANKI SHANK2 SHANK3 STXBPI SYNI SYNGAPI TBLIXRI TBRI TRIO TRIPI2
UBE3A.
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ANEXO 2 — GENES AVALIADOS NO PAINEL MOVIMENTE

AARS2 ABAT ACADY9 ACTL6B ADCY5 ALDH5A1 ALDH7A1 ALGI3 AMACR AP3B2
ARHGEF9 ARX ATP1A2 ATP1A3 ATP7A ATP7B ATP8A2 BCAP31 CACNAIA CACNAIB
CDKL5 COQ4 COQ7 COQ9 COX20 COX6BI CPTIA CTDPI DDC DDX3X DEAFI
DGUOK DHDDS DHX30 DMD DNAJCI2 FBXL4 FOLRI FOXGI FRRSIL GABRAI
GABRA2 GABRB3 GABRG2 GAMT GATM GBAI GCDH GCHI GNAOI GNB2 GRIA4
GRINI GRIN2B GRIN2D HADHB HMBS HPRTI IQSEC2 IREB2 IRF2BPL KCNA2
KCNMAI KCNT1 KCNT2 MAN2B1 MCOLNI MECP2 MEF2C MGMEI MPV17 NACCI
NGLYI NKX2-1 NPCI1 NPC2 PCBDI PDE10A PDE24A PGM1 PLPBP PNKD PNPO POLG
POLG2 PRRT2 PTS PURA QDPR RRM2B SDHA SLCI1345 SLC16A2 SLCI842 SLC1A42
SLC2543 SLC2544 SLC25442 SLC2A41 SLC30410 SLC6A1 SLC6A3 SPR SPTANI SUCLA?2
SUCLGI SYTI TBCID24 TBLIXRI TELO2 TH TPP1 TWNK TYMP UBAS5 VAMP2 WARS2
WDR45 WWOX ZNF 142 ZSWIM6
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO —
TCLE PAIS/RESPONSAVEIS







ANEXO 4 — GENES AVALIADOS NO PAINEL DE DI
AARS ABAT ABCA2 ABCBII ABCB7 ABCC6 ABCC8 ABCC9 ABCDI ABCD4 ACADM
ACADS ACADSB ACADVL ACATI SLC3341 CNNM2 ACO2 ACOXI1 ACOX2 ACP5 ACTA2
ACTB ACTG1 ACTL6B ACVRI ACYI ADA ADAM22 ADAR ADARBI ADCY5 ADDI1 ADD3
ADK PARP1 ADRA2B ADSL AFG3L2 AFP AGA ACAN AGL AGPAT2 AGPS AGT AGTR?2
AGXT AHCY AIPL1 AIRE AK1 AK2 AKAP4 AKAP6 AKRIC2 AKRID1 AKTI AKT3 ALAD
ALDH3A42 ALDH4A1 ALDH5A1 ALDHIA3 ALDOA ALDOB ALMSI ALPL ALS2 SETX
ALX3 ALX4 AMPD2 AMT ANK2 ANK3 RIPK4 APIB1 AP1GI AP1S1 AP1S2 AP2M1 P2S1
AP3B1 AP3B2 AP4B1 AP4E1 AP4M1 AP4S1 XIAP SHROOM?2 AQP7 AR ARCNI ARFI
ARF3 ARGI ARHGAP6 ARHGEF2 ARHGEF4 ARHGEF6 ARIHI ARSA ARSB ARSE ARSF
ASAHI ASCL1 ASL ASMT ASMTL ASNS ASPA ASPH ASS1 ASTNI ATCAY ATIC
ATMATPIAI ATPI1A2 ATPIA3 ATP2A2 ATP2B1 ATP2B3 ATP6VIA ATP6VIBI ATP6VIB2
TP6VOC A TP6V0OAI ATP6AP1 ATP7A ATP7B ALDH7A1 ATR ATRX KIFIA AUH AVP
AVPR2 B4GALTI B4GALT7 BAPI NKX3-2 BBSI BBS2 BBS4 BBS5 BCKDHA BCKDHB
BCSIL BFSP2 BGN BINI BLM BMP15 BMP4 BMPRIB DST BRAF BRCAI BRCA2 NCAPH
BTD BTK BUBI BUBIB CEP55 VPS51 Cl20rf4 MRAP SLC3049 KDM3B SAMD9 SAMD9IL
ERLIN2 FRRSIL CA2 CA5A CA8 CACNAIA CACNAIB CACNAIC CACNAID CACNAIE
CACNAIF CACNAIG CACNAIH CACNAIlI CACNAIS CACNA2D1 CACNA2D2 CACNB4
CACNG2 SLC25420 CAD CAMK24 CAMK2B CAMK2G CAMK4 CAPNI10 CAPZA2 CARS
CASK CASP2 CASR MICUI CBL CBS KRITI CCNA2 CCND2 CCT5 SCARB2 CDKI3
CDC42 CDC42BPB CDC45 CDC6 CDHI5 CDH2 CDH3 CDKI10 CDK5RI CDK8 CDK?9
CDKNIC CENPF CHDI CHD2 CHD3 CHD4 CHKA CHKB CHLI CHM CHRM1 CHRNA2
CHRNA4 CHRNB2 CHRNG LYST CHST3 CHUK VSX2 CIT CLCN2 CLCN3 CLCN4 CLCNS
CLCN7 CLCNKA CLCNKB CLDNI19 CLIC2 TPP1 CLN3 CLN5 CLN6 CLNS8 CLPP CLTC
SBF2 CNTN3 CNTN4 VPS13B COL10A1 COLI11AI COLIIA2 COL18A1 COLIAl COLIA2
COL2A41 COL4A1 COL4A2 COL4A3 COL4A3BP COL4A44 COL446 COL6A1 COL6A3
COL941 COL942 COL9A43 COLECI0 COMP COPBI COPB2 ENOX2 COXI10 COXI5
COX6B1 COX7B CP CPD CPE CPSI1 CPSF3 CPXCRI CRADD CRBI1 CREBBP MED23
MEDI17 MED27 CRX CRYAA CRYBAI CRYBA4 CRYBBI CRYBB2 CRYBB3 CRYGC
CRYGD CSFIR CSF2RA CSNKIGI CSNK241 CSNK2B SMC3 CSTB CSTF2 NKX2-5
CTBPI1 CTDPI CCN2 CTNNA2 CTNNBI CTNNDI CTNND2 CTNS CTPS2 CTSD CTSF
CTSK CELF2 CUL3 CUL4B CUXI OFDI CYCI CYPIBI CYP2741 CYP7B1 DABI DAGI
DARS DBT DCC DCTNI DCX DDBI DDB2 DDC DDOST DDR2 DDXI11 DDX3X DDX6
DECRI DGKH DHCR24 DHCR7 DHFR DHODH DHPS CYB5R3 DIAPHI DIAPH2 DKCI
DLAT DLD DLGI DLG2 DLG3 DLG4 DLGAPI DLGAP2 DLLI DLL3 DLL4 DMD DMPI
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DMPK DMXL2 DNA2 DNAHI4 DYNCIHI DYNC2HI DYNCII2 DNM1 DNMIL DNM?2
DNMTI DNMT3A DNMT3B DOCK3 DONSON DPAGTI DPHI DPH2 DPM1 DPM2 DPM3
DPP6 DPYD DPYS DRD2 ATNI DSCAM VPS26C PIGP TSC22D3 DSPP DTYMK DVLI
DVL3 DYRKIA TORIA EBP ECELI EDA EDNRA EDNRB PHCI EED EEFIA2 EEFIB?2
EFNBI MEGFS8 EGR2 EIF24 EIF2AK3 AGO1 AGO2 EIF2S3 EIF3F EIF4GI EIF54 ELK]
ELN EMLI1 EMX2 EN2 ENPP1 ENTPDI1 EOMES EP300 EPB41L1 EPHA7 EPM2A ERBB4
ERCCI ERCC2 ERCC3 ERCC4 ERCCS5 ERCC6 ERCCS ERF ETFA ETFB ETFDH EVC
EXTI EXT2 EXTL3 EYAl EZH2 F5 ACSL4 FAH BPTF FANCA FANCB FANCC FANCD?2
FANCE FANCF FANCG FARSA FASN FBLN5 FBNI FBN2 FBPl FKTN FDFTI FDXR
FEMIB FGDI FGF10 FGFI2 FGF13 FGF14 FGF3 FGFRI FGFR2 FGFR3 FH FHLI
FIBP ATP8B1 FKBP6 FLNA FLNB FLT4 FMRI AFF2 FOLRI FOXCI FOXC2 FOXEI
FOXE3 FOXF1 FOXGI FOXPI MTOR FXN FTCD FTL FUCAI FUTS8 FZD3 FZD6 GAA
GABRAI GABRA2 GABRAS5 GABRB2 GABRB3 GABRD GABRG2 GABRG3 GADI GALC
GALE B4GALNTI GALKI GALNS GALNT2 GALT GAMT GAN LRRC32 GASS8 GATA2
GATA4 GATA6 GATM GBA GBEI GCDH GCHI GCK BLOCISI GCSH GDF5 GDF6
GDII GFAP GFER GHR GJAI GJA3 GJA8 GJBI GJB2 GJB3 GK GLBI GLDC GLEI GLI2
GLI3 GLRAI GLRA2 GLS BICRA GLUDI GLUL GM2A GNAIl GNAI2 GNAI3 GNAL
GNAOI GNAS GNB1 GNB2 GNB5 GNPAT GNS GOSR2 GOT2 GPAAI GPC3 GPC4
GABBR2 ADGRGI TECR GRBI14 RAPGEF1 GRIAI GRIA2 GRIA3 GRIA4 GRID? GRIK2
GRINI GRIN2A4 GRIN2B GRIN2D ARHGAP35 GRMI1 GRM6 GRN GSPT2 GSS GIF2E2

GTF3C3 GTPBP2 GUCY2C GUSB GYS2 HISTIHIE H3F3A H3F3B HIST3H3 HISTIH4D
HISTIH4F HISTIH4J HISTIH4C HISTIH4B HISTIH4E HISTIH4l HADH HSD17B10
HADHA HADHB HARS HARS2 HCCS HCFCI HCNI HTT HERCI HERC2 HESXI1 HEXA
HEXB HIBCH HINTI HIRA HIVEP2 HKI HLCS MNX! HMGBI HMGB3 HMGCL
HMGCS2 HNF44A HNMT HNRNPD HNRNPHI HNRNPH2 HNRNPK HNRNPR HNRNPU
HOXAI HOXAI3 HOXCI3 HOXDI0 HOXDI13 HPD HPGD HPRTI HPSI HR HRAS
HS2ST1 HSD17B4 HSF4 HSPD1 HSPG2 KAT5 HYALI IARS IDH2 IDS IDUA IFNAR2
IGBP1 IGFI1 IGFIR IGF2 IGHMBP2? RBPJ IGSFI1 IHH IKBKG ILIIRA ILIRAPLI
ILIRAPL2 IL3RA ILF2 IMPDH?2 INPP4A INPPLI INSR FOXP3 IRAKI IREB2 IRF6 ITGA3
ITGA4 ITGA7 ITGB6 STT3A ITPA ITPRI IVD JAG1 JAK3 JARID2 KARS KATNBI KCNAI
KCNA2 KCNB1 KCNC1 KCNC3 KCNDI1 KCND2 KCND3 KCNEI KCNHI KCNH5 KCNJ10
KCNJI1I KCNJ6 KCNKI12 KCNK4 KCNK9 KCNMAI KCNNZ2 KCNN3 KCNQI KCNQ2
KCNQ3 KCNQS5 KIFIC KIF2A KIF54 KIF5C KIT KLF1 KLF7 KLF8 KLHL4 KIF11 KIF22
KPTN KRAS MAFB LICAM AFF3 LAMAI LAMA2 LAMBI LAMB2 LAMC3 LAMP?2
LARGEI LARS LBR COGI LFNG LGII LHFPL3 LIG4 LIMKI LMNA LMNBI LMNB?2
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PRICKLE3 LMXIB LRAT LRP1 LRP2 LRP4 LRP5 LSS LTBP2 LTBP3 LZTFLI LZTRI
CAPRINI MAB2ILI MAB2IL2 MADD SMAD3 SMAD4 MAF MAGEAIl MAGEBI
MAGEB2 MAGECI MAGEDI MAGEL2 MAL MANIBI MAN2B1 AN2C1 MANBA MAOA
MAOB MAPIB MAP2KI1 MAP2K2 MAP3KI MAP3K7 MAPKI MAPKI0O MAPKSIP3
MAPKAPKS MAPRE2 MAPT MASPI MATIA MATN3 MC2R MCCCI MCCC2 MCM3AP
MCPHI MDH2 MECP2 MEF2C MEIS2 MET MGAT2 MGP CD99 MIDI MINPP1 MITF
ATXN3 MKKS MKSI MLHI KMT2A KMT2D TRPMI1 MLYCD MMPI3 MNI MOCSI
MOCS2 MPDUI MPDZ MPI MPVI17 MPZ MREI1I MSL3 MSX]I MSX2 MT-ATP6 MTF1I
MTHFR MTHFS MTMI MTMRI MTMR2 MT-NDI MT-ND4 MTTP MTR MTRR MI-TK
MT-TP TRIM37 MMUT MVK MXRA5 MYBPCI MYCN MYHI10 MYH3 MYH6 MYH8 MYH9
MYOID MYO54 MYO5B MYO7A PPPIRI2A MYTI MYTIL NAGA NAGLU NARS NBEA
NBN NCKAPI NDN NDP NDRGI1 NDSTI NDUFA1 NDUFA10 NDUFA2 NDUFA9 NDUFS1
NDUFS2 NDUFS3 NDUFS4 NDUFS7 NDUFS8 NDUFVI NEB NEDD4L NEFL NEKI
NEUI NEURODZ2 NF1 NFIA NFIB NFIX NGF NHS NODAL NOG NONO CNOTI CNOT2
CNOT3 NOTCH2 NOVA2 PNP NPC1 NPHPI NPHP3 NPHS1 NPR2 NPR3 NRI1I3 NR2F1
NR2F2 NR4A2 NR5A1 NRAS NRCAM NRXNI NRXNZ2 NRXN3 CNTNAPI NSF NT5C2
NTRKI NTRK2 NUDT2 NUP214 NUP62 NXF4 NXF5 FRMD7 NYX OCLN OCRL ODCI1
TENMI1 OGT OPA3 OPHNI SIGMARI OR5MI1 ORCI ORC4 OTC OTX2 OXCTI P2RY4
P4HB PABPC1 PAFAHIBI PAH PAKI PAK3 PAPSS2 PRKN PARN PAXI1 PAX2 PAX3 PAX6
PAX7 PAX8 PAX9 PBX1 PC PCBDI1 PCCA PCCB PCDHI2 PCDHGC4 NUP85 CHMPIA
CDKI16 PCYTIA PCYT2 PDCDI0 PDCD6IP AIFMI1 PDEI0OA PDE4D PDE6D PDE6G
PDGFB PDGFRB PDHAI PDHB PDYN PEPD PEXI PEXI0 PEXIIB PEXI2 PEXI3
PEXI14 PEXI6 PEX3 PEX6 PEX7 CFP PGKI PGMI PGM3 PHGDH PHKAlI PHKA?2
PHKG2 PIGA PIGB PIGC PIGF PIGH PIGK PIGL PIGN PIK3C24 PIK3C3 PIK3CA
PIK3R1 PIK3R2 PI4KA PIN4 PISD PITX2 PITX3 PKHDI PLA2G6 PLAA PLEC PLKI
PLODI1 PLOD2 PLOD3 PLP] PLXNAI PLXNA2 PLXNB3 PMM?2 PMP22 PMPCB PMS2
GIGYFI PHOX2B PNKD PNKP POLAI POLDI POLG POLR2A POLRMT POMTI
POUIFI POU3F3 PPFIBPI CTSA PPILI PPMID PDPI PPOX PPPICB PPPIRIB
PPP2CA PPP2RI1A PPP2R2B PTPA PPP2R5D PPP3CA PPT1 POBPI PRKACB PRKARIA
PRKARIB ZMYND8 PRKCG PRKDI EIF24K2 PRKRA DNAJC3 PRODH PROPI PLPBP
PRPSI PRRGI PRSS12 LONPI PSAP PSENI PSMA7 PSMB8 PSMC5 PSMD10 PSMD12
PSPH PTCHI PTDSS! PTEN PTHLH PTHIR PTPNII PTPN21 PTPN4 PTS PURA
NECTINI PEX19 PEX2 PEX5 PYCRI ALDHI841 PYGL QARS ODPR RABIIA RABIIB
RAB274 RACI RAC3 RAD21 RAD50 RAD51 RAD51C RAF1 RAIl RALA RALGDS RANBP?2
RAPIB RAPIGDSI RAPSN RARB RARS RASAI KDM35A RBBPS RBL2 RBMI10 RBMS8A
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RECQL4 RELN RENBP UPFI DPF2 RERE RET RFX3 RFX4 RGN RGS7 RHEB RINGI1
RITI RMRP RNF13 ROBOI ROR2 RORA RORB RPE65 RPGR RPIA RPL10 RPS19 RPS23
RPS6KA3 RRAS RTN2 RUNX2 RYRI RYR2 RYR3 SACS SALLI SARS SATBI SBF1 MSMO1
SC5D ATXNI1 ATXNI0 ATXN2 ATXN7 SCNI11A SCNIA SCNIB SCN24 SCN34 SCN4A
SCN8A SCN94 SCOI1 SCO2 AIMPI NEMF CWC27 UTP144 SDCCAGS SDHA SEC23B
SEMA3E SET SF3B4 SGCA SGCE SGPLI SGSH FBXW4 SHH SHMT? SHOX SIAHI
ST3GAL3 ST3GALS STIL SIX1 SIX3 SIX5 SKI SKIV2L SLCI242 SLCI246 SLCI6A2
SLCI1745 SLCI1A1 SLCIA2 SLCIA4 SLC2042 SLC2245 SLC2541 SLC25412 SLC25413
SLC25415 SLC2546 SLC26A42 SLC2744 SLC2A1 SLC2A2 SLC3141 SLC35A1 SLC3542
SLC3543 SLC4A1 SLC4A4 SLC542 SLC5A5 SLC546 SLC6AI1 SLC6A3 SLC6A4 SLC6AS5
SLC6A8 SLC6A9 SLC7A7 SLC9A6 SMARCAI SMARCA2 SMARCA4 SMARCAS SMARCALI
SMARCBI SMARCC1 SMARCC2 SMARCDI1 SMARCDZ2 SMARCD3 SMARCEI ARIDIA
SMCIA KDM5C SMO SMPD1 SMS SNAP25 SNAP29 SNCA SIKI SNRPB SNX3 CAPNI5
SON SOS1 SOS2 SOX10 SOX11 SOX2 SOX3 SOX4 SOX5 SOX9 SPAGI SPG11 ATL1 SPAST
SPG7 SPOP SPR SPRY3 SPTANI SPTBNI1 SPTBN2 SPTLCI SPTLC2 SREBF2 SRP54 SRY
SSR4 STAGI STAG2 STAR STATI1 STAT5B PLK4 BRSK2 CDKLS5 STS STUBI STX11 STX3
STXBPI1 SUCLA2 SUCLGI SUOX SUPTI6H SURFI VAMP7 SYNI SYNGAPI SYNJI SYP
SYTI TAFIC TAFI TAF2 TAF4 TAF6 TAF13 TAF7L BRFI TARDBP TAT TAZ TBCD TBCE
TBP TBRI TBXI TBXI15 TBX20 TBX22 TBX3 TBX4 TBX5 TBXASI TCF12 HNFIB TCF20
TCF4 TCF7L2 TCN2 TCOFI1 TEK TERT TFAP2A TFAP2B TFE3 TFG TGFBI TGFB2
TGFB3 TGFBRI TGFBR2 TGIFI TH THRA THRB TIAMI1 TIMMS8A TINF2 NKX2-1 TK2
TKT TKTLI TLK2 TSPAN7 TSPANS TRAPPCI10 TNR MEDI2 GIGYF2 CNPY3 TOMM?70
TP73 TPP2 TREXI TREX2 TRHR TRIO TRIPI1I1 TRIP12 TRIP13 JMJDIC TRPSI TRRAP
ISCI TSC2 TSFM  CEP41 RSPHI TSHB TSHR TTN TTPA TTR TUBAS8 TUBB2A TUBG!
TUFM TWISTI TYR TYRP1 UBE24A UBE3A UBE4A UBTF UGDH UGP2 UGTIAI UMPS
UQCRB UROS USP18 USP7 USP9X KDM6A VAMPI VAMP2 VARS VDR VIP VLDLR
VPS33B VPS41 VRKI WARS2 WASFI1 WDR4 WFSI FOXN1 NSD2 WNTI WNTI10B WNT3
WNT4 WNT5A WNT74 WRN WT1 WWOX XIST XK XPA XPC XRCC4 YARS YWHAG YY1
ZFX ZICI ZIC2 ZIC3 ZMPSTE24 ZNF142 PCGF2 ZBTB16 ZNF148 RNF1134 ZMYM?2
KAT6A ZBTB18 ZMYM6 ZMYM3 SCAPER ZNF41 ZNF711 ZNF81 ADAMTSI0O ARL6
BCLI1IA BCLI1IB FTSJI HDACS8 KIF44 MCOLNI NPHS2 NSDHL PCDHI0O PCLO
PRUNEI RLIM ROBO3 RPGRIPI SLC2A410 UBE3B USP27X VPS35 VPS4A ZBTB20
RXYLTI ATP8A2 ATP9A ATP1IA IFT122 ACE2 BRD4 FBXO7 FBXOS8 FBXOI1l FBXO25
FBXL3 FBXL4 FBXWI1I PABPC5 BDPI MACFI AAAS DCHSI DEGS! CTCF KMT2C
CDH23 SNTG1 CYFIP2 GFMI PRX SLCI245 CNTNAP2 WDRII ADGRG6 FOXP2
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MYOIH MYOIG ABCGS5 ITCH ABHDI164A FKBPL PRDMI12 PRDMI13 ANO3 SLC5A7
HDAC4 HDAC6 FMN2 PIGQ CCDC78 ELAC2 JPH3 CIC NSDI RABIS BRPF1 AUTS2
RAB23 PCDHI19 CRLF2 IRF2BPL NLGN4X NTNG2 NLGN3 SHANK3 SHANK2 BCAS3
HTRA2 WDR13 MMP21 IRX5 SCYL1 GLMN NHP2 PTPN23 SLC25419 ELOVL4 RANBP17
TMEM237 GABRQ SLC2649 MRPS22 NPC2 WNK3 ARHGEFY9 PINKI VPS1l FYCOI
DEAF1 COGS5 ESXI INTS6 GTPBP3 ZEB2 SPTBN4 PIGS PIGT PPPIRI5B PUMI SNX14
SHOC2 MBTPS2 CACNA2D3 GPHN SHANKI ANKH MBOAT7 TSEN34 PUSI XYLTI
P2RYS JAM3 SETBPI EPPKI TRIMS SYTL4 SYTL5 NBAS TLRS KLHL7 ALGY PHIP
TNKS2 CTTNBP2 LDB3 LRPPRC GEMIN4 HIDI NAPB ADNP ARFGEFI METAPI PIGU
ZNF335 OXR1 BSCL2 KMT2B ARFGEF2 TASP1 ABHDI12 RTELI PANK2 NDUFAF5
NAA20 NOP56 PLCBI SALL4 SAMHDI ERGIC3 TOEI GDAPI TP63 APTX MPLKIP
MEDI2L ACER3 PCNT SFXN4 PGRMCI TBCID20 RSPO4 SLC5243 TGM6 YAPI
SLCI1943 PNPLA6 NFUI UPBI PARK7 TRIM32 NLRP3 EFHCI SOX6 LIAS SLC4A411
SUFU PIDDI ZMIZ1 RAB39B BPIFB6 FBXO31 BSND TMPRSS6 RABI14 MRPS34 KIF1B
SRRM?2 IFITM5 PJAI TUBGCP4 BCAP31 FBXW7 DHX30 DHX32 LRRC6 MCEE ZBTB11
EDEM3 TSEN15 UBRI COQ8A CHDS5 PUDP MTMRS LITAF CTR9 SLC35B2 FIG4 CD96
SPEG BCKDK EMG1 HAX1 SYNCRIP AGAPI ATG7 FAM120C STAMBP ZMYND11 SRCAP
CLP1 PRICKLE] EXOSC8 PUF60 NIPAI SEC314 RAB3GAPI1 ACINI TAB2 SYNE2 SYNE1
LARS2 SUZI2 CDON SLC947 ORC6 ACOTY9 RAB3GAP2 PRDX4 PLCEI CHSYI BICD?2
DHX37 COLEC1I CPA6 CENPJ RIMS1 RRM2B TAF8 WAC PRPF8 TRNT1 BRWD3 DDX23
CDC40 TPKI AASS ADGRVI DPF3 GMNN GJC2 GAB3 SPEN KAT6B NCDN NDEI
ZNF674 NGLYI PORCN PITRMI RICI SARS2 SPRED2 DACTI PDSS1 TDP2 RALGAPAI
FARSB NT5C34 NUP188 AFF4 NMNATI PGAP2 DROSHA KATS SLC4541 NTM EXOSC3
CEP83 REEP2 B3GALT6 TRPM3 NAGS FKRP OSGEP ARID2 KDM5B ARIDIB SLC3843
PKDILI ARX GPT2 ZBTB7A TRPV4 SPATA5 MFRP SOXI17 TUBGCP6 PHF6 TMCOI
RBFOXI1 ELP2 KCTDI PHFI10 PECR ALGI ATP6AP2 TMLHE ASXL1 HSD3B7 WDRI9
HPSE2 DHRSX ZNF292 FICD SETD2 DEPDC5 ZDHHCY9 ATP6V0A2 SPART RNASEH2A
STX1B KMT2E IER3IP1 TFB2M CCNO TUBGCP2 COL2541 LRRKI LRRK2? COG4 COG6
COG7 COG8 FKBPI4 IFT27 STAB2 RTN4IP1 RTTN RAX RNPC3 PMPCA MPP5
CDK5RAP2 EIF44A3 CRB2 ASCC3 NAAI10 GRIPI CCNB3 LGI4 RHOBTB2 BBS7 AKAP17A4
FAMS50A4 ZFP57 POGZ CAMTAI NDUFAFI KCNTI KCNT2 MMAA IFIHI MAGI2 GBA2
ADGRG4 MASTI ASPM THOC2 NALCN EBF3 ASHIL DDX58 NPHP4 FGD4 PSATI
HS6ST2 POMGNTI TTBK2 STARDS KIF14 FRASI DOCK6 DOCK7 DOCK8 NANS MTO1
LMAN2L TTC5 SCAF4 KANKI P3HI MMAB CDKI19 DENND5A CUX2 KIF214 SIN3A
SIN3B ALGI12 HYDIN SBDS MECR COQ4 CNKSRI CNKSR2 DDHDI1 CANTI POMT?2
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SRGAP3 EVC2 TTC74 ASBI2 ISCA2 SCARF2 ZNF407 TRAPPC4 SLC25422 TECPR?2
KIAA0586 CCDC8SC TNPO2 CAP1 GEMINS SNX27 PAN2 DDX53 TTC8 FLVCR2 CHDS
TMEM260 POLRIC SLC35CI B3GLCT DPF1 SPREDI SETDB2 NUBPL TRIT] CHAMPI1
SMOCI TGDS PRICKLE2 ZDHHCI15 UBR7 VIPAS39 FRY NDUFAII SPG21 SUMFI
POLRID UPF3B MBD5 TRAF7 BRIPI COA8 L2HGDH ZC3H14 MBNL3 CYP2UIl UFM1
DHDDS AIMP2 CHD7 DPYSL5 SLC9A49 SLC25426 SLC25424 TWIST2 PHF8 PASDI
ZNF425 TPH2 OTUD74 ARMCY9 WDFY3 ZFYVE26 TUBAIA TUBB3 TUBB4A TUBB
SLC35D1 FOXP4 THAPI SLC39414 SLC39A413 SLC3948 BCOR PGM2LI NACCI
PHACTRI ZMYNDI15 ANTXRI CUL7 HACEI NUSI RSPH3 ERMARD SERACI FARS2?
TBCID7 MIBI QKI ZBTB24 RNF125 GTF2H5 RNF135 RMND1 ZMYND12 FA2H LINGO1
WDR26 TCPI10L2 ADPRHL2 KCTD3 ELOVL5 ANKRDII DYM PDHX ABHDS5 RARS2
INPP5E RFX6 SLC35F1 MCM9 DNAAF4 ACADY9 AHII NHLRCI LNPK SATB2 CEPS85L
VARS2 ZNF462 RNASET2 RNF216 BRATI LHX4 WDR60 RBM28 AGK NCAPG2 KCTD7
ZNF713 FAM20C AP5Z1 PHF14 TMEM106B MED13 GMPPA GMPPB POGLUTI MED13L
PEX26 FAM20A GNPTG LMBRDI PDSS2 ALG3 TRAPPC6B TRAPPC2 TRAPPC6A
SLCI345 FAT4 DCHS2 SYT14 PLCXDI1 UNCI34 U2AF2 ALG6 ALG2 ALGS PNPTI
KIRREL3 PIGW EXOC7 PIGO UBA5 AWAT2 ETHEI NINGI A2MLI ACBD6 PIBFI
FREMI DOLK KIF1BP DOCKI1I MORC4 TUBAL3 DHTKDI MIRI7HG MORC2 ANKRD17
RUSC2 TTC37 TIMM50 GNE PGAP3 PTF1A NECAB2 TMEM63C INF2 PACS2 MAGEC3
ASXL2 THUMPDI SLX4 NDUFAI2 APC2 KNLI RNASEH2C B9DI1 ACTL6A MGAT5B
RSRCI BMPER PHF214 BEANI ATXN3L FAMI1IB CISD2? GLYCTK PTRH2 DPH5
OTUDG6B KMT5B TRAPPCI2 NCAPD2 TACOIl CCDCI186 BOLA3 CHSTI4 DLGAP4
POCIA WDR62 TCTN3 MMACHC NECAPI TKFC INTSI C2CD3 KANSLI CDTI CIB2
FAM1264 NRROS SIL1 VPS35L EHMTI FLADI FTO FLVCRI RABL6 QRICHI TBCIDSB
FAMI11IA ZNF699 GPRASPI CCDC47 MFF G6PC3 MOGS CEPI04 YIPF5 LARP7
EIF24K1 ZC4H2 MAGEE2 GSX2 EXOC2 COA3 METTLS GTPBPS TMEM216 WDR45B
MTSS2 PRMT9 OTULIN MARS2 ADAT3 TMEM240 ALKBHS MMADHC COQ2 AHDCI
CCDC39 ZCCHCS LMBRD2 COQ9 NSRP1 SPRTN DDX59 TMEM222 CCDC8 MAGEBI0
KATNAL2 NRK FREM2? OTUDS RAB40AL ARLI3B TANGOZ2 ClYorfl2 PUS3 KIF26B
ANOI10 WRAP53 CCDC884 MTPAP DALRD3 DARS2 MSL2 SMGS8 RNF220 PRMT7 SETDS5
ATAD3A  FANCI ARMC4 OGDHL VPS53 CWFI9L1 TBCID23 UFSP2 BCORLI
RNASEH2B GORAB CARS2 PGAPI LASIL NHEJI MAP7D3 TRAPPCIl SMG9 TCTN2
RFX7 DCAFI17 REEPI USBI CPLANEI FAMI161A SRD543 CEP63 ZNF668 GRHL3
MFSD24 POMGNT2 ATAD1 WDR73 VPS50 RETREGI GON4L TRMTI PIGG NSUN2
TTCI19 IMPADI PIGV PUS7 INTSS TMEM70 SLC254A38 HEATR3 CCDC40 TCTNI PALB?
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TMEM135 CTC1 MTMR14 CSPP1 FARI TM4SF20 CXorf56 TTI2 POMK PIEZO2 CCDCS2
BBS10 ODAPH CXorf58 HEPACAM ARHGAP36 PTCHDI NADK?2 ZNF599 FAAH2 UROCI
TEPSIN JAKMIP1 LOXHDI1 HGSNAT HYLSI CCDCI114 UNC80 WDR8I KLHL34 BBSI2
FAMA47B RNF168 CEP120 CFAP47 PROX2 Cl2o0rf65 ARLI4EP AMERI CKAP2L TMTC3
OTOGL PARP6 ERCC6L2 JAGNI FOXREDI UFCl KIAAI1109 PDZDS8 METTL23
TMEMI32E ESCO2 C8orf37 ZCCHCI2 ACSF3 IBA57 INTS6L ANOS5 TSEN54 EMCI0
SLC6A19 CTU2 WDPCP CCDC174 XPNPEP3 LYRM7 NDUFAF2 MMGTI CCDC115 PIGY
COX14 HPDL TCEAL3 TBCK ALGI4 CCDC32 WDR34 TET3 CYorf72 D2ZHGDH THOC6
TMEMG67 TRMTI04 TSEN2 CCNQ MFSDS8 DIPK24 GLIS3 EOGT UBE2U B3GALNI2
B9D2 DIS3L2 DOHH COQ5 SPATASLI MED25 P4HTM NIPBL MAGTI PPA2 ITIH6
DNAJCI12 CCDC22 WDR45 EMCI1 TMEM94 WASHCS5 ZNF592 RUBCN FRMPD4 SETD1A4
KDM6B CEP290 SPECCIL SZT2 KLHL21 DSTYK ZBTB40 FBXO28 IQSEC2 IFTI40
KDMIA CEPI135 SMCHD1 OBSLI TELO2 ATP2C2 DDHD?2 IQSECI KDM4B RPGRIPIL
WASHC4 TBCID2B SETDIB TNRC6B IQSEC3 TBC1D24 SVBP SHROOM4 ARHGAP31
PRR12 ODF2L WWC3 SH3PXD2B RTL9 WDR35 CC2D2A SOBP TAOKI IFT80 HEATR5B
DIP2B CEP152 UVSSA FBRSLI ZSWIM6 FAMI160B1 EPG5 KLHLI15 ASXL3 SELENOI
ZNF526 EARS2 RSPRYI CCBEI SH3TC2 NEXMIF KIF21B ROGDI FCSK GPSM2
KIDINS220 PLEKHG2 C120rf57 TBLIXRI ARVI LIPTI UQCRQ MEGF10 MESP2 MTFMT
IFT43 GNPTAB PAMI16 IARS2 DCPS XKRX HECW?2 CHRDLI NFASC NKAP UBAP2L
CSDEI NUPI107 NDUFAF3 COASY CCDC65 TENM3 TRAKI FOXRI BBS9 MAGIX PACS1
PBRM1 POLR3A TMPRSS9 STRADA CRBN WDRS830S TANC2 ATPI1342 MACCI RFTI
PREPL CC2D1A4 TUSC3 PNPO PYCR2 UBR4 POLR3B DLGAP3 KLHL40 SCRIB SCAMPS5
IFT172 DNAAF3 KIF7 PRRT2 YIFIB SLC46A1 DNAJC19 TXNL4A SNIPl PPPIR2]
SEPSECS STT3B STRA6 CLPB SRPX2 TMX2 TMEMI165 TRAIP TNIK GATAD2B NAAIS
CEP57 PRRG3 TUBB2B TRAPPC9 POCIB EFTUD2? ITFG2 ALGI3 TMEMI26B
TRAPPC2L HUWEI LINSI ZFHX4 ATXN2L GPR179 SLC6A17 WDR37 MAP3K15 LINGO4
SLC25453 WIPI2 ALG1l CCDCI103 SMPD4 SNORD118 HAUS7 PTRHDI AGMO COA5
SDHAF1 INPP5K RNU4ATAC RNU7-1 PCARE BHLHA9 CMC4 LIPT2 KBTBDI3
TMEM231 CRPPA PRSS56 PETI100
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