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Resumo

As perturbacdes do neurodesenvolvimento sao um conjunto de perturbacgdes que
comprometem a funcao neurocognitiva. Entre as manifestaces mais prevalentes
encontram-se o atraso no desenvolvimento e o défice intelectual, geralmente
diagnosticadas durante a infancia ou adolescéncia, com uma prevaléncia de 1-3% em
criancas a nivel global. Os testes genéticos sao parte do protocolo padrao nos cuidados de
vdrias perturbacoes do desenvolvimento neuroldgico e a sua utilizacao tem sido cada vez
mais frequente.

Este projeto tem como objetivo o diagndstico molecular em amostras de sangue
total de doentes pedidtricos com um quadro clinico de perturbacao do desenvolvimento
intelectual, utilizando sequenciacao de nova geracao. Foram analisadas 18 amostras de
DNA, através de sequenciacao de exoma completo. As variantes identificadas foram
validadas por reacao em cadeia da polimerase e sequenciacao de Sanger.

Utilizando um painel de genes para perturbac6es do desenvolvimento intelectual,
foram identificadas variantes em 10 dos 18 casos, correspondendo a um rendimento
diagnastico de 12%. Apenas uma variante patogénica foi identificada, tendo sido tambhém
detetados dois casos com multiplas variantes. No entanto, na maior parte dos casos foram
identificadas apenas variantes de significado clinico incerto.

Estes resultados refletem a elevada complexidade e heterogeneidade genética das
perturbacées do neurodesenvolvimento e os desafios associados a classificacao e

interpretacao clinica das variantes.

Palavras-chave: Perturbacées do neurodesenvolvimento; NGS; disgndstico molecular;

variantes genéticas; défice intelectual
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Abstract

Neurodevelopmental disorders are a group of disorders that impair neurocognitive
function. Among the most prevalent manifestations are developmental delay and
intellectual disability, typically occurring during childhood or adolescence, with a prevalence
of 1-3% in children globally. Genetic testing ispart of the standard protocol in the care of
several neurodevelopmental disorders and its use has become increasingly frequent.

This project aims to perform molecular diagnosis in whole blood samples from pediatric
patients with clinical symptoms of intellectual developmental disorder, using next-
generation sequencing. Eighteen DNA samples were analyzed through whole-exome
sequencing. The identified variants were validated by polymerase chain reaction and
Sanger sequencing.

Using a gene panel for intellectual developmental disorders, variants were identified in
10 of the 18 cases, corresponding to a diagnostic yield of 12%. Only one pathogenic variant
was identified, and two cases with multiple variants were also detected. However, in most
cases, only variants of uncertain clinical significance were identified.

These results reflect the high complexity and genetic heterogeneity of
neurodevelopmental disorders, and the challenges associated with the classification and

clinical interpretation of variants.

Keywords: Neurodevelopmental disorders; NGS; molecular diagnosis; genetic variants;

intellectual disability
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Lista de Abreviaturas

ACMG- American College of Medical Genetics and Genomics

AD- Atraso no desenvolvimento

AP- Complexos de proteinas adaptadoras

CMA- Microarray cromossémico (do inglés Chromosomal Microarray)

CNV- Variacao do ndmero de cdpias (do inglés Copy Number Variant)

DI- Défice intelectual

DINS- Défice intelectual nao sindrémico

DIS- Défice intelectual sindromico

DNA- Acido desoxirribonucleico

EDTA- Acido etilenodiamino tetra-acético

MLPA- Amplificacdo em multiplex de sonda dependente de ligacao (do inglés Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification)

NGS- Sequenciacao de nova geracao (do inglés Next-Generation Sequencing)
PCR- Reacao em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction)
PDAH- Perturbacao de défice de atencao/hiperatividade

PEA- Perturbacao do espetro de autismo

RNA- Acido ribonucleico
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SNV- Variantes de nucleétido tinico (do inglés Single Nucleotide Variant)

VUS- Variante de significado incerto (do inglés Variant of Uncertain Significance)

WES- Sequenciacao completa do exoma (do inglés Whole Exome Sequencing)
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1.1. Perturbagoes do desenvolvimento neuroldgico

As perturbacdes do neurodesenvolvimento sao um conjunto de perturbagdes que
comprometem a funcao neurocognitiva devido a falhas no desenvolvimento cerebral.(1)
Caracterizam-se por défices de desenvolvimento ao nivel da cognicao, da linguagem, do
comportamento ou das capacidades motoras que tém impacto no desempenho pessoal,
social, escolar ou profissional.(1) Estas perturbacdes, refletem alteracdes do
desenvolvimento neuroldgico e, por essa razao, sao geralmente diagnosticadas durante a
infancia ou adolescéncia, afetando aproximadamente 1-3% das criancas em todo o mundo.
(12)

Uma vez que as alteracdes da fungdo sinaptica que ocorrem em qualquer fase do
neurodesenvolvimento podem resultar em doenca, ha uma diversidade de causas
genéticas associadas a estas perturbacdes. (3) Podem manifestar-se de forma isolada,
como no défice intelectual nao sindrémico (DINS) ou em conjunto com uma variedade de
outros sinais e sintomas, sendo entao designadas por défice intelectual sindrémico (DIS).
(4)

Embora sujeitas a alteragoes relacionadas com o desenvolvimento, estas perturbacoes
sao, geralmente, ndo progressivas, sequindo um curso estavel, sem ocorrer uma remissao

ou recaida.(1)

1.1.1.  Principais Manifestacoes

As principais manifestacdes de perturbacdes do neurodesenvolvimento sao o atraso no
desenvolvimento (AD) e o défice intelectual (DI) sendo a designacdo de atraso no
desenvolvimento reservada a criancas com menos de cinco anos, enquanto o défice
intelectual é aplicada a criancas mais velhas e adultos.(5,6) Ambas as condicdes sao
diagnosticadas quando os testes neuroldgicos padronizados se situam dois desvios-
padrao abaixo da média adequada a idade.(5,6)

Estas manifestacoes clinicas estao frequentemente associadas a outras doencas, como
a perturbacdo do espetro do autismo (PEA), a perturbacdo de défice de

atencao/hiperatividade (PHDA), perturbacdes motoras do neurodesenvolvimento e

1
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anomalias estruturais congénitas do desenvolvimento.(5) Além disso, outras perturbacdes
comuns do neurodesenvolvimento, nomeadamente a epilepsia podem tambhém afetar o
desenvolvimento cerebral e varios aspectos da capacidade funcional didria durante a
infancia.(1,2) Criancas com estas perturbacdes, apresentam carateristicas fenotipicas com
gravidade varidvel e diferentes alteracdes comportamentais. Fendtipos semelhantes
podem estar associados a diferentes mecanismos genéticos, assim como, diferentes
variantes no mesmo gene podem levar a diferentes fendtipos, o que aumenta a
heterogeneidade clinica.(7,8) Muitas vezes, estas patologias resultam de variantes de novo

em genes importantes para o desenvolvimento do sistema nervoso central.(8)

1.1.2. Etiologia e Prevaléncia

As perturbaco6es do neurodesenvolvimento sao extremamente complexas, sendo o seu
desenvolvimento e progressao influenciados por varios fatores genéticos e ambientais.(4)
A patogénese esta intimamente associada a alteragdes genéticas, e considera-se que as
causas genéticas tém um papel preponderante.(2) Por exemplo, as variantes de nucledtido
tnico (SNV), as variacées do niimero de c6pias (CNV) e as aneuploidias sao responsaveis
por cerca de 30% a 50% dos casos.(2) Devido ao avanco das tecnologias, é possivel numa
analise genética abrangente a detecao de SNVs e CNVs, em casos que anteriormente eram
inexplicaveis.(2,9) Até ao momento, foram identificados mais de 1300 genes causadores
de perturbacoes do neurodesenvolvimento e 1100 genes candidatos envolvidos nestas
patologias, estando o niimero continuamente a aumentar.(2,9)

Embora muitos casos sejam causados por alteracoes genéticas, ha também a teoria que
sugere alteracdes nos estados funcionais das células nervosas, influenciadas por fatores
ambientais que podem comprometer o desenvolvimento sindptico normal.(10) Além disso,
existem outros fatores, potencialmente evitaveis, que ocorrem durante o desenvolvimento
intrauterino, como a desnutricao materna e deficiéncias nutricionais, infecoes durante a
gestacao, exposicao materna a substancias tdxicas (incluindo &lcool, nicotina e drogas
teratogénicas), parto prematuro e asfixia perinatal, que podem também originar alteracoes
como atraso na mielinizacao, reducao da densidade sindptica e desequilibrios na

neurotransmissao. (4,5,11)
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As doencas genéticas tém um impacto significativo nos encargos sociais e de saude
publica, com uma prevaléncia global estimada entre 3,5% e 5,9% da populacao, ou seja,
cerca de 1 em cada 20 pessoas. (12) Contrariamente a mortalidade infantil precoce, que

diminuiu significativamente 50% entre 1990 e 2016, a prevaléncia das perturbacoes do

desenvolvimento manteve-se inalterada durante este tempo. (13)

1.2. O diagndstico molecular
1.2.1. Passado do diagnodstico molecular

A abordagem diagndstica tradicional para o estudo de doencas genéticas concentrava-
se principalmente na sindrome do X fragil e nas variacdes do nimero de cdpias, que eram
detetadas por microarray cromossémico (CMA) ou Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA).(14) A metodologia CMA consegue apenas detetar delecées ou
duplicacdes cromossdmicas em cerca de 20% dos casos de doencas genéticas.(5,14) No
entanto, a raridade dessas doencas, a sua variabilidade na expressao clinica, a
heterogeneidade genética e a sobreposicao parcial de muitos quadros clinicos além da
possivel auséncia de marcadores relacionados com a idade, tornam o percurso de
diagnadstico molecular dispendioso e frequentemente ineficaz, exigindo multiplos testes
genéticos para determinar um diagndstico final.(15)

Os avancos gendmicos trouxeram um aumento significativo dos conhecimentos sobre
aetiologia genética das doencas neurodegenerativas. Diversas técnicas de estudo genético
tém sido aplicadas, incluindo o cariétipo, a CMA, a sequenciacao do exoma e a MLPA. Estes
métodos diferem tanto nas taxas de diagndstico alcancadas como nos tipos de alteracoes
genéticas que consequem detetar. (3,15) Assim, a obtencao de mais informacdes pode ser
valiosa no diagndstico dessas doencas. No entanto, nem todos os métodos sao aplicaveis
a todos os casos. Por isso, é necessario dar prioridade ao teste mais adequado para cada
caso e complementa-lo com outros métodos.(3) Tendo em conta essa diversidade, a Tabela
1 resume as principais técnicas genéticas aplicadas no diagndstico molecular em

neuropediatria, destacando os tipos de alterac6es detetadas, limitacGes e vantagens.
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Tabela 1. Comparacdo das principais metodologias genéticas aplicadas no diagndstico molecular em
neuropediatria: caracteristicas, limitages e vantagens.

Metodologias Tipo de Alteracdo Detetada Limitacoes Principais Vantagens
. - Baixa resoluc¢ao; ndo Visao global do
Alterag6es cromossomicas N -
- - deteta mutagdes genoma; util em
Caridtipo grandes (aneuploidias, . -
~ pontuais ou CNVs anomalias
translocacdes) o
pequenas estruturais evidentes
Ndo deteta mutacoes
CMA Varia¢des no nimero de cdpias pontual_s nem Ma!(?r.resolugao que
rearran;jos caridtipo
equilibrados

Limitada aos loci

Dele¢des/duplicacdes cobertos pelas

Analise dirigida, com

MLPA especificas em genes ~ execucao simples e
. sondas; nao deteta .
conhecidos . . custo reduzido
variantes pontuais

— Variantes pontuais e pequenas  Pode falhar CNVs e Abordagem -
Sequenciagao . N N L < . abrangente; utilem

insercoes/delecdes nas regides nao deteta nas regides L
do Exoma e ~ o doencas genéticas

codificantes ndo codificantes raras

Legenda: CMA- microarray cromossomico; MLPA- Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; CNV- variacdo do
numero de cdpias

Os testes genéticos sao atualmente parte do protocolo padrao nos cuidados para varias
perturbacoes do desenvolvimento neuroldgico e a sua utilizacao tem sido cada vez mais
frequente. Na pratica, na auséncia de uma sindrome clinicamente reconhecivel, o
diagndstico advém de uma suspeita clinica que é confirmada por testes genéticos
especificos, especialmente nos casos de suspeita de atraso no desenvolvimento ou de
défice intelectual.(1) Como cerca de 70% destas doencas surgem ainda na infancia, é
importante que os clinicos pediatricos estejam mais sensibilizados para estes testes mais
comuns e o seu papel no cuidado de criancas com perturbacoes do desenvolvimento
neuroldgico.(1,12) Identificar a causa permite ndo sG ajustar o tratamento e o
acompanhamento clinico, mas também proporcionar um suporte adequado as
familias.(1,12)

Quando uma doenca € identificada, o risco de recorréncia para uma familia individual
varia consoante as variantes gendmicas detetadas, permitindo aos profissionais de salde
fornecer um aconselhamento mais preciso sobre as decisdes reprodutivas, oferecendo
assim aos doentes e familiares uma melhor compreensao dos riscos envolvidos e a

possibilidade de realizar um diagndstico pré-natal.(1)
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1.2.2. Avancos tecnolégicos

Em 2010, Miller DT et al. recomendaram o microarray cromossémico como teste de
primeira linha para o diagndstico clinico de doentes com atraso do desenvolvimento,
deficiéncia intelectual, défice de atencdo ou anomalias congénitas.(16) Em 2021, as
diretrizes do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) foram
atualizadas e passaram arecomendar a utilizacdo da sequenciacao da nova geracao (NGS)
como teste de primeira linha.(13) No entanto, apesar dos avancos tecnoldgicos nos testes
genéticos, uma proporcao significativa de doencas genéticas raras ainda carecem de
diagndstico definitivo.(14)

O rdpido avanco tecnoldgico, nomeadamente o surgimento das técnicas de
sequenciacao do exoma (SE), juntamente com a analise baseada em trio, que consiste em
sequenciar em paralelo o exoma do individuo afetado e dos seus progenitores, possibilita
taxas de diagndstico até 50%.(17) Recentemente, a SE baseada em trio foi proposta como
a abordagem molecular mais eficaz para diagndstico, mas o seu custo elevado limita a sua
aplicacdo. (17,18) Uma alternativa é a realizacao da sequenciacao apenas no probando
(individuo afetado) e, posteriormente, avaliar a segregacao das variantes detetadas nos
progenitores, recorrendo a sequenciacao de Sanger ou a SE em trio com NGS.(17,18)

O surgimento de estudos pela NGS, especialmente com o uso de painéis alargados de
genes e pela sequenciacao completa do exoma (WES), revolucionaram a identificacao de
variantes causais em perturbacées do desenvolvimento neuroldgico, aumentando o
sucesso do diagndstico em mais 25%.(19) A WES tornou-se, com o passar do tempo,
significativamente mais acessivel, sendo, atualmente, uma opcao altamente competitiva
nos testes genéticos atuais.(7) Embora nao sejam permutdveis, 0s avancos nas técnicas e
nos algoritmos bioinformaticos, permitem que os painéis de genes NGS e WES identifiquem
com precisao CNVs e aberracdes cromossémicas anteriormente indetetaveis.(5)

No entanto, a WES ainda é realizada no final de uma abordagem diagndstica de varias
etapas em doentes ambulatdrios com suspeita de doencas genéticas, com excecao da sua
utilizacao crescente como teste de primeira linha em bebés gravemente doentes,
internados em unidades de cuidados intensivos.(15) Fatores como a percecao dos médicos
sobre os custos elevados e o tempo de encaminhamento, o risco de encontrar variantes de
significado incerto e o ndmero reduzido de laboratdrios que realizam WES podem explicar

a sua aplicacdo limitada como teste inicial para o diagndstico/terapia nesses doentes.(15)

5
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Contudo, é importante destacar que a utilidade das tecnologias continuard a crescer,

trazendo avancos tanto na terapia genética como no potencial para a edicao de genes.(13)

1.3. Sequénciacao de Nova Geracao (NGS)

A sequenciacao de nova geracao (NGS), também conhecida como sequenciacao de alto
rendimento, é uma tecnologia que possibilita a sequenciacao, em simultaneo, de milhdes de
sequéncias de DNA ou RNA.(20) Comparada com os métodos tradicionais de sequenciacao,
a NGS tem diversas vantagens, como um maior rendimento através da multiplexacao de
amostras, maior sensibilidade na detecao de variantes com uma baixa frequéncia, tempo
de resposta mais rapido para grandes volumes de amostras e custos mais
reduzidos.(15,20)

Esta tecnologia tem uma ampla gama de aplicac6es na medicina laboratorial, muito
utilizada no diagndstico, progndstico e na selecao de tratamentos para doencas genéticas,
oncoldgicas e doencas infeciosas.(20) Nos tltimos dez anos, o aumento da utilizacao da
sequenciacao do exoma e do genoma transformou significativamente a pratica da genética
clinica e a medicina de um modo geral.(13)

Embora a NGS tenha sido um sucesso na compreensao das causas genéticas das
formas graves de atraso do desenvolvimento neuroldgico e do défice intelectual associado,
as bases genéticas para os casos de atraso neuroldgico ligeiro a moderado ainda nao foram

completamente compreendidas.(21)

1.4. Sequenciacao completa do exoma (WES)

A sequenciacdao completa do exoma consegue, simultaneamente, sequenciar toda a
regiao codificante do genoma e filtrar as variantes com base nos seus efeitos na proteina e
na transcricao e na compatibilidade com o fendtipo do doente, sendo esta a sua principal
vantagem.(15) Além disso, esta técnica permite reandlises posteriores a medida que mais
genes candidatos sao associados ao AD e DI, permitindo também identificar novos locais
de splicing potencialmente causadores de doenca.(6)

Este método tem sido fundamental e eficiente no diagndstico de doentes com atraso no

desenvolvimento ou défice intelectual, assim como em malformacdes congénitas, doencas
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multissistémicas e distirbios monossistémicos especificos, como por exemplo,
cardiomiopatias, sindromes epiléticas ou doencas hepéticas idiopaticas, entre outros.(4)
Estudos recentes mostram que a sequenciacao do exoma pode diagnosticar até 61% dos
casos nao diagnosticados de perturbacoes do neurodesenvolvimento, nomeadamente do
transtorno do espetro do autismo (3—28% dos casos) e do défice intelectual (28-43% dos

casos).(18)

1.5. Tipos de Variantes Genéticas

As mutacdes genéticas correspondem a alterac6es permanentes na sequéncia de DNA
que ocorrem durante o processo de divisao celular, quando as células replicam o seu
material genético. Estas alteracdes desempenham um papel fundamental na variabilidade
genética, podendo, contudo, terimplicacdes patoldgicas relevantes quando interferem com
a expressao génica ou com a estrutura e funcao das proteinas. (22,23) Certas condicoes
genéticas resultam da heranca de genes alterados transmitidos pelos progenitores,
aumentando o risco de manifestacao da doenca, enquanto outras mutacdes podem surgir
de forma aleatdria, sem origem hereditdria.(22)

As mutacoes pontuais, caracterizadas pela substituicao de uma unica base, classificam-
se em trés categorias principais: as mutacoes silenciosas ou sinénimas, que nao provocam
alteracdes na sequéncia de aminodcidos da proteina, embora possam afetar processos
como o mecanismo de splicingou a estabilidade do mRNA; as mutacoes missense, originam
a substituicao de um aminoacido por outro, o que pode comprometer a estrutura ou afuncao
da proteina resultante; e por fim, as mutacdes nonsense, que introduzem um codao stop
prematuro levando a formacao de proteinas truncadas e geralmente nao funcionais.(23-
25)

Outro tipo relevante de mutagoes sao as variantes frameshift, causadas por delecoes ou
insercoes de um numero de nucledtidos que nao seja multiplo de trés. Estas alteracoes
alteram a grelha de leitura dos codoes, resultando na producao de proteinas aberrantes e
com perda de funcdo.(25) As mutacdes de splicing ocorrem em regides reguladoras
envolvidas na remocao dos introes durante o processamento do pré-mRNA, podendo
originar transcritos defeituosos, seja por exclusao de exoes, inclusao de intrées ou ativacao

de locais de splicing alternativos.(26) Por fim, as mutacdes por expansao de repeticoes
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consistem num aumento anémalo de sequéncias repetitivas associadas a varias doencas

genéticas neurodegenerativas, como a repeticao trinucleotidica CAG associada a doenca

de Huntington ou a repeticao CGG associada a sindrome do X frdgil. (27)

1.6. Classificacao de variantes

Os termos “mutacao” e “polimorfismo” sao frequentemente utilizados, levando a
suposicoes de efeitos patogénicos e benignos maioritariamente incorretos.(28) Ambos sao
definidos como uma alteracao permanente na sequéncia de nucledtidos do DNA, contudo,
designa-se por mutacdao qualquer alteracdo independente da sua frequéncia, e por
polimorfismo aquelas variantes cuja frequéncia populacional é superior a 1%.(28) Posto
isto, as diretrizes de praticas laboratoriais publicadas pelo American College of Medical
Genetics (ACMG) recomendaram que ambos 0s termos sejam substituidos apenas pelo
termo “variante”.

A classificacao das variantes é fundamental, principalmente das variantes classificadas
como provavelmente patogénicas ou patogénicas, uma vez que podem confirmar um
diagnadstico clinico, determinar um progndstico, orientar as abordagens para o tratamento
e prevencao e estimar o risco para os membros da familia.(29)

A classificagao das variantes, é, usualmente, classificada, sequndo as diretrizes ACMG.
Para o efeito, sao avaliados varios tipos de evidéncia, como a frequéncia populacional da
variante, previsoes computacionais, estudos funcionais, dados clinicos e familiares, bem
como informacao previamente reportada em bases de dados especializadas. Com base na
combinacao destes critérios, as variantes sao classificadas em uma de cinco categorias:
benigno, provavelmente benigno, variante de significado incerto (VUS), provavelmente
patogénica ou patogénica.(29)

Mais de 40% das variantes clinicamente descritas estao classificadas como VUS ou
apresentam classificacoes divergentes na base de dados ClinVar. Esta base de dados tem
informacdes de todos os laboratdrios do mundo.(29) A andlise de variantes ainda apresenta
limitacOes, a categoria atribuida reflete o conhecimento cientifico disponivel no momento,
mas pode ser alterada a medida que novos dados populacionais, clinicos ou funcionais se
tornam disponiveis. Assim, a classificacao nao representa uma certeza absoluta. No

contexto de diagndstico pré-natal, onde uma familia pode enfrentar decisoes irreversiveis,
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como por exemplo tratamento fetal ou interrupcao da gravidez, é essencial considerar

cuidadosamente as evidéncias do relatdrio e de outras fontes, como uma ecografia fetal,

antes de qualquer decisao ser tomada.(28,30)
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2. Objetivos

Este projeto teve como objetivo o diagndstico molecular de doentes pediatricos com um
quadro clinico de perturbacao do desenvolvimento intelectual, utilizando amostras de
sangue total e a metodologia da sequenciacao de nova geracao. Para tal, os objetivos
especificos do presente trabalho foram:

1. Identificar variantes genéticas potencialmente associadas ao fendtipo clinico,
utilizando um painel de genes especifico aplicado a dados de sequenciacao
completa do exoma;

2. Analisar e classificar as variantes encontradas;

3. Efetuar amplificacao por PCR e sequenciacao de Sanger para confirmacao de

variantes potencialmente causais.

10
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3. Métodos
3.1. Amostras

Neste estudo foram analisadas 18 amostras de DNA extraidas a partir de sangue total
de doentes com perturbacao do desenvolvimento intelectual selecionadas aleatoriamente

a partir da base de dados do laboratdrio.

3.2. Extracaode DNA

O DNA foi extraido apartir de sangue periférico colhido em tubos com EDTA utilizando o
extrator automdtico QIAsymphony™ (giagen, Hilden, Germany) , que se baseia no método de
extracao e purificagao de dcidos nucleicos com esferas magnéticas revestidas com silica
que tem afinidade para o DNA. Esta metodologia permite obter DNA de alta qualidade num
volume final de 100uL.

O DNA extraido foi quantificado por espetrofotometria, utilizando o Qubit™ 4 Fluometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ua) U€ Utiliza um método baseado em fluorescéncia, em que
aintensidade da fluorescéncia emitida é proporcional a concentracao do DNA.

Apds quantificacao todas as amostras foram normalizadas para uma concentracao final

de 10ng/uL e armazenadas a 4°C até a sua utilizacao.

3.3. Preparacao de hibliotecas para Next Generation Sequencing

O DNA gendémico foi submetido a fragmentacao enzimdtica com Fragmentation Enzyme
(Twist Bioscience, San Francisco, cA,Eua) € @cordo com as instrugoes do fabricante. Em seguida procedeu-
se a ligacao de adaptadores universais, utilizando o Twist Human Core Exome Kit (rwist
Bioscience), dUrante 15 minutos a 202C. As amostras resultantes foram purificadas com esferas
magnéticas, garantindo a remocao de fragmentos indesejados e a recuperacao dos
fragmentos de interesse. Estes foram amplificados por PCR com Twist UDI Primer e

Equinox Library Amp MiX (wistsioscience), Utilizando as condicoes detalhadas na Tabela 2.

N



P.PORTO [

Tabela 2. Programa de PCR utilizado para a amplificacdo do DNA fragmentado
apos a ligacao dos adaptadores universais.

Passo Temperatura (°C) Duracdo (s) Nimero de Ciclos
1 Iniciacao 98 45 1
Desnaturagao 98 15
> Annealing 60 30 7
Extensao 72 30
3 Extensao Final 72 60 1
4 Final hold 4 © @

Apds a amplificacao fez-se uma nova purificacao com esferas magnéticas e uma nova
quantificacao no Qubit™ 4 Fluometer para avaliar a eficiéncia da amplificacao.

Com base na concentracao de cada amostra, foram preparadas pools de até 16
amostras. Estas pools foram submetidas a hibridacao com o Twist Exome 2.0 (rwist gioscience),
de acordo com as instrucoes do fabricante.

A captura e purificacao dos fragmentos hibridados com as sondas de interesse foi
realizada com Streptavidin Binding Beads (twistsioscience), € SUCESSIVAS lavagens com Binding e
Wash Buffers adequados, de forma a eliminar contaminantes e enriquecer a captura das
regioes alvo.

Os fragmentos assim obtidos foram submetidos a uma segunda amplificacdo, utilizando
Amplification Primers e Equinox Library Amp MiX (wistioscience) S€gUNdo condicoes descritas

na Tahela 3.

Tabela 3. Programa de amplificacao utilizado apds a captura por hibridacdo de

sondas especificas.
Passo Temperatura (°C) Duracdo (s) Ndmero de Ciclos
1 Iniciacao 98 45 1
Desnaturacao 98 15
> Annealing 60 30 9
Extensao 72 30
3 Extensaofinal 72 60 1
4 Final hold 4 © @

Apds a amplificacao procedeu-se a uma nova purificagao com esferas magnéticas e
quantificacao com o Qubit™ 4 Fluometer, bem como andlise do tamanho dos fragmentos
obtidos utilizando o E-Gel™ Power Snap (themo Fisher sceentiio- Apenas as hibliotecas que

apresentaram concentracao e qualidade adequadas foram elegiveis para sequenciacao.
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Seguidamente as bibliotecas foram normalizadas para uma concentracao final de 5 nM e
agrupadas em pools finais que foram submetidas a desnaturacao quimica com NaOH. A
estas pools foi adicionado o controlo interno PhiX (iumina, san biego, ca eun), de acordo com as
recomendacoes do fabricante.

As bibliotecas foram sequenciadas em modo paired-end num total de 300 ciclos (2x150
bp) no sequenciador AVITI™ System (giement siosciences, san biego, ca, eua) Utilizando uma High Output

flowcell.

3.4. C(Classificacao e interpretacao das variantes

Os dados gerados pelo sequenciador foram alinhados com o genoma humano de
referéncia hg38/GRCh38, e as variantes identificadas foram anotadas recorrendo a
plataforma eVai® EnGenome, que integra diversas bases de dados, como ClinVar, gnomAD
e OMIM, entre outras, permitindo a aplicacao de filtros personalizados que auxiliam na
interpretacao das variantes (31-34).

A classificacao das variantes sequiu as diretrizes da American College of Medical
Genetics (ACMG), que classifica as variantes em cinco categorias: benigna, provavelmente
benigna, variante de significado clinico incerto, provavelmente patogénica ou patogénica,
com base em evidéncias genéticas, populacionais, funcionais e clinicas (28).

Critérios especificos foram utilizados para atribuir pontos de evidéncia a cada variante, e
a aplicacao combinada desses critérios permitiu definir a classificacao final. A descricao
detalhada de cada critério e a aplicacao para a determinacao da classificacao final
encontram-se no Anexo 1e 2, respetivamente.

Paraaanalise especifica das amostras deste estudo, foi utilizado um filtro personalizado
desenvolvido pelo laboratdrio, direcionado para perturbacées de desenvolvimento
intelectual, contendo um painel de genes associados a estas patologias. As variantes foram
agrupadas e analisadas segundo o tipo de mutacao, de acordo com o seuimpacto:

e Tier 1: variantes com elevado impacto funcional, incluindo frameshift, ganho ou
perda de codao stop, perda do codao deiniciacao, delecdes/insercoes out-of-frame
ou delecao de exaes;

e Tier 2: variantes de impacto moderado, como missense e insercoes/delecdes in-

frame;

13
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e Tier 3: variante de provavel impacto reduzido, como sinénimas e alteracdes no

codao de iniciagcao ou no codao stop;

e (CNV:alteracdes no nimero de c6pias dos genes.

3.5. Sequenciacao de Sanger

Apds a sequenciacao de nova geracao e da analise bioinformatica dos dados obtidos, as
variantes potencialmente patogénicas ou de interesse clinico, foram validadas por
sequenciacao de Sanger de forma a assegurar a fiabilidade dos resultados obtidos através
da NGS. Pararealizar a sequenciacao de Sanger as amostras de DNA foram primeiramente
amplificadas por PCR utilizando primers especificos para a regiao de interesse. As reacdes
de PCR foram preparadas para um volume final de 12,5 uL, contendo 2 uL de DNA (10ng/uL),
1,25 uL de agua/optimizer (5x), 6,25 uL Master mix (2x) e 1,5 uL de cada primer (10uM). O

progama de amplificacdao encontra-se descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Programa de amplificacao por PCR utilizado para a validacao de
variantes por sequenciacao de Sanger.

Passo Temperatura (°C) Duracao Nimero de Ciclos
1 Iniciacao 95 15 min 1
Desnaturacao 94 45s
> Annealing 60 Tmin 35
Extensao 72 Tmin
3 Extensao Final 72 10 min 1
4 Final hold 15 o ®

Apds a amplificacao, os produtos de PCR foram purificados com o reagente ExoSAP-
IT™ (thermo Fisher scientifid, S€gQUindo as condi¢des recomendadas (372C durante 5 minutos,
seguido de 80°C durante 10 minutos).

As amostras de DNA amplificadas e purificadas foram submetidas a uma reacao de
sequenciacao utilizando o kit BigDye™ Terminator v3.1 (apiied Biosystems Thermo Fisher Scientific) €
acordo com as instrucoes do fabricante. Apds esta reacao, os produtos foram purificados
com colunas Zymo-Spin™ IB (zymo research, invine, ca, eua).- AS @maostras finais foram sequenciadas,
utilizando o sequenciador SeqStudio™ Genetic Analyzer (appiied Biosystems Thermo Fisher Scientific) A

andlise dos eletroferogramas foi efetuada manualmente.

14
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4.1. Informacao clinica dos doentes

Foram analisadas amostras de 18 doentes com suspeita de perturbacées do
desenvolvimento intelectual, tendo sido solicitado a pesquisa de um painel de genes para
perturbacao do desenvolvimento intelectual baseado em sequenciacao de exoma
completo. Do total de pacientes, 12 (66,7%) eram do género masculino e 6 (33,3%) eram do
género feminino, com idades compreendidas entre os 3 anos e 0s 26 anos, sendo a média
de 8 anos eamedianade 6,5 anos . As manifestacoes clinicas apresentadas foram diversas,
sendo as mais frequentemente observadas: atraso global do desenvolvimento,
perturbacdo do espetro de autismo, dismorfias (especificas e inespecificas), atraso
desenvolvimento psicomotor e perturbacao da linguagem. A Tabela 5 apresenta um

resumo da informacao clinica de cada caso, a versao com a descricao mais detalhada

encontra-se no Anexo 3.

Tabela 5. Informacdo clinica dos pacientes com suspeita de perturbacdes do desenvolvimento

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

intelectual.
Amostra Sexo \dade
(anos)

1 M 12
2 F n
3 M

4 M

5 F

6 F 13
7 M 6
8 F 26
9 M
10 M

1 M
12 M 10
13 F 3
14 M 16
15 F 3
16 M 6
17 M 3
18 M 9

Informacao Clinica

PDI ligeiro familiar; Microcefalia, Baixa estatura e Dismorfias ligeiras

PDI com histérico familiar

AGD e Auséncia de Linguagem

AGD+PPS

AGD e Dismorfias

PDI e Dismorfias inespecificas

AGD e PEA

Dismorfias e Irma com PDI

Atraso global psicomotor; PEA e Dismorfias inespecificas
Défice cognitivo; PEA e Facies peculiar, mas inespecifica

PEA ndo sindromico e HxF PDI e défice de atencdo

PDI com muitas dificuldades de aprendizagem

AGD com suspeita de PEA

PDI com dificuldades de aprendizagem e talvez epilepsia
AGD com suspeita de PEA

Atraso desenvolvimento psicomotor; PEA e Dismorfias in
PDAH; Perturbacao linguagem e PEA

PEA

especificas




P.PORTO [N

Legenda: HxF- histérico familiar; F- feminino; M- masculino; AGD-atraso global de desenvolvimento; PEA- perturbacao
do espetro de autismo; PDI- perturbacao desenvolvimento intelectual; PDAH- Perturbacées de défice de
atencdo/hiperatividade; PPS- Perturbacdo Processamento sensorial.

4.2. Variantes genéticas detetadas

Foram analisadas 18 amostras de doentes com suspeita de perturbacao de
desenvolvimento intelectual, com o objetivo de identificar variantes genéticas
potencialmente associadas ao respetivo fendtipo clinico, utilizando um painel de genes
especifico. Das amostras analisadas, 10 (55,6%) apresentaram pelo menos uma variante
genética, enquanto 8 (44,4%) nao relevaram variantes consideradas relevantes nos genes
incluidos no painel. Entre os casos com variantes identificadas, 1(6%) foi classificada como
provavelmente patogénica, 1 (6%) como patogénica e 6 (33,3%) como variantes de
significado clinico incerto (VUS). Em dois doentes (11,1%) foram detetadas muiltiplas
variantes: um apresentou duas VUS e o outro, uma VUS em conjunto com uma variante
provavelmente patogénica. As variantes identificadas por NGS foram posteriormente
validadas por PCR e sequenciacao de Sanger, tendo-se verificado uma concordancia de

100% entre as metodologias. Os resultados da andlise encontram-se sumarizados na

= Auséncia de Variantes

= Variantes de significado
incerto

= Variantes Provavelmente

Patogénicas

Figura1.

m Variantes Patogénicas

m Mais que uma variante

Figura 1. Distribuicao das variantes encontradas por NGS em pacientes com suspeita de
perturbacdo de desenvolvimento intelectual, sequndo a classificacdao de ACMG.

A amostra foi igualmente analisada em funcao da idade dos doentes, tendo sido os

resultados agrupados em <5 anos ou >5 anos. Dos 18 casos estudados, 6 (33,3%) eram de
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criancas com idade igual ou inferior a 5 anos, enquanto os restantes 12 (66,7%) eram de
criancas com mais de 5 anos. No grupo mais jovem, foram identificadas variantes de
significado incerto em 3 casos (50%), ndo se tendo detetado qualquer variante relevante
nos restantes 3 casos (50%). No grupo com idade superior a 5 anos, foi identificada 1
variante patogénica (8,3%), 1 variante provavelmente patogénica (8,3%), 3 variantes de
significado incerto (25%), 5 casos sem variantes relevantes (41,7%) e 2 casos com mltiplas

variantes (16,7%), conforme ilustrado na Figura 2.

6

5 | Variantes Patogénicas

4 B Variantes Provavelmente
Patogénicas

3 W Variantes de significado
incerto

2 H Mudltiplas Variantes

1 I I I W Auséncia de Variantes

0

<5 anos >5anos

Figura 2. Distribuicao das variantes encontradas por NGS sequndo a classificacao ACMG,
em pacientes com suspeita de perturbacao de desenvolvimento intelectual, estratificados
por idade (<5 anos ou>5 anos).

4.3. ldentificacao e classificacao das variantes patogénicas e provavelmente

patogénicas

Foram identificadas duas variantes classificadas como patogénicas ou provavelmente
patogénicas (Tabela 6). A primeira foi detetada na amostra 1, correspondendo a uma
variante localizadanolocal dador de splicingno gene WDR62. Esta variante foi detetada em
homozigotia estando o gene WDR62 associado a microcefalia primaria tipo 2 (OMIM
#604317). O fendtipo clinico do paciente inclui microcefalia, baixa estatura, perturbacao do
desenvolvimento intelectual ligeira e dismorfia facial ligeira, sendo bastante compativel

com o quadro clinico descrito para a patologia associada ao gene WDR62.
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Tabela 6. Variantes patogénicas identificadas por NGS em pacientes com suspeita de perturbacao de desenvolvimento intelectual.

Amostra

1

2

Gene

WDR62

AP1G1

Variante

€.3514+1G>A
(NA)

c1135CT
(p.Arg379%)

Tipo de
Mutacdo

Splice
donor

Nonsense

Dados
Populacionais

gnomAD:
Allele Frequency:
0.002293 %

Ausente no
gnomAD

OMIM

Microcefalia 2,

primdria
#604317
Sindrome de
Usmani-
Riazuddin
#619467

ClinVar Critérios de Classificacao
Classificacao (ACMG)
e s
g PM2 Patogénica
Provavelmente
s PM3
patogénica
PVS1 Provavelmente
Patogénica PM2 patogénica
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A segunda foi identificada na amostra 2, no gene AP1G7, sendo uma variante nonsense
(ganho de um codao de paragem). Esta variante foi detetada em heterozigotia, estando o
gene AP1GT associado a sindrome de Usmani-Riazuddin (OMIM #619467). O doente
apresenta perturbacao do desenvolvimento intelectual com histdrico familiar, que é
compativel com o fendtipo descrito para esta sindrome, que inclui atraso global no
desenvolvimento e défice cognitivo. Ambas as variantes apresentaram uma correlagao
gendtipo-fendtipo consistente com os quadros clinico dos respetivos doentes, permitindo
ser estabelecido um diagndstico molecular.

As variantes foram analisadas segundo os critérios da ACMG (conforme descrito
anteriormente e no Anexo 1 e 2), tendo sido consideradas muiltiplas fontes de evidéncia.
Ambas correspondem a variantes de perda de funcao (nonsense e splice-site), num
contexto em que esse mecanismo é reconhecido como causador de doenca para os
respetivos genes, correspondendo ao critério PVS1. Relativamente aos dados
populacionais, estas variantes ou estavam ausentes ou apresentavam uma frequéncia
extremamente reduzida na base de dados gnomAD, justificando a aplicacao do critério
PM2. No caso da variante no gene WDR62, foram ainda consideradas duas submissoes a
base de dados ClinVar, com classificacées patogénica e provavelmente patogénica, e foi
aplicado o critério PM3, por se tratar de uma doenca de transmissao recessiva e a variante
ter sido identificada em homozigotia. Com base nestes critérios, a variante identificada no
gene WDR6Z2foi classificada como patogénica e a variante identificada no gene AP1G1 foi

classificada como provavelmente patogénica.

4.4. Identificacao e classificacao das variantes de significado clinico incerto

De entre as 10 amostras que apresentaram variantes, 6 (60%) continham variantes de
significado clinico incerto. Estas variantes foram identificadas nas amostras 5, 9, 12, 13,17
e 18. Todas as variantes detetadas sao do tipo missense e localizam-se nos genes SOX4,
KDM6B, ANKRD17, TRRAP, CHD5e TNPOZ2.A Tabela 7 apresenta, de forma detalhada, toda
ainformacao relativa a estas variantes.

0 quadro clinico observado nos doentes inclui, predominantemente, atraso global do
desenvolvimento, perturbacao do espetro do autismo, dificuldades cognitivas e dismorfias,

sendo compativel com o quadro clinico descrito para cada gene na base de dados OMIM
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(Anexo 4). No entanto, em alguns casos, a expressividade clinica observada foi mais suave
do que a descrita na literatura para variantes patogénicas conhecidas nesses genes.

Relativamente a classificacao das variantes, foi aplicado o critério PM2 a todas as
variantes, uma vez que estas variantes estavam ausentes ou apresentavam uma
frequéncia extremamente reduzida na base de dados gnomAD. Para além deste critério,
foram aplicados outros critérios para a classificacao das variantes.

Assim, na variante identificada no caso 5 foi também aplicado o critério PM1, dado que
esta variante se localiza num dominio funcional critico, apresentando o doente atraso global
de desenvolvimento e dismorfias, caracteristicas descritas em doentes com variantes
causais no gene SOX4.

Na variante identificada no caso 9 foram aplicados os critérios PM2 e PP3, devido a
previsao in silico de um efeito deletério na funcao da proteina. O doente apresenta atraso
psicomotor, perturbacdao do espetro de autismo e dismorfias inespecificas, achados
compativeis com os fendtipos descritos para a sindrome do neurodesenvolvimento de
Stolerman.

Na variante identificada no caso 12 foi aplicado o critério PP2. O doente apresenta
perturbacao do desenvolvimento intelectual com dificuldades de aprendizagem, que faz
parte do fendtipo descrito na sindrome de Chopra-Amiel-Gordon.

Também na variante identificada no caso 13 foi aplicado o critério PP2. O doente
apresenta atraso global do desenvolvimento com suspeita de autismo, o que poderd ser

compativel com alteracdes no gene TRRAP.
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Tabela 7. Variantes de significado incerto identificadas por NGS em pacientes com suspeita de perturbacdo de desenvolvimento intelectual.

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

Amostra

5

12

13

17

18

Gene

50X4

KDM6B

ANKRD17

TRRAP

CHD5

TNPO2

Variante
c.223CT
(p.Arg75Cys)

€.3679G>C
(p.Gly1227Arg)

c.4082C>T
(p.Ala1361val)

c.840C>G
(p.Phe280Leu)

c.257CT
(p.Ser86Leu)

c.1495A>G
(p.Ser499Gly)

Tipo de
Mutacdo

Missense

Missense

Missense

Missense

Missense

Missense

Dados
Populacionais
Ausente no
gnomAD

Allele Frequency:

0.000964 %

Ausente no
gnomAD

Ausente no
gnomAD

Allele Frequency:

0.00094 %

Ausente no
gnomAD

OMIM

Sindrome Coffin-Siris
#618506
Sindrome do
neurodesenvolvimento de
Stolerman
#618505
Sindrome Chopra-Amiel-
Gordon
#619504
Atraso no desenvolvimento
#618454
Sindrome do
neurodesenvolvimento de
Parenti-Mignot
#619873
Transtorno do
desenvolvimento intelectual
#619556

ClinVar
Nenhuma
submissao

Nenhuma
submissao

Nenhuma
submissao

Provavelmente
benigna

Provavelmente
benigna

Nenhuma
submissao

Critérios de
Classificacao
PM2
PM1

PM2
PP3

PM2
PP2

PM2
PP2

PM2
PP2

PM2
PP3
PP2

Classificacao
(ACMG)

VUS

VUS

VUS

VUS

VUS

VUS
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Na variante identificada no caso 17 foram aplicados os critérios PM2 e PP2. O doente
apresenta perturbacao de hiperatividade e défice de atencao, perturbacao da linguagem e
autismo, caracteristicas que sao sobreponiveis com a sindrome de neurodesenvolvimento
de Parenti-Mignot. Por fim, na variante identificada no caso 18 foram também aplicados os
critérios PP2 e PP3, devido a um possivel impacto no splicing pela localizagao da variante
na pendltima base do exao 14. O doente apresenta perturbacao do espetro de autismo,
compativel com os escassos relatos clinicos associados a variantes no gene TNPO2.

Apesar dos critérios aplicados, todas as variantes foram classificadas como de
significado clinico incerto, uma vez que os dados disponiveis nao permitem uma
classificacao mais conclusiva. Assim, estas variantes podem ou ndo ser causais para 0s

fendtipos observados.

4.5. Identificacao e analise de amostras com miiltiplas variantes

Foram identificadas mudltiplas variantes em apenas dois dos casos analisados: 6 e 10
(Tabela 8). Na amostra 6, foram detetadas duas variantes missense: umano gene MED13 e
outra no gene USP7. Ambas foram classificadas como variantes de significado clinico
incerto.

Para a variante no gene MED13, foram aplicados os critérios PM2, por auséncia na base
de dados gnomAD, e PP3, com base em previsoes in silicoque sugerem um efeito deletério.
Relativamente a variante no gene USP7, além do critério PM2, foram aplicados os critérios
PP2, por se tratar de uma variante missense num gene em que este € um mecanismo
comum de doenca, e PM5, por ocorrer numa posicao onde uma variante diferente missense
ja foi previamente classificada como patogénica.

Clinicamente, o doente apresenta perturbacao do desenvolvimento intelectual e
dismorfias, um quadro compativel com ambas as variantes. De acordo com o OMIM,
alteracdes no gene MED13 estao associadas a transtornos do neurodesenvolvimento,

enquanto variantes no gene USP7 podem causar a sindrome Hao-Fountain (33).
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Tabela 8. Amostras com miltiplas variantes identificadas por NGS em pacientes com suspeita de perturbagdo de desenvolvimento intelectual.

P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE

- Tipo de Dados ; Critérios de Classificacdo
Amostra  Gene Variante Mutacdo  Populacionais OMIM ClinVar Classificagao (ACMG)
Transtorno de
€.4237G>C . Ausente no desenvolvimento Nenhuma PM2
MED13 (p.Asp1413His) Missense gnomAD intelectual submissao PP3 vus
6 #618009
USP7 c.1260G>T Missense Ausente no Sindrome Hao- Provavelmente Emg VUS
(p.Lys420Asn) gnomAD Fountain #616863 patogénica pp2
€.1531_1532dupCT . Ausente no Atrasolno Nenhuma PVS1 Provavelmente
TCF20 (p.Lys512fs) Frameshift nomAD desenvolvimento submissao PM2 atogénica
10 Pty g #618430 patog
c.146A>G . Ausente no Sindrome Angelman PM2
UBE3A (0 Glu4sGly) Missense gnomAD #105830 vus PP2 vus
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Na amostra 10, foram identificadas duas variantes: uma frameshift no gene TCF20 e
uma missense no gene UBE3A. Ambas estao ausentes na base de dados gnomAD,
justificando a aplicacao do critério PM2. A variante no gene TCF20 foi classificada como
provavelmente patogénica, pois, além do PM2, foi aplicado o critério PVS1, por
corresponder a uma alteracao de perda de funcao num gene em que este mecanismo é
conhecido como causador de doenca. A variante no gene UBE3Afoi classificada como VUS,
com base nos critérios PM2 e PP2. O doente apresenta défice cognitivo, perturbacao do
espetro de autismo e facies peculiar, mas inespecifica, isto é, um conjunto de manifestacdes
potencialmente compativeis com alteracées em ambos os genes. O gene TCF20 tem sido
associado a sindromes de neurodesenvolvimento, enquanto alteracées no UBE3A estao
ligadas a sindrome de Angelman, cuja apresentacao clinica é mais especifica e complexa. A
sobreposicao fenotipica dificulta, neste caso, a determinacao da contribuicao individual de

cada variante para o quadro clinico do doente.

4.6. Associacao das variantes com o fenétipo clinico

De forma a explorar a relagao entre os achados genéticos e a apresentacao clinica dos
doentes incluidos neste estudo, foi realizada uma andlise dos principais fendtipos
observados, nomeadamente perturbacao do desenvolvimento intelectual, atraso global do
desenvolvimento, atraso global psicomotor, dismorfias, perturbacao do processamento
sensorial, perturbacao da linguagem, perturbacdes do espetro de autismo, epilepsia e
perturbacoes de défice de atencao/hiperatividade.

Os fendtipos foram agrupados com base nas manifestacoes clinicas predominantes
descritas nos processos clinicos. Importa salientar que, dada a frequéncia de fendtipos
sobrepostos em doencas genéticas, um mesmo doente pode apresentar mais do que um
fendtipo entre os listados. Por esse motivo, uma mesma variante genética identificada num
doente pode estar representada em mais do que uma categoria fenotipica, quando
aplicavel. Assim, o nimero total de variantes listadas na tabela é superior ao numero total
de variantes identificadas no estudo, uma vez que algumas foram contabilizadas em
multiplos fendtipos para refletir a complexidade clinica dos casos. Os resultados

encontram-se resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9. Principais fenétipos observados nos pacientes com suspeita de perturbacdo de
desenvolvimento intelectual e nimero de variantes identificadas em cada grupo fenotipico.

0
Principais Fendtipos N® de Patogénica Provave[mgnte VUS Negativo
Casos patogénica
Perturbacao 1 > > 1
desenvolvimento intelectual
Atraso glqbal de 6 > 4
desenvolvimento
Atraso global psicomotor 2 1
Dismorfias 8 1 1 3 3
Perturbacao processamento > 1 1
sensorial
Perturbacdo da linguagem 2 1 1
Perturba(;aoido espetro de 9 1 5 3
autismo
Epilepsia 1 1
PDAH 1 1

Legenda: PDAH- Perturbag0es de défice de atengdo/hiperatividade.

Da anadlise dos dados apresentados na Tabela 9, observa-se que os fendtipos mais
frequentemente associados a presenca de variantes classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas foram a perturbacao do desenvolvimento intelectual,
dismorfias e a perturbacao do espetro do autismo. Por outro lado, fendtipos como o atraso
global do desenvolvimento, dismorfias e perturbacao do espetro de autismo apresentaram
uma maior proporcao de variantes classificadas como de significado clinico incerto ou com
resultado negativo. Todos os outros fendtipos, como o atraso global psicomotor,
perturbacao processamento sensorial, perturbacao da linguagem, epilepsia e PDAH
apresentaram também variantes de significado clinico incerto ou com resultado negativo.
Estes achados refletem, em parte, a heterogeneidade clinica e genética dos quadros
avaliados, bem como a limitacao atual na interpretacao de algumas variantes,
particularmente em contextos fenotipicos menos especificos. A presenca de variantes
patogénicas em fendtipos mais definidos podera sugerir uma maior correlagao genétipo-

fendtipo nestes casos.

4.6.1. Amostras com historico familiar

Relativamente ao histdrico familiar, foi possivel obter informacao clinica em seis casos.
Destes, dois apresentaram variantes classificadas como patogénicas ou provavelmente

patogénicas, correspondendo aos casos com variantes causais identificadas no estudo.
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Outros dois casos apresentaram variantes de significado incerto, e os restantes dois nao
revelaram qualquer alteracao genética relevante. Embora o nimero de casos com dados
disponiveis sejareduzido, a presenca de histdrico familiar positivo nos casos com variantes
patogénicas pode sugerir uma possivel relacao causal. As amostras que continham

variantes e histdrico familiar estao exemplificadas na Tabela 10.

Tabela 10. Variantes identificadas por NGS em pacientes com histérico familiar de
perturbag6es do desenvolvimento intelectual.

Amostra Histdrico Familiar Tipo de Variante Gene Afetado
1 PDl ligeiro Patogénica WDR62
2 PDl ligeiro Provavelmente Patogénica AP1G1
5 Irmdo com atraso’nfa\ fala VUS So0x4
Irmdo morte subita
13 Pai com PDAH VUS TRRAP

Irmdo com PDAH
Legenda: PDI- Perturbacdo do desenvolvimento intelectual; PDAH- Perturbacdes de défice
atencao/hiperatividade
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5. Discussao

Neste trabalho, foi efetuada a analise molecular em 18 pacientes com suspeita de
perturbacao do desenvolvimento intelectual, onde foi utilizado um painel para perturbacao
do desenvolvimento intelectual baseado em sequenciacao de exoma completo. A amostra,
predominantemente composta por individuos do sexo masculino (66,7%), refletiu a
tendéncia ja descrita na literatura de maior prevaléncia de alteracdes do
neurodesenvolvimento em rapazes, nomeadamente no défice intelectual, atraso global de
desenvolvimento e perturbacao do espetro de autismo (7,10,35,36). As manifestacoes
clinicas observadas foram variadas, mas coerentes com os fendtipos geralmente
associados as condicdes genéticas subjacentes, incluindo atraso do desenvolvimento
psicomotor, dismorfias e perturbagoes da linguagem. Esta heterogeneidade clinicajustifica,
por si s, a utilizacao de abordagens de diagndstico molecular abrangentes como a NGS,
capazes de investigar mdultiplos genes simultaneamente, aumentando assim a taxa
diagnadstica em contextos complexos, como os casos acompanhados pela neuropediatria.

A taxa de diagndstico global foi de 25%, considerando as variantes classificadas como
patogénicas ou provavelmente patogénicas. Este valor encontra-se dentro do intervalo
reportado em alguns estudos que exploraram a taxa de diagndstico, através da aplicacao
de painéis genéticos, tendo sido registados valores entre os 11 e 0s 39% (1,36-38). Um
outro estudo, em 2015, realizado por Grozeva et al. em que foi aplicado um painel de 253
genes associados a défice intelectual em 986 doentes com défice intelectual moderado a
grave obteve umataxa de diagndstico de 11% (39). Em variados estudos foram examinadas
as taxas de VUS entre doentes submetidos a sequenciacao do exoma para uma variedade
deindicacdes e encontraram taxas de 25 a 86% (1,40,41). A elevada proporcao de variantes
de significado clinico incerto (33,3%) reflete uma das principais limitagdes da gendmica
clinica atual: a dificuldade em interpretar alteracdes genéticas cuja relevancia funcional
ainda nao esta completamente estabelecida. Este desafio é particularmente evidente em
doencas do neurodesenvolvimento, dada a sua heterogeneidade clinica e genética (8,15).

A estratificacao dos resultados por idade revelou diferencas relevantes na distribuicao
das variantes identificadas. No grupo de criancas com < 5 anos, nao foram identificadas
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas, tendo sido detetadas apenas
variantes de significado clinico incerto (50%). Por contraste, no grupo > 5 anos, observou-

se uma maior diversidade de classificacoes, incluindo variantes patogénicas (8,3%) e
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provavelmente patogénicas (8,3%). No estudo de Arteche-Ldpez et al. 84% dos doentes
com um diagndstico genético tinham 5 anos ou mais, em contraste, apenas em 4% dos
doentes com menos de 5 anos foi obtido um diagndstico, os autores atribuem este baixo
rendimento diagndstico a natureza multifatorial das perturbacdes do espetro de autismo,
em que tanto as variantes comuns como as raras contribuem para o risco para autismo (42).
Por outro lado, num estudo feito em 90 criancas, 0s casos positivos eram em criancas
ligeiramente mais velhas, embora a diferenca nao fosse significativa (43). Esta discrepancia
pode estar associada a evolucao natural dos fendtipos clinicos, que se tornam mais
definidos com o tempo, permitindo uma melhor correlacdo gendtipo-fendtipo (44). De
facto, nas criangas mais novas, a informacao clinica disponivel centrava-se sobretudo em
manifestacdes inespecificas como atraso global de desenvolvimento e suspeita de
perturbacao do espetro de autismo, enquanto nos doentes mais velhos era possivel
identificar diagndsticos mais estruturados, como défice intelectual, perturbacées da
linguagem, atraso psicomotor ou outros sinais neuroldgicos especificos. Esta maior
especificidade clinica nos doentes mais velhos facilita a interpretacao dos achados
genéticos e a sua classificagao. Além disso, reforca aimportancia de um seguimento clinico
nestes casos, que permita reavaliar tanto o fendtipo como os dados genéticos, podendo

assim aumentar a taxa de diagndstico em 10 a16% (37).

5.1. Casos com variantes patogénicas/provavelmente patogénicas

A identificacao de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas nos genes
WDR62 e AP1G1 permitiu o estabelecimento de um diagndstico molecular em dois casos
(12%), que estd em concordancia com taxas de diagndstico descritas em estudos com
metodologias semelhantes, como referido anteriormente.

A variante no gene WDR62, identificada em homozigotia, esta associada a microcefalia
primadria tipo 2, uma condicao de transmissao autossémica recessiva bem descrita na
literatura. O gene WDR62 tem expressao predominante no cérebro fetal, e codifica uma
proteina envolvida em processos fundamentais do neurodesenvolvimento,
nomeadamente na regulacao do ciclo celular das células progenitoras neuronais, na
proliferacao celular e na migragao radial dos neurdnios ao longo do cértex cerebral (45-47).

Ou seja, 0 gene WDRG62 controla a forma como estas células se dividem durante o
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desenvolvimento cerebral. Através da sua acao na organizacao do fuso mitético, assegura
que as divisoes celulares ocorram corretamente, permitindo a formacao de um ndmero
adequado de neurdnios e a sua correta migracao para o cortex. A disfuncao deste gene
pode, por isso, levar a reducao do volume cerebral e a anomalias estruturais, como
observado em casos de microcefalia primaria (33,45,48,49). Zombor et al. (2019), relatou o
caso de dois doentes, com a mesma mutacao no gene WDR62, também em homozigotia,
em que ambos tinham microcefalia congénita, baixa estatura e atraso grave no
desenvolvimento (50). O tipo de variante e o quadro clinico apresentado pelo doente
identificado é compativel com o descrito na literatura para variantes no gene WDR62
(45,49,50). A variante encontrada, localizada no local dador de splicing, resultard, muito
provavelmente, em perdade funcao, resultando no fendtipo clinico observado neste doente.
O fendtipo apresentado por este doente com microcefalia, dismorfias, baixa estatura e
défice intelectual ligeiro, mostra uma elevada correlacao com os dados publicados,
fortalecendo a classificacao patogénica atribuida a variante.

No segundo caso, foi identificada uma variante nonsense no gene AP1G7, associada a
sindrome de Usmani-Riazuddin, cuja relevancia clinica tem vindo a ser progressivamente
reconhecida (51). Este gene codifica a subunidade gama-1 do complexo proteico 1,
integrante da familia de complexos de proteinas adaptadoras (AP) que medeiam o tréfico
vesicular intracelular e a localizacao polarizada de proteinas em neurdnios. Alteracdes em
diferentes subunidades destes complexos tém sido envolvidas em diversas doencas
hereditdrias, incluindo o défice intelectual (52,53). Esta sindrome, associada ao AP1G]T,
caracteriza-se por défice intelectual e atraso global no desenvolvimento (33,52). Gnazzo et
al. (2024) descreveu o segundo caso conhecido de sindrome de Usmani-Riazuddin,
associado a uma variante de novo no AP1G1classificada como provavelmente patogénica,
a semelhanca da identificada no presente trabalho (51). Contudo, nesse caso, o quadro
clinico eramais acentuado contrastando com o observado no doente descrito neste estudo,
para o qual apenas é referida a presenca de défice intelectual. A existéncia de antecedentes
familiares de défice intelectual neste caso sugere um possivel padrao de hereditariedade

autossémica dominante, compativel com o modo de transmissao da sindrome.
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5.2. Casos com variantes de significado clinico incerto

As variantes de significado clinico incerto identificadas em seis doentes refletem um dos
principais desafios na interpretacao do papel causal de variantes identificadas pela
aplicacao de painéis de NGS aplicados a perturbacdes do neurodesenvolvimento. Tal como
descrito na literatura, mesmo quando se obtém achados moleculares relevantes, a sua
interpretacao pode permanecer ambigua devido a limitacao de evidéncia funcional, baixa
frequéncia populacional e heterogeneidade fenotipica (28,54).

Todas as variantes identificadas foram do tipo missense, um tipo de alteracao
frequentemente classificado como VUS devido a dificuldade em prever com confiangcao seu
impacto funcional. Os genes afetados, SOX4, KDM6B, ANKRD17, TRRAP, CHD5 e TNPO2,
estao todos descritos em bases de dados, como a OMIM, estando associados doencas do
neurodesenvolvimento, ainda que com graus distintos de validacao clinica (33).

O gene SOX4 codifica um fator de transcricdao com um papel fundamental na
diferenciacao neuronal e no desenvolvimento do sistema nervoso central (55,56). De
acordo com Zawerton et al. (2019), variantes de novo neste gene estao associadas a uma
sindrome do neurodesenvolvimento caracterizada por défice intelectual, atraso motor e da
linguagem, dismorfias faciais, e em alguns casos, perturbacao do espetro de autismo (57).
Achados semelhantes foram também descritos por Angelozzi et al. (2022) e Grosse et al.
(2023), que relataram casos com variantes missense e fendtipos predominantemente com
atraso global do desenvolvimento e dismorfias leves (56,58). A semelhanca fenotipica com
o doente onde foi encontrada uma variante neste gene reforca a hipétese de que esta
alteracao possa ter um impacto clinico relevante.

0 gene KDM6B é responsadvel pela metilacao e desmetilacao das histonas que afeta a
expressao génica durante o desenvolvimento (59). AlteracGes neste gene perturbam a
regulacao epigenética, afetando trajetdrias do desenvolvimento neuronal, contribuindo,
assim, para um fenétipo complexo. Um estudo recente, descrito por Rots et al. (2023),
revelou que variantes em heterozigotia no gene KDM6B, maioritariamente de novo, estao
associadas a atraso global do desenvolvimento, perturbacao do espetro do autismo,
anomalias comportamentais e dismorfias faciais varidveis (60). No presente caso clinico,
as principais manifestacoes encontram-se em linha com o fendtipo descrito, embora

também tenha presente baixa estatura e perturbacdées sensoriais ainda muito pouco
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relatadas na literatura, podendo refletir alteraces subtis e reforcar a variabilidade
fenotipica associada as mutacoes neste gene.

A haploinsuficiéncia do gene ANKRD17, causada por variantes de perda de funcao em
heterozigotia, esta associada a uma sindrome do neurodesenvolvimento de transmissao
autossémica dominante conhecida como sindrome Chopra-Amiel-Gordon (61). Estudos
recentes descreveram doentes portadores de variantes heterozigdticas de perda de
funcao, incluindo nonsense, frameshift e splicing, com fendtipos variados (61-63). Chopra
et al. relataram 34 casos com défice intelectual leve a moderado, atraso na fala, dismorfias
faciais tipicas, alteracdes comportamentais, anomalias estruturais cerebrais e infecdes
recorrentes, mostrando grande variabilidade clinica (61). Por outro lado, Chen et al.
descreveram um paciente com uma variante de splicing-site que apresentava atraso no
desenvolvimento e de fala, evidenciando um fendtipo mais leve (62). Neste estudo, foi
identificada uma variante em heterozigotia de significado clinico incerto, num doente que
apenas apresentava défice intelectual com dificuldades na aprendizagem. A auséncia desta
variante nas bases de dados populacionais reforca a sua raridade e apoia a sua possivel
relevancia clinica. O fenétipo atenuado observado, em comparagao com a descricao da
sindrome, nao excluiumarelagao com a variante, mas reforca a possibilidade de que o gene
ANKRD17 esteja associado a um espetro fenotipico mais amplo.

0 gene TRRAP codifica uma proteina adaptadora essencial, moduladora de fatores de
transcricao e que desempenha um papel critico na regulacao transcricional, reparacao do
DNA e desenvolvimento neuronal, logo alteracdes neste gene impactam a funcao neuronal
e a homeostase eletrofisioldgica (64). Cogné et al. (2019), associaram variantes missense
de novono gene TRRAP a dois fendtipos principais: um quadro sindrdmico mais grave com
dismorfias e malformacées, e um quadro mais restrito com atraso global de
desenvolvimento e epilepsia (64). No caso onde foi identificada uma variante neste gene, o
doente apenas apresentava atraso global de desenvolvimento e suspeita de perturbacao
do espetro de autismo, mas sem malformacées ou outras alteraces fenotipicas
marcantes. Continha também uma histdria familiar positiva, com o pai diagnosticado com
perturbacao do espetro de autismo e PDAH, além de um irmao com PDAH, sugerindo um
padrao familiar de tracos neurocomportamentais, levantando a hipétese de um efeito
hereditario. Num outro estudo, efetuado por Huang et al. (2022), foram descritas miiltiplas

variantes raras, incluindo no gene TRRAP, presentes em irmaos afetados com atraso global

31



e psicose (65). Assim, a parcial concordancia com o fendtipo clinico, a raridade da variante e
o historial familiar apontam para um possivel contributo funcional no contexto de um
quadro clinico de alteracoes do neurodesenvolvimento hereditario.

0 gene CHD5 faz parte dos remodeladores da cromatina, e tem um papel essencial na
regulacao da expressao génica durante o neurodesenvolvimento, através da modulacao da
estrutura da cromatina e acetilacao das histonas (66). Estudos demonstraram que este
gene é fortemente expresso no sistema nervoso central humano, principalmente durante o
desenvolvimento embriondrio e pds-natal, tendo a sua alteracao sido descrita em modelos
animais, tendo sido associada a alteracdes cognitivas e comportamentais (67,68). Parenti
et al. (2021), descreveram um grupo de 16 pessoas com variantes de novo ou herdadas no
gene CHD5, nos quais os sintomas mais frequentes eram atraso da linguagem (81%), défice
intelectual (64%), epilepsia (62%) e perturbacao do espetro de autismo (69%) (69). Neste
estudo, o doente onde a variante neste gene foi detetada, tinha como fendtipo perturbacao
do desenvolvimento da linguagem, perturbacdo do espetro de autismo e PDAH. O fenétipo
descrito na literatura esta em concordancia com o do doente do presente estudo,
especialmente nos dominios comportamental e da linguagem, sugerindo que esta variante
pode representar uma manifestacao mais atenuada do espetro associado ao gene CHD5.

Por dltimo, foi identificada uma variante de significado clinico incerto no gene TNPOZ2,
ausente na hase de dados populacional gnomAD, num doente com perturbacao do espetro
do autismo como manifestacao clinica isolada. Este gene codifica a transportina-2, uma
proteina envolvida no transporte ativo para o nucleo de proteinas essenciais ao
neurodesenvolvimento, incluindo reguladores de expressao génica e da estabilidade do
RNA (70,71). Goodman et al. (2021) descreveram variantes de novo patogénicas no TNPO2,
associadas a um fendtipo com atraso global do desenvolvimento, dismorfias faciais,
hipotonia, epilepsia e microcefalia. 0 estudo em Drosophilarevelou que variantes no TNPO2
perturbam significativamente a sua funcao da transportina-2, causando fendtipos
neuroldgicos como défices de movimento, alterac6es na morfologia neuronal e reducao da
coordenacao motora (70). O caso presente neste estudo tem um fendtipo demasiado
simples comparado com o descrito na literatura, podendo dever-se a uma expressividade
varidvel, ou a uma localizacao especifica da variante fora dos dominios funcionais mais

criticos. Embora esta variante esteja ausente nas bases de dados populacionais, as
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evidencias clinicas atuais sao insuficientes para estabelecer uma associacao causal
definitiva.

Os critérios de classificacao utilizados, permitiram aplicar evidéncias moderada e de
suporte, mas nao foram suficientes para classificar qualquer variante como
(provavelmente) patogénica. Isto reforca a importancia da integracao entre dados
genéticos, clinicos e funcionais, hem como da necessidade de reavaliacao periddica destas
variantes de modo a permitir uma eventual reclassificacao das variantes identificadas.

Apesar de nao se ter chegado a um diagndstico conclusivo nestes casos, a identificacao
destas VUS tem valor clinico, pois poderd guiar futuras andlises familiares, estimular

estudos funcionais e umareclassificacao futura.

5.3. Casos com muiltiplas variantes

Em dois dos casos analisados (amostras 6 e 10), foram identificadas muiltiplas variantes
genéticas. No caso da amostra 6, a presenca de variantes missense nos genes MED13 e
USP7 reflete um padrao compativel com sindromes ja descritas (72-77). Variantes em
MED13 tém sido associadas a quadros clinicos com atraso global do desenvolvimento,
dismorfias faciais, macrocefalia e baixa estatura (75,77). Adicionalmente, mutacdes de
novoneste gene tém sido descritas em individuos com perturbacao do espetro de autismo,
reforcando a variabilidade fenotipica associada a este gene (74,76). A variante identificada
no gene USP7, por outro lado, estd relacionada com a sindrome de Hao-Fountain,
caracterizada por défice intelectual, atraso na fala, comportamentos repetitivos e
dismorfias suaves (72,73). Ambas as variantes poderdo contribuir para o fendtipo
observado no doente, perturbacdao do desenvolvimento intelectual e dismorfias
inespecificas.

Na amostra 10, uma variante frameshift no gene TCF20 foi classificada como
provavelmente patogénica. Estudos recentes demonstraram que mutacdes neste gene
causam um fendtipo caracterizado por défice cognitivo, perturbacao do espetro de autismo,
hipotonia e dismorfias (78,79). Por outo lado, foi também identificada uma variante
missense no gene UBE3A, que esta relacionado com a sindrome de Angelman,
caracterizada por défice cognitivo grave, auséncia de fala e crises epiléticas (80-82).

Contudo, variantes herdadas em UBE3A tém sido associadas a formas atenuadas da
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perturbacao do espetro de autismo, o que poderad justificar o quadro clinico do doente, que
é caracterizado apenas por défice cognitivo, perturbacao do espetro de autismo e facies
peculiar, mas inespecifica (83).

Aidentificacao de mdiltiplas variantes genéticas nestes casos levanta a possibilidade de
mecanismos genéticos associados, nomeadamente o efeito aditivo e o efeito modificador,
ambos ja descritos como relevantes em doencas do neurodesenvolvimento (84,85). O
efeito aditivo ocorre quando varias variantes com impacto funcional moderado contribuem
cumulativamente para o fendtipo (84). O efeito modificador implica que uma variante,
embora nao patogénica por si sO, possa influenciar a expressao, gravidade ou
caracteristicas clinicas associadas a uma variante primaria (85). No caso da amostra 6, a
combinacao das variantes VUS nos genes MED13 e USP7, ambos associados a sindromes
do neurodesenvolvimento, podera ter um efeito aditivo, sendo o fendtipo do doente
compativel com manifestacées de ambos os genes. Por outro lado, a amostra 10, que
apresenta uma variante frameshift no gene TCF20 e uma variante missense no gene
UBE3A, podera ter um efeito modificador, em que UBE3A, pode modular a expressividade
do quadro clinico associado a TCF20, contribuindo para a presenca de tracos de
perturbacao do espetro de autismo e dismorfias mais inespecificas.

Assim, a presenca de multiplas variantes em genes associados com o
neurodesenvolvimento, refor¢a a importancia de considerar modelos genéticos mais
complexos, sobretudo em casos em que o fendtipo nao é completamente explicado por

uma unica variante.

5.4. Principais mecansimos associados as doencas do neurodesenvolvimento

Diversos mecanismos moleculares tém sido envolvidos nas doencas do
neurodesenvolvimento. De entre estes, destacam-se a regulacao epigenética e a
expressao geénica, a ubiquitinacao e degradacao proteica, o transporte intracelular de
proteinas, a proliferacao e migracao neuronal e 0s mecanismos de transporte nuclear e
estabilidade do RNA (81,86,87).

Um dos mecanismos no desenvolvimento cerebral é a divisao e migracao das células
progenitoras neuronais, essencial para a formacao do cdrtex. Neste contexto, destaca-se o

gene WDR62, onde foi identificada uma variante patogénica. Este codifica uma proteina
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que atua na organizacao do fuso mitdtico e migracao neuronal, sendo bem estabelecida a
sua associacao com microcefalia primaria e atraso no desenvolvimento. (45-47)

Neste estudo foram também identificadas variantes nos genes KDM6B, TRRAP, CHD5,
50X4, MED13 e TCF20que estao relacionados com aregulacao epigenética e o controlo da
expressao génica, mecanismos fundamentais para a diferenciacao e maturagao neuronal.
Por exemplo, o gene KDM6B atua na desmetilacao de histonas, o gene TRRAP esta
envolvido na regulacao transcricional, o gene CHD5 participa no remodelamento da
cromatina e o gene TCF20, onde foi identificada uma variante provavelmente patogénica,
atua como cofator transcricional, estando todos eles associados a atraso do
desenvolvimento (59,64,66,78).

Outro mecanismo envolvido nas doencas do neurodesenvolvimento é o transporte
intracelular de proteinas, essencial para o correto funcionamento sinaptico. O gene AP1GT,
onde também foi identificada uma variante provavelmente patogénica, codifica uma
subunidade do complexo adaptador AP-1, responsavel pelo transporte de proteinas do
complexo de Golgi para os endossomas e na manutencao da funcao sinaptica, também
crucial para a conectividade neuronal (52,53).

A ubiquitinacao e regulacao da degradacao proteica constitui outro mecanismo
relevante. A este grupo pertence o gene UBE3A, onde uma ubiquitina ligase tem como alvo
as proteinas para degradacao pelo proteossoma. Este gene é conhecido pela sua relacao
com a sindrome de Angelman, mas também tem sido associado a formas atenuadas do
espetro do autismo quando variantes afetam parcialmente a sua fungao (80,81). Inclui-se
ainda o gene USP7, codificante de uma desubiquitinase, que esta associado a sindrome de
Hao-Fountain, com défice intelectual e dismorfias suaves (72,73).

Por fim, mecanismos de transporte nuclear e estabilidade de RNA estao representados
pelo gene TNPOZ2, onde foi identificada uma VUS. Este gene codifica a transportina-2, uma
proteina envolvida no transporte ativo de proteinas reguladoras da transcricao e
estabilidade do RNA para o nicleo (70,71).

Assim, este estudo reforca a complexidade dos transtornos do neurodesenvolvimento e

aimportancia de considerar mdultiplas vias celulares, bem como interagdes genéticas.
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6. Conclusao

No presente estudo, foi possivel identificar variantes em 10 dos 18 casos estudados,
tendo sido identificada apenas uma variante patogénica e uma variante provavelmente
patogénica nos genes WDR62 e AP1G1, respetivamente. Foram também detetadas 6
variantes classificadas como variantes de significado clinico incerto, localizadas em genes
previamente implicados em sindromes do neurodesenvolvimento, nomeadamente SOX4,
KDM6B, ANKRD17, TRRAP, CHD5 e TNPOZ2. Adicionalmente, dois casos apresentaram
multiplas variantes genéticas, levantando a hipdtese de efeitos genéticos aditivos ou
modificadores, reforcando a complexidade destas patologias.

Os resultados obtidos reforcam a natureza altamente heterogénea das perturbacgoes do
neurodesenvolvimento, e evidenciam a importancia de considerar diferentes mecanismos
moleculares na sua origem. Apesar das limitacoes a interpretacao de variantes de
significado clinico incerto e ao facto de nao terem ainda sido efetuados os estudos de
segregacao familiar, este estudo contribui para o aprofundamento da caracterizacao
genotipica destas patologias, com implicacoes relevantes para o diagndstico.

Numa perspetiva futura, sera fundamental incorporar dados de segregacao familiar para
uma melhor interpretacao, principalmente das variantes de significado clinico incerto,
contribuindo assim para a reclassificacao de variantes, para o estabelecimento de um

diagnadstico molecular e de correlagdes gendtipo-fendtipo mais precisas.
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Anexo 1. Descricao dos critérios aplicados na interpretacao das variantes deste estudo,

de acordo com as diretrizes do ACMG

Critérios Tipo de . . .
- R Descri¢ao resumida
utilizados evidéncia
PVST Muito forte Perde de fungao num gene ont_je perda de fungao é um mecanismo
conhecido de doenca
PM1 Moderada Localizada numa regiao funcional critica
PM2 Moderada Variante ausente ou muito rara em bases de dados populacionais
PM3 Moderada Disturbios recessivos, detetado,s em trans com uma variante
patogenica
PM5 Moderada Nova alteragao num amlnoaudlo,'onfjle uma alteracao diferente
determinada como patogénica ja foi observada antes
Variante missense num gene que tem uma baixa taxa de variantes
PP2 Suporte missense benignas e em que sdo um mecanismo comum de
doenca
PP3 Suporte Evidéncias computacionais suportam um efeito deletério no gene

Anexo 2. Combinacoes dos critérios ACMG utilizadas para definicao da classificagao final

das variantes
Categoria Final Combinacao tipica dos critérios
Patogénica PVS1+ 2 Moderadas (PM2,PM3)
Provavelmente patogénica PVS1+1Moderada (PM2)
Variante significado clinico incerto Evidéncias contraditdrias ou insuficientes
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Anexo 3. Informacao clinica completa dos pacientes com suspeita de perturbacoes do

desenvolvimento intelectual

Amostra

Sexo

Masculino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Idade
(anos)

M

13

26

Informacao Clinica

PDl ligeiro familiar
Microcefalia
Baixa estatura borderline
Pé boto unilateral corrigido
Dismorfia facial ligeira e inespecifica
Hiperlipidemia (RSE)

X-Fragil compativel com "grey zone"
Perturbacao do desenvolvimento intelectual
Histdria familiar de PDI
Atraso Global de Desenvolvimento
Auséncia de Linguagem
Oculos (que ndo usa)

Epicanto, nogao de telecanto
Loirissimo, olho azul
Estereotipias (movimentos repetitivos)
Restricoes Alimentares
AGD+PPS (Pert. processamento sensorial)
Antecedentes de hipotonia
X-fragil negativo
arrlhg19]- VUS (genes EXOC2; HUS1B)
Atraso Global de Desenvolvimento
Dismorfia
Irmao com morte subita nascenca
Irmao 3A com atraso da fala
Perturbacdo desenvolvimento intelectual
Facies peculiar inespecifica, sem dismorfias major
Atraso Global de Desenvolvimento
Perturbacao espetro de autismo nao sindrémico
Array e X-Fragil normais
Membro de 4 irmaos, irma com PDI
Dismorfias KBG-like
Hirsutismo
Ptose congénita bilateral
Pestanas longas
Dentes desalinhados e macrodontia incisivos
Biscupidia adrtica
Microcefalia
Baixa Estatura
Camptodactilia 52 dedo mao hilateralmente
Sindactilia 2-3 pés
Sindactilia 5dedo direito
Encurtamento 42 dedo pé esquerdo
Painel FRAXA sem alteracdes
Atraso global psicomotor com regressao
Perturbacao espetro de autismo
Pert. processamento sensorial
Baixa estatura
Obstipacdo
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Amostra

10

n

12

13

14

15

16

17

18

Sexo

Masculino

Masculino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Masculino

Masculino

Idade
(anos)

10

16

Informacao Clinica

X-frdgil e array sem alteracdes
Défice cognitivo e PEA
Facies peculiar, mas inespecifica
Crescimento normal
Histdria familiar irrelevante
PEA nao sindroémico
HxF PDI e défice de atencao (ramo paterno)
{Histdria Familiar)
X-fragil e array normais
PDI com muitas dificuldades de aprendizagem

AGD com suspeita de PEA
Ndo dismérfica

Pai com PEA+PDAH
Irmao com PDAH

Array com alteracGes

Sem dismorfias major

PDI com dificuldades de aprendizagem
Epilepsia generalizada idiopatica? (2 episddios)
AP prematuridade 33 semanas

Gestacao gemelar

Array com alteracGes

AGD com suspeita de PEA

Atraso desenvolvimento psicomotor
Perturbacao espetro de autismo
Obesidade
Dismorfias inespecificas: fronte alta, face plana, fendas
palpebrais rasgadas
X-Fragil negativo
Array normal
PDAH
Perturbacao linguagem
Cognicdo ndo verbal em caracterizacao
Perturbacao do espetro de autismo

Perturbagao do espetro de autismo

Dismorfias inespecificas (sobrancelhas espessas, filtro longo)
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Anexo 4. Sintese dos fenétipos descritos na base de dados OMIM associados aos genes

com variantes de significado clinico incerto identificadas neste estudo

Gene OMIM
Perturbacdo do desenvolvimento intelectual ligeiro a grave
50X4 Atraso global do desenvolvimento

Dimorfismo facial ligeiro
Atraso global do desenvolvimento com atraso motor e na fala
Perturba¢ao do desenvolvimento intelectual ligeiro
Perturbacao do espetro de autismo
Dismorfias ligeiras e inespecificas
Atraso global de desenvolvimento
Perturbacgao desenvolvimento intelectual
Atrasonafala
Dismorfias faciais
Atraso global de desenvolvimento
Perturbacao do espetro de autismo
Perturbacao do desenvolvimento intelectual
Atraso motor e nafala
Perturbacao do espetro de autismo
Epilepsia (em alguns pacientes)
Atraso global de desenvolvimento
Dismorfias inespecificas
Dificuldades na fala ou ausente
Anormalidades comportamentais, caracteristicas autistas

KDM6B

ANKRD17

TRRAP

CHD5

TNPO2
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