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RESUMO

Uma parte das populagdes do Nordeste brasileiro estd relativamente isolada
geograficamente e mantém, h& véarias geracbes, a tradicdo de casamentos
consanguineos. Esses dois fatores associados (isolamento e endocruzamento) elevam o
risco de nascimento de pessoas com deficiéncia intelectual com heranca genética
autossémica recessiva. O objetivo deste trabalho foi determinar as causas genéticas da
deficiéncia intelectual em duas grandes familias consanguineas do sertdo paraibano. Em
2012, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo epidemiolégico para determinar a
contribuicdo de fatores genéticos na determinacdo das deficiéncias em seis municipios
do sertdo paraibano selecionados previamente por apresentarem elevada taxa de
consanguinidade. As familias que apresentavam repeticfes de individuos com doencas
neurodegenerativas e/ou deficiéncia intelectual (DI) foram convocadas pelos agentes
comunitarios de salde para uma primeira triagem, realizada pelos biélogos geneticistas,
a fim de selecionar pacientes que apresentavam deficiéncia por provaveis causas
genéticas. No total, foram triados 276 pacientes, sendo que, 109 foram selecionados
para avaliacdo médica com neurologistas. Apés a avaliacdo médica, duas familias com
multiplos individuos acometidos por duas diferentes formas de DI de heranca
autossdmica recessiva foram selecionadas para investigacdo clinico-genética. O estudo
de ligacédo para determinar regides em homozigose foi realizado com o uso da técnica de
array de SNPs. Posteriormente, foi feito o sequenciamento do exoma completo de um
individuo afetado de cada familia. Variantes potencialmente deletérias detectadas em
regibes em homozigose e que ndo estavam presentes em controles brasileiros e em
banco de dados mundiais, foram objetos de uma analise mais aprofundada e feito a
analise de co-segregacdo através do sequenciamento de Sanger. A primeira familia
estudada, a familia A, possui sete adultos com DI sindromica. O fenotipo inclui testa
alta, prognatismo, queixo proeminente e ponta do nariz saliente, alem da DI grave. O
estudo de ligacdo apontou duas regides com LOD scores maximos = 3,234, uma regido
de 26 Mb no cromossomo 2 (2p12 - q11.2) e uma regido de 4,0 Mb no cromossomo 19
(19913.32 - q13.33). O sequenciamento do exoma revelou uma variante em homozigose
(c.418C>T, p.Argl40Trp) no gene MED25 (subunidade 25 do complexo mediador),
predita como deletéria por diferentes softwares (Polyphen, Provean, Mutation Taster e
SIFT). O complexo mediador esta envolvido na regulacdo da transcricdo de quase todos
0s genes dependentes da RNA polimerase Il. Mutacdes deletérias nos genes MED12,
MED17, MED23 e, recentemente, outra mutacdo no MED25, tém sido associadas com
DI. J4 a segunda familia estudada, a familia B, possui nove adultos afetados,
descendentes de quatro relagbes consanguineas entre primos de primeiro grau, com DI
grave ndo-sindrémica. O estudo de ligacdo apontou uma regido de 20,7 Mb no
cromossomo 8 (8g12.3-g21.2) com LOD score = 3,11. O sequenciamento do exoma
identificou uma variante deletéria em homozigose no gene inositol monofosfatasel
(IMPA1), que consiste em uma duplicacao de 5 pares de bases (¢.489_483dupGGGCT),
levando a uma mutacdo do tipo frameshift (p.Ser165Trpfs*10). O produto do gene
IMPA1 é uma enzima responsavel pela etapa final da biotransformacdo dos segundos
mensageiros inositol trifosfato e diacilglicerol, e até 0 momento, apesar de apresentar
importantes funcGes fisioldgicas, ndo havia fenotipo clinico atribuido a esse gene. A
partir deste estudo, foi possivel desenvolver teste diagnostico com triagem por enzima
de restricdo e perspectiva de tratamento terapéutico para os casos associados ao IMPAL.

Palavras chave: consanguinidade; deficiéncia intelectual; exoma; MED25; IMPAL.



ABSTRACT

A part of the populations in Northeastern Brazil are relatively isolated
geographically and these populations maintain the tradition of consanguineous
marriages for generations. These two factors (isolation and inbreeding) increase the risk
of birth of people with autosomal recessive intellectual disabilities. The objective of this
study was to determine the genetic causes of intellectual disabilities in two large
consanguineous families of Paraiba backlands. In 2012, we conducted an
epidemiological study to investigate the contribution of genetic factors in determining
the deficiencies in six municipalities of Paraiba previously selected by presenting high
consanguinity rate. Families who had patients with neurodegenerative disorders and/or
intellectual disabilities (ID) were invited by community health agents for a first screening
realized by biologists in order to select patients with deficiency probably caused by
genetic mutations. In total, 276 patients were screened, of which, 109 were selected for
medical evaluation with neurologists. After medical evaluation, two families with
multiple affected individuals in two different forms of autosomal recessive intellectual
disability were selected for clinical and genetic research. We performed the linkage
study using SNPs array analysis to determine homozygous regions. Subsequently, the
whole exome sequencing (WES) of one affected individual of each family was
sequenciated. Potentially deleterious variants detected in regions of homozigosity-by
descent which were not present in Brazilian population controls or in exomes of global
online databases were subject to further scrutiny and segregation analysis by Sanger
sequencing. Family A has seven adult siblings with syndromic ID. Phenotype includes
tall forehead, prognatism, prominent chin, very large and overhanging nose tip.
Homozigosity-by-descent analysis found a 4.0 Mb region in 19q13.32-g13.33 (lod
score: 3.24). WES disclosed a homozygous variant (c.418C>T, p.Argl40Trp) in
mediator complex subunit 25 (MED25), predicted as deleterious by Provean, Mutation
Taster, PolyPhen-2 and SIFT. MED25 is a component of the Mediator complex,
involved in regulation of transcription of nearly all RNA polymerase I1-dependent
genes. Deleterious mutations in MED12, MED17, MED23 and recently after our
publication another mutation in the MED25 have been associated with ID. Family B has
nine affected adults descending from four closely related first-cousin couples affected
by severe non-syndromic ID. Homozigosity-by-descent analysis disclosed a 20.7 Mb
region in 8912.3-g21.2 (lod score: 3.11). WES identified a homozygous deleterious
variant in inositol monophosphatasel gene (IMPAL), consisting of a 5 bp duplication
(c.489_493dupGGGCT) leading to frameshift (p.Ser165Trpfs*10). IMPAL gene product
is responsible for the final step of biotransformation of inositol triphosphate and
diacylglycerol, two second messengers, and up to now, despite its many physiological
functions, no clinical phenotype has been assigned to this gene dysfunction. From this
study, it was possible to develop diagnostic test by restriction enzyme and therapeutic
perspective for cases associated with IMPAL.

Key words: consanguinity; intellectual disability; exome; MED25; IMPAL.
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1. INTRODUCAO

As uniBes consanguineas sdo bastante frequentes nos estados do Nordeste
brasileiro. Estudos realizados em meados do século passado mostraram que, em média,
9% dos casamentos ocorriam entre casais aparentados (FREIRE-MAIA, 1957;
FREIRE-MAIA, 1989) e essas estimativas ndo foram reduzidas ao longo dos anos. Em
2009, pesquisadores do Nucleo de Estudos em Genética e Educacdo (NEGE) da
Universidade Estadual da Paraiba estabeleceram parceria com 39 municipios do sertdo
paraibano e entrevistaram 20.462 casais para levantamento de informacgdes sobre a
frequéncia de unibes consanguineas, o resultado apontou uma taxa que variou de 6% a
41% (WELLER et al., 2012).

A tradicdo de casamentos consanguineos esta associada ao maior risco de
nascimento de criangas portadoras de doencas genéticas. Contudo, pouco se conhece a
respeito das doencas genéticas que afetam as populacdes do Nordeste brasileiro. Tal
desconhecimento inviabiliza o apoio terapéutico e a assisténcia adequada aos portadores
dessas enfermidades.

Em 2012, diante dessa problematica, nosso grupo de pesquisa realizou um
estudo epidemiolégico para determinar a contribuicdo de fatores genéticos na
determinagdo das deficiéncias em seis municipios do sertdo paraibano, selecionados
previamente por apresentarem elevada taxa de consanguinidade e maior porcentagem de
individuos com deficiéncia considerando dados do SIAB/DATASUS (Bom Sucesso,
Brejo dos Santos, Catolé do Rocha, Belém do Brejo do Cruz, Sdo José do Brejo do Cruz
e Brejo do Cruz). As familias que apresentavam individuos com doengas
neurodegenerativas e/ou deficiéncia intelectual foram convocadas pelos agentes
comunitarios de saude para uma primeira triagem, realizada pelos bidlogos geneticistas,
a fim de selecionar pacientes que apresentavam deficiéncia por provaveis causas
genéticas. No total, foram triados 276 pacientes, sendo que, 109 foram selecionados
para avaliacdo médica com trés neurologistas que atuam na area de neurogenética.
Neste trabalho, duas familias com individuos acometidos por duas diferentes formas de
deficiéncia intelectual de heranca autossomica recessiva foram selecionadas para
investigacdo genética.

A deficiéncia intelectual (DI) resulta de alteracdes no desenvolvimento e/ou
funcionamento cerebral, causada tanto por fatores genéticos quanto fatores ambientais,

como distrbios na gestacdo, problemas no parto ou na vida apds o nascimento. Um dos
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maiores desafios dos pesquisadores da area, até o presente momento, € identificar os
fatores genéticos causais associados & DI. A base genética da DI é extremamente
heterogénea e suspeita-se que o0 nimero de genes associados a DI autossdmica recessiva
(DIAR) pode chegar a mais de mil (ROPERS, 2010). Atualmente, descritos no principal
banco de dandos de doencas mendelianas, o OMIM (do inglés, Online Mendelian
Inheritance in Man), hé apenas 26 genes associados a essa condicao.

Identificamos e descrevemos, nesta pesquisa, duas novas mutacdes genéticas
como causa de DIAR. Os resultados foram apresentados no formato de artigos
cientificos. No primeiro deles foi descrita a familia A, que possui sete individuos
afetados por uma forma de deficiéncia intelectual sindrémica associada a mutagdo no
gene MED25 (Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 25). O MED25 faz
parte do Complexo Mediador, que estd envolvido na regulacdo da transcricdo de quase
todos os genes dependentes da RNA polimerase 11 (MALIK e ROEDER, 2005). Ja no
segundo artigo, foi descrita a familia B, que apresenta nove individuos com deficiéncia
intelectual associada a mutacéo no gene IMPAL (Inositol monophosphatasel), o produto
desse gene é a enzima IMPasel, que ocupa uma fungdo pivd nos mecanismos
homeostaticos do mio-inositol intracelular, e portanto, tem papel essencial na
transducdo de sinais celulares (RUGGIERO et al., 1994). Anteriormente, nenhum dos
dois genes havia sido associado a deficiéncia intelectual.

O conhecimento produzido a partir deste trabalho pode ser usado para orientar
politicas publicas e para definir a necessidade de oferta de servicos especializados na
area de Genética Médica no Nordeste brasileiro, tendo em vista que esses servigos estdo
concentrados nos estados do Sudeste. A partir da identificacdo das causas genéticas
associadas as duas doencgas, € possivel oferecer testes genéticos tanto para diagnostico
quanto para a tomada de decisbes reprodutivas em populacdes de risco. E, no caso da
familia B, ha a perspectiva de tratamento a partir da suplementacéo oral de mio-inositol,
uma substancia de baixo custo e de ampla disponibilidade, para avaliar se ha beneficio
no comportamento e no desempenho cognitivo em individuos com mutacdo na enzima
IMPAL.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DEFICIENCIA INTELECTUAL

A Deficiéncia Intelectual (DI), segundo a Associacdo Americana de Psiquiatria
(2000), caracteriza-se por uma funcdo intelectual significativamente abaixo da média,
demonstrada por um quociente de inteligéncia (QI) igual ou inferior a 70, associada a
limitagbes adaptativas com manifestagdo antes dos 18 anos de idade. Tais limitagGes
devem ocorrer em, pelo menos, duas areas de habilidades, quer seja a comunicacao, o
autocuidado, a vida no lar, a adaptacédo social, a salide e seguranca, 0 uso de recursos da
comunidade ou func¢des académicas, lazer e trabalho.

A DI afeta de 1 a 3% da populacdo mundial (EMERSON, 2007) e € um dos
problemas de desenvolvimento neuropsicomotor mais comum em criangas e
adolescentes, acometendo individuos de distintas classes sociais e culturas (LEONARD
e WEN, 2002). Apesar da sua ocorréncia global, tende a haver maior prevaléncia de DI
em areas de nivel socioecondmico mais baixo (DURKIN, 2002; EMERSON, 2007), e
essa discrepancia é provavelmente devido a fatores ambientais (DURKIN et al., 1998;
EMERSON, 2007). No Brasil, tanto a estimativa de prevaléncia de DI quanto a
determinacé@o dos fatores etiologicos sdo pouco conhecidos devido a inimeros fatores,
como a auséncia de servigcos medicos especializados e a pobreza da populacao.

A classificacdo da DI costuma ser feita de acordo com o funcionamento
adaptativo do individuo, isto é, como a pessoa enfrenta efetivamente as obrigacoes
comuns da vida e o grau de independéncia pessoal de acordo com a sua faixa etaria,
bem como, sua insercdo na sociedade. De acordo com o0 manual DSM-IV e CID 10, ¢é
possivel classificar a DI em quatro niveis de gravidade, conforme descrito a seguir:

a) Leve: os individuos desenvolvem habilidades sociais e de comunicagdo, tém
minimo prejuizo nas areas sensorio-motoras, geralmente adquirem habilidades sociais e
profissionais adequadas para um custeio minimo das préprias despesas, mas podem
precisar de supervisdo, orientacdo e assisténcia, especialmente quando submetidos a
estresse social. Com apoio apropriado, podem viver sem problemas na comunidade, de
modo independente ou supervisionado.

b) Moderada: a maioria dos individuos com este nivel de DI adquire
habilidades de comunicacdo durante os primeiros anos da infancia, mas com atraso.

Com moderada supervisdo, podem cuidar de si mesmos. Ha dificuldades no
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reconhecimento de convengdes sociais. Na idade adulta, a maioria € capaz de executar
trabalhos ndo qualificados ou semiqualificados e adaptam-se bem a vida na
comunidade, geralmente supervisionados.

c) Grave: durante os primeiros anos da infancia, os individuos adquirem pouca
ou nenhuma fala comunicativa. Em relag&o aos cuidados pessoais, devem ter supervisao
e possuem o minimo de entendimento, conseguindo atender e interagir com outros ou
fazer algumas atividades domésticas.

d) Profunda: durante os primeiros anos da infancia, os afetados apresentam
prejuizos significativos no funcionamento sensério-motor. Ocorrem limitacGes graves
quanto aos cuidados pessoais, continéncia, comunicacao e mobilidade.

Além da classificacdo por nivel de gravidade, a DI pode ser também agrupada
em deficiéncia intelectual sindromica (DIS) e deficiéncia intelectual ndo-sindrémica
(DI-NS). Tradicionalmente, a DI-NS e definida pela presenca da DI como caracteristica
clinica exclusiva; contudo, dificilmente se descarta a associagdo com outras anomalias
neurolégicas mais sutis e transtornos psiquiatricos, devido ao comprometimento
cognitivo dos pacientes (KAUFMANN et al., 2010). Em DIS, os pacientes apresentam
uma ou Vvarias caracteristicas clinicas ou comorbidades como, por exemplo, na
Sindrome de Down. Nesse caso, os individuos, além de DI, também apresentam
dismorfismo facial caracteristico e maior risco de sofrer defeitos cardiacos congénitos,
doenca do refluxo gastroesofagico, otites recorrentes, apneia do sono obstrutiva e
disfuncdes da glandula tireoide.

A Deficiéncia Intelectual resulta de alteracbes no desenvolvimento e/ou
funcionamento cerebral, causada por fatores genéticos, disturbios na gestacao,
problemas no parto ou na vida ap6s o nascimento. Um dos maiores desafios dos
pesquisadores da area, até o presente momento, € identificar os fatores causais

associados a DI.

2.2. FATORES ETIOLOGICOS DA DEFICIENCIA INTELECTUAL

Em até 60% dos casos de criangcas com DI, ndo se consegue estabelecer
claramente o que causou a deficiéncia. A exposicdo ambiental a substancias
teratogénicas, virus ou radiacdo, como também traumas ou lesbes ocorridas durante o
periodo pré, peri ou po6s natal, por exemplo, podem afetar o desenvolvimento
neuropsicomotor. A Associacdo Americana de Retardo Mental (AAMR, 2006)

considera quatro categorias de fatores de risco para DI: biomédicos, sociais,
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comportamentais e educacionais, com ocorréncias no periodo pré-natal, perinatal e pos-

natal, como pode ser observado no quadro 1.

Quadro 1 — Etiologia da deficiéncia intelectual

. S . Fatores Fatores
Periodo Fatores Bioldgicos Fatores Sociais Comportamentais Educacionais
- DistUrbios - Ma-nutricéo - Uso de drogas ou - Deficiéncia
Pré-natal | cromossdmicos materna alcool pelos pais cognitiva dos
- DistUrbios de gene - Violéncia pais
nico doméstica materna
- Doencgas maternas - Falta de pré-natal
- Prematuridade - Falta de acesso aos | - Abandono da - Falta de
Perinatal | - Lesdo no nascimento | cuidados no crianca preparo para
- Distarbios neonatais | nascimento serem pais
- Desnutricédo
- Meningoencefalite - Falta de interacdo - Abuso ou - Incapacidade
- DistUrbios social negligéncia intelectual dos
convulsivos - Desnutricédo - Violéncia doméstica | pais
Pés-natal | - Disturbios - Diagndstico
degenerativos tardio
- Intervencao
tardia
-Educacéo
inadequada
-Apoio da
familia
inadequado

Dentre os fatores ambientais associados a DI, um dos mais preocupantes é a

exposic¢do do individuo ao alcool in utero que pode causar a sindrome do alcool fetal. A

exposicdo ao alcool no primeiro trimestre de gravidez afeta a organogénese e o

desenvolvimento craniofacial do feto, enquanto o desenvolvimento do sistema nervoso

central € influenciado durante toda a gravidez, devido a maturacdo continuada dos

neurdnios (THACKRAY e TIFFT, 2001). Por isso, essa doenca acarreta um conjunto de

anormalidades fisicas, comportamentais e cognitivas. Ela é a causa mais comum de DI

nos paises desenvolvidos e sua prevaléncia pode ser reduzida com agdes de prevencao

de abuso de alcool dirigidas as mulheres antes da gravidez.
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Outro fator associado a DI, também passivel de prevencéo, é a desnutri¢cdo. No
inicio da vida pés-natal, a desnutricdo reduz a taxa de desenvolvimento do sistema
nervoso central, ocasionando diminui¢cdo no niamero de neur6nios, cortex cerebral mais
fino, mielinizagdo deficiente, e vérias alteragdes nos dendritos (BENITEZ-BRIBIESCA
et al., 1999). Por outro lado, alguns distarbios metabdlicos especificos, como a
fenilcetondria, podem levar ao desenvolvimento da DI. Em 1934, foi mostrado que a
dieta pobre em fenilalanina poderia prevenir o desenvolvimento da DI associada a
fenilcetondria (FALLING, 1934 apud CENTERWALL e CENTERWALL, 2000). Essa
descoberta permitiu o esclarecimento da fisiopatologia, diagndstico e o tratamento da
doenca, incentivando outras pesquisas sobre DI.

A determinacdo da etiologia da DI tem vérias implicacdes para a familia dos
afetados. O diagnostico frequentemente ajuda a familia a compreender o prognostico da
doenca, a definir o tratamento mais apropriado caso esteja disponivel e a estimar o risco
de recorréncia, principalmente, quando a DI for causada por fatores genéticos. Além do
comprometimento financeiro, cuidar de pessoas com DI pode ter efeitos sociais e
emocionais substanciais na familia do afetado. Os pais e irmaos de individuos com DI
podem apresentar estresse cronico devido as interacdes sociais estigmatizadas e a carga
de cuidados que pode durar a vida toda do dependente (TOPPER et al., 2011). Portanto,
0 diagnostico preciso é fundamental para orientar as familias de individuos com DI
(KABRA e GULATI, 2003).

2.3. BASES GENETICAS DA DEFICIENCIA INTELECTUAL

Com o desenvolvimento das tecnicas citogenéticas e, principalmente, devido a
revolucdo acarretada pelas tecnologias de nova geracdo de sequenciamento de DNA,
abriu-se um amplo leque para o estudo das mutacdes associadas a DI. A maioria das
formas graves de DI é causada por defeitos genéticos, que variam desde anomalias
cromossdmicas a mutacdes de ponto e até mesmo alteracbes epigenéticas
(NAJMABADI et al., 2011; TOPPER et al., 2011).

As aberracdes citogenéticas microscopicamente visiveis, como aneuploidias,
duplicacGes, delecdes, inversdes e rearranjamentos, causam 15% dos casos de DI, sendo
que a trissomia do cromossomo 21, ou Sindrome de Down, é a doenca mais prevalente
(LEONARD e WEN, 2002). A partir da tecnologia de microarray, foi possivel

identificar inmeros casos de perda e ganho de segmentos de cromossomos que nao
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eram visiveis microscopicamente. As estimativas atuais apontam que cerca de 15% dos
casos de DI ocorrem devido a presenca de variagdes no nimero de copias de DNA
(CNVs) submicroscopicas (ZAHIR e FRIEDMAN, 2007).

Dentre as doengas monogeénicas, o primeiro gene identificado associado a DI foi
0 FMR1 (do inglés, fragile X mental retardation protein 1), cuja alteracdo causa a
sindrome do X fragil. Essa doenga tem incidéncia de um em cada 5.000 homens e
explica cerca de 0,5% dos casos de DI (COFFEE et al., 2009). Os pacientes apresentam
dismorfismo facial, como face mais alongada e orelhas grandes, além de
hiperextensibilidade das articulagdes, pés planos e palato alto e ogival. O gene FMR1
codifica a proteina FMRP que possui acdo reguladora da transcricdo-traducao
(BRANCHI et al., 2003). No cromossomo X, ha outro gene notavel associado a DI, o
MeCP2 (do inglés, methyl CpG binding protein 2). MutacGes nesse gene sao
responsaveis pela sindrome de Rett, uma causa comum de DI no sexo feminino.
Atualmente, existem outras formas de DI sindrémica causadas por diferentes mutacoes
no MeCP2 que afetam ambos os sexos (OMIM). A proteina MeCP2 esté associada a
cromatina tanto ativando quanto reprimindo a transcricdo génica e € necessaria para a
maturacao dos neurdnios (SWANBERG et al., 2009).

Em virtude da prevaléncia maior de homens afetados por DI na populacéo
mundial e a existéncia de varios genes do cromossomo X ja associados a esse fenotipo,
muitos estudos focaram na investigacdo desse cromossomo. Esperava-se que muitos
casos de DI fossem solucionados a partir da identificacdo de mutacdes em genes
encontrados no cromossomo X; no entanto, atualmente, estima-se que as formas de DI
ligadas ao cromossomo X representam apenas 10% dos casos, com cerca de 100 genes
descritos associados a essa condicdo. Isto significa que a grande maioria dos defeitos
genéticos deve ser autossdomica (ROPERS, 2010; OMIM).

As formas graves de DI de heranca autossémica dominante sdo menos
frequentes, pois grande parte dos individuos afetados ndo se reproduz. Assim, a maioria
das mutacBes causadoras de DI autossémica dominante é do tipo de novo (RAUCH et
al., 2006; ROPERS, 2010; NAJMABADI et al., 2011). Essas alteracdes frequentemente
se originam em células germinativas de um dos genitores ou no ovo ja fertilizado; por
isso, ndo tém histérico de repeticdo familiar. Essas muta¢bes imprimem uma
caracteristica esporadica a ocorréncia da doenca, o que dificulta a determinacdo da

etiologia genética desses casos (KING et al., 2006).
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A elucidacdo das causas genéticas de casos de DI autossdmica recessiva (DIAR)
avancou pouco se comparada aos achados relacionados as pesquisas sobre o
cromossomo X. Parte dessa dificuldade se deve ao fato de que a maioria dos centros de
pesquisa em genética médica esta localizada em paises desenvolvidos onde as familias
sdo geralmente pequenas e ndo consanguineas. Os casos isolados dificultam a
investigagdo genética. Diferentemente das formas de DI sindrémica ligada ao X, nas
quais ha dismorfismos bem caracteristicos, os casos de DIAR néo sindrdmicos causados
por diferentes mutacdes génicas sdo clinicamente indistinguiveis (ROPERS, 2010).

Até 2007, no banco de dados de doencas mendelianas (OMIM), apenas quatro
genes associados & DIAR tinham sido identificados. Para isso, foi utilizada a estratégia
de investigacdo de familias consanguineas com multiplos afetados, associada ao estudo
de ligacéo (linkage) e sequenciamento de genes candidatos. O estudo de ligacdo permite
a identificacdo de intervalos genémicos em homozigose, regides onde s&o selecionados
genes candidatos para sequenciamento pelo método tradicional de Sanger. Essas regides
criticas podem apresentar centenas até milhares de genes, tornando o processo de
identificacdo das mutagGes associadas a DI muito demorado e caro. Por essa razéo,
varios estudos ficaram limitados a encontrar apenas regides candidatas.

Esse cenario vem mudando desde o surgimento da tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo para obtencdo da sequéncia completa do exoma. Essa
técnica de captura, sequenciamento e analise de 1% do genoma que contem informacées
para codificacdo de proteinas (exons) foi aplicada, pela primeira vez, em 2009, para a
descoberta de mutacdes patogénicas (NG et al., 2009). Desde entéo, tem impulsionado a
descoberta de novos genes associados as doencas genéticas, especialmente aqueles que
causam as DIAR.

Se em 2007 havia apenas quatro genes associados a DI, em junho de 2015, esse
namero passou a 26, segundo dados do OMIM (quadro 2). Todos esses genes foram
identificados em familias consanguineas, sendo a grande maioria deles encontrados em
familias do Oriente Médio. No entanto, esses achados representam apenas poucas
“estrelas” na constelacdo de possiveis genes associados a DIAR, pois foi estimado que o
namero de genes causadores dessa condicdo pode chegar a mais de mil (ROPERS,
2010).
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Quadro 2. Genes associados a deficiéncia intelectual autossémica recessiva
Gene Funcéo Mutacdo Familia Referéncia
ST3GAL3 |formacdo do glicocalice: atua no processo de comunicacdo | c.38C>A/ p.Alal3Asp Iraniana Hu et al., 2011.
celular €.1108G>T / p.Asp379Tyr Iraniana
€.958G>C / p.Ala320Pro Palestina Edvardson et al., 2013.
PGAP1 | biossintese deglicosilfosfatidilinositol: glicolipidio que ancora |c.589 591delCTT / p.Leul97del | Siria Murakami et al., 2014.
diversas proteinas a superficie celular
CRBN regula a expressao de canais de potassio ativados por célcio de |c.1274C>T / Arg419Ter Sectaria Higgins et al., 2004.
alta condutancia em regides do cérebro associadas a memoria e
aprendizagem
PRSS12 | plasticidade neuronal €.1350_ACGTdel Argelina Molinari et al., 2002.
NSUN2 | estabiliza o emparelhamento entre c6don e anticodon para C.679C>T / p.GIn227Ter Iraniana Abbasi-Moheb et al., 2012.
traduzir corretamente 0 RNAmM €.1114C>T / p.GIn372Ter Iraniana Khan et al., 2012.
€.2035G>A/ Gly679Arg Paquistanesa
MED23 transcricdo dos genes dependentes da RNA polimerase Il €.1850G>A/ Arg617GIn Argelina Hashimoto et al., 2011.
GRIK2 receptor ionotrdpico de glutamato, um neurotransmissor delecdo dos éxons 7 ¢ 8 Iraniana Motazacker et al., 2007.
excitatério p. Argl98Ter Cordoba et al., 2015.
TTI2 sinalizacdo de respostas a danos no DNA €.1307T>A/ p.lle436Asn Argelina Langouet et al., 2013.
TUSC3 transporte do ion magnésio através da membrana plasmatica €.163C>T / p.GIn55Ter Iraniana Garshasbi et al., 2011.
TAF2 contribui com a associagdo de fatores de transcri¢do a regido €.557C>G / p.Thrl186Arg Arabe Hellman-Aharony
promotora dos genes dependentes da RNA polimerase 11 €.1517C>A/ p.Pro416His et al., 2013.
TRAPPC9 | diferenciagdo de células neuronais €.1423C>T / p.Arg475Ter Arabe Mochida et al., 2009.
€.1422C>T / p.Arg475Ter Paquiatanesa | Mir et al., 20009.
€.1423C>T / p.Argd75Ter Siria Abbou Jamra et al., 2011.
€.1708C>T / p.Arg570Ter Tunisiana Philippe et al., 2009.
MAN1B1 | degradacéo e eliminagdo de glicoproteinas defeituosas €.1189G>A/ p.Glu397Lys Paquistanesa | Rafiqet al., 2011.
€.1000C>T / p.Arg334Cys Iraniana
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ANK3 papel importante na geragéo de potencial de acdo €.10995delC / p.Thr3666LeufsTer2 | Paquistanesa |Igbal, Z et al., 2013.
KIAA1033 | polimerizacdo da actina em endomossas e processos de €.3956C>G / p.Pro1018Arg Arabe Ropers et al., 2011.
transporte maltiplo endossomal
CRADD inducdo de apoptase €.382G>C / p.Gly128Arg Menonita Puffenberger et al., 2012.
HERC2 degradacdo de proteinas defeituosas €.1781C>T / p.Pro594Leu Amish Puffenberger et al., 2012.
FBXO031 desenvolvimento dos dendritos e migracéo neuronal €.847_852delinsA/ Paquistanesa | Mir et al., 2014.
p.Cys283AsnfsTer81
METTL23 |regulacdo da expressdo de fatores de transcricdo €.169 172delCACT / lemenita Reiff et al., 2014.
p.His57ValfsTerll Austriaca Bernkopf et al., 2014.
€.281_285delAAGAT / Paquistanesa
p.GIn94HisfsTer6 ¢.391C>T/
p.GIn133Ter
TECR sintese de acidos graxos de cadeia longa €.545C>T / p.Prol82Leu Hutterite Caliskan et al., 2011.
ADAT3 desaminacédo da adenosina na posi¢do 34 em inosina no RNAt |c.382G>A/ p.Val128Met Arabe Alazami et al., 2013.
KPTN dindmica da actina e morfogénese neuronal C.776C>A/ p.Ser259Ter Amish Baple et al., 2014.
CC2D1A diferenciacdo de células neuronais, plasticidade neuronal, e delecéo de 3,589 nucleotideos Arabe Basel-Vanagaite et al.,
desenvolvimento do cérebro (intron 13 ao 16) 2006.
NDST1 biossintese de heparan sulfato: importante sinalizador celular | c¢.2126G>A / p.Arg709GIn Iraniana Reuter et al., 2014.
€.1918T>C / p.Phe640Leu Turca
FMN2 organizacao do citoesqueleto e polaridade celular €.1394 1395insC Egipcia Law et al., 2014.
/p.Ala466GlyfsTer483 Paquistanesa
€.2515delA / p. Thr839ArgfsTer848
SLC6AL7 |transporte de neurotransmissores €.1898C>G / p.Pro633Arg Iraniana Igbal et al., 2015.
GPT2 atuacdo na transaminagdo que origina piruvato e glutamato €.459 C>G / p.Ser153Arg Judia Celis et al., 2015
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2.4. FUNCOES DOS GENES ASSOCIADOS A DEFICIENCIA INTELECTUAL

A elucidacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos da DI tem sido alvo de amplo
leque de pesquisas. Ao descrever uma via metabolica comum, mesmo sem a
identificacdo da mutacdo genética associada a ela, é possivel desenvolver testes com
marcadores bioquimicos especificos que podem servir para diagnostico clinico
(KAUFMAN et al., 2010). Por outro lado, a identificacdo de uma mutagdo genética em
um determinado gene pode permitir ou facilitar tanto a oferta de testes diagnosticos
quanto a elucidagdo desses mecanismos.

O aprendizado e a meméria envolvem alteraces na eficéacia, estrutura e namero
das sinapses (KANDEL, 2001). Ha vérias décadas, sabe-se que a DI esta associada a
anormalidades na forma e ramificagdo dos dendritos (KAUFMANN e MOSER, 2000).
Portanto, uma funcdo bioldgica que é muitas vezes mencionada nos trabalhos sobre a
causa de DI ¢é a formacdo e a transmissdo das sinapses (GUILMATRE et al., 2009;
HAMDAN et al., 2009). Por exemplo, um dos primeiros genes associados a DIAR foi
0 GRIK2, que codifica a proteina GLUR6, uma subunidade do receptor de cainato
(KAR). Os KARs sdo receptores ionotropicos de glutamato que responde ao
neurotrasmissor excitatorio glutamato. Eles sdo altamente expressos no ceérebro,
particularmente no hipocampo, onde o GLUR6 foi encontrado como modulador da
potenciacdo de longo prazo (PLP) em modelos de camundongos (CONTRACTOR et
al., 2001). A PLP no hipocampo estd envolvida com o mecanismo de formacdo da
aprendizagem e memoria (FEDULQV et al., 2007).

Os genes relacionados a DI estdo envolvidos em varios processos biologicos
como a transcricdo e traducdo do DNA, degradacdo de proteinas, processamento do
RNAm, metabolismo energético, inducdo de apoptose, transporte de moléculas, entre
outras. No quadro 2 sdo mostrados os genes que ja foram associados com DI até o
momento. Este nimero, entretanto, vem crescendo rapidamente em virtude do uso das
técnicas de sequenciamento de nova geracao para identificacdo de mutacdes. Em muitos
desses estudos ndo foi possivel ainda elucidar claramente 0 mecanismo que gerou as
consequéncias clinicas a partir de defeitos envolvendo processos celulares basicos. 1sso
reflete a complexidade do sistema nervoso central, que o torna particularmente

vulneravel aos danos.
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2.4.1. O GENE MED25

A proteina codificada pelo gene MED25 pertence ao Complexo Mediador
(MED), coativador necessario para a regulacdo da transcricdo de quase todos 0s genes
dependentes da RNA polimerase II.

As proteinas do Complexo Mediador desempenham uma fungdo mediadora entre
os fatores de transcri¢do especificos (ativadores ou repressores) e a maquinaria basal de
transcricdo, contendo a RNA polimerase Il e os fatores de transcricdo gerais. A
principal fungdo do Mediador esta associada ao aumento da eficiéncia na formagédo do
complexo de pré-iniciacdo bem como ao recrutamento da RNA polimerase II, TFIID e
outros fatores de transcricdo gerais para a regido promotora dos genes sob 0 seu
controle, por meio da interac¢do direta com esses elementos (NAPOLI et al., 2012)
(figura 1A).
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Figura 1. Ativacéo da iniciacdo da transcricdo em eucariotos por recrutamento do

Complexo Mediador (A) e estrutura do Complexo Mediador de humanos (B).
(Fonte: WATSON et al., 2006, ADAPTADO).

O Complexo Mediador € um conjunto de proteinas organizadas em maodulos,
cada um contendo diferentes subunidades (figura 1B). Esses modulos sdo chamados de
cabeca, intermediario, cauda e regulatério, sendo que cada um desempenha fungdes
especificas. A cauda do Complexo Mediador, no qual inclui o produto do gene MED25,
interage com os ativadores transcricionais (HERBIG et al., 2010). O mddulo intermédio
transfere o sinal da cauda para a cabeca do Complexo Mediador ap6s a sua ligacdo com
os fatores de transcricdo especificos (LEWIS e REINBERG, 2003). Por sua vez, o

mddulo da cabeca é o que contacta e transfere o sinal de inducdo para a RNA
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polimerase 1l (SOUTOURINA et al., 2011). O dominio regulatério do complexo é
composto pelas subunidades MED12, MED13, uma quinase dependente de ciclina
CDKS8 e uma ciclina designada por CycC (BOURBON, 2008). Esse médulo influencia
a regulacdo da transcricdo de uma maneira que é capaz de inibir ou estimular a
expressao genética (MALIK e ROEDER, 2005).

Por causa do seu papel como um integrador e processador da informacéo
regulatéria, o Complexo Mediador representa um ponto final em uma variedade de
importantes vias de sinalizagdo do desenvolvimento (MALIK e ROEDER, 2010;
SPAETH et al., 2011). Consistente com esse papel, estudos genéticos com diferentes
modelos animais (zebrafish, droséfilas, camundongos e Caenorhabditis elegans)
evidenciaram o papel desse complexo com o desenvolvimento e diferenciagdo celular
(NAPOLI et al.,, 2012). A inativagdo genética do modulo do Complexo Mediador
responsavel pela comunicagdo direta com a RNA polimerase Il resulta em letalidade
embrionaria precoce em camundongo, indicando que esse complexo por si sO seria
necessario para a viabilidade celular (TUDOR et al., 1999). Mutag¢des pontuais nas
subunidades individuais foram associadas a diversas doencas humanas, entre elas as
malformacdes congénitas, doencas neurodegenerativas e cancer (SPAETH et al., 2011).

Nos ultimos anos, estudos funcionais mostraram a importancia da subunidade
MED25 na ativacdo da transcricdo a partir da associacdo a diferentes fatores de
transcri¢do, tais como: fator nuclear do hepatocito 4o (HNF4a), fator condrogénico
(Sox9), membros do grupo PEA3 e o fator 6 ativador da transcrigio (ATF6a)
(NAKAMURA et al., 2011; RANA et al., 2011; SELA et al., 2013; VERGER et al.,
2013). A analise da expressdo do gene MED25 em camundongos do tipo selvagem
detectou niveis mais elevados de expressdo no cerebelo, ganglios, cortex cerebral e
nervo éptico, indicando um importante papel do MED25 no sistema nervoso (LEAL et
al., 2009).

Recentemente, Basel-Vanagaite et al. (2014) identificaram uma mutacéo pontual
em homozigose (€.116A>G [p.Tyr39Cys]) no MED25 em sete individuos como causa
de uma sindrome genética caracterizada por deficiéncia intelectual grave, microcefalia,
malformacdes nos olhos, coracdo e palato. MutagBes em outros componentes do
Complexo Mediador ja foram associadas a deficiéncia intelectual. Variantes néo
sinbnimas no MED12 foram associadas as sindromes Ohdo, Lujan e Opitz-Kaveggia;
formas sindrémicas de DI ligadas ao X (RISHEG et al., 2007; SCHWARTZ et al.,
2007; Vulto-van Silfhout et al., 2013). A variante ¢.1112T>C [p.Leu371Pro] no MED17
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foi associada a DI sindromica com atrofia cerebelar (KAUFMANN et al., 2010). Ja a
mutacdo ¢.1850G>A [p.Arg617GIn] no MED23 foi identificada como causa de DI nédo
sindrébmica em uma familia consanguinea argelina com cinco individuos afetados
(HASHIMOTO et al., 2011).

2.4.2. O GENE IMPA1

O gene IMPAL1 codifica a inositol monofostase 1, uma enzima que desfosforila o
inositol monofosfatado para gerar o inositol livre. Essa via enzimética € importante para
inimeras func@es celulares, pois o fosfatidilinositol (PI) e seus derivados desempenham
um papel crucial na sinalizagdo intracelular devido a producdo dos segundos
mensageiros diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trifosfato (IP3) (OHNISHI et al., 2007)
(figura 2). O IP3 liga-se a receptores intracelulares (principalmente no reticulo
endoplasmatico e mitocondrias) que mediam a abertura de canais de célcio, levando a
um aumento na concentragdo de Ca** no citoplasma. Esse aumento promove a ativagéo
de varios processos calcio-dependentes (ativacdo de proteinas quinases, por exemplo).
O proprio calcio pode funcionar como segundo mensageiro agindo na superficie
citoplasmatica de alguns canais i6nicos, alterando seus estados de abertura. JA 0 DAG
ativa proteinas quinases C que fosforilam uma ampla gama de proteinas estruturais e
funcionais (STREB et al., 1983; RUGGIERO et al., 1994).

A inositol monofosfatase 1 ocupa uma posicdo pivd nos mecanismos
homeostaticos do inositol intracelular, pois se localiza na confluéncia de duas vias
distintas para a manutencdo dos niveis de inositol: a recuperagédo via d-mio-inositol-1-
fosfato, e pela sintese de novo de inositol a partir da glicose. A Unica via livre da
dependéncia dessa enzima é a baseada no inositol proveniente do plasma, isto é, via
alimentacéo (figura 2). Portanto, a atividade da IMPAL é um passo critico e limitante da
regeneracao do ciclo do inositol (RUGGIERO et al., 1994; OHNISHI et al., 2007).

Do ponto de vista clinico, a enzina IMPA1 tem atraido o interesse de varios
pesquisadores ha muitos anos. O transtorno bipolar é caracterizado por episodios
recorrentes de flutuacGes do humor entre mania e depressdo. O litio tem sido utilizado
h& mais de 50 anos como um farmaco de primeira linha no tratamento da bipolaridade
(GOODWIN e JAMISON, 1990). Interessantemente, o litio inibe de forma nao
competitiva a atividade da IMPALl por meio de concentragdes terapéuticas
(HALLCHER e SHERMAN, 1980). Portanto, varios estudos vém sugerindo que

anormalidades nos mecanismos intracelulares de transducéo de sinais, particularmente,
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0 sistema de segundos mensageiros do ciclo do inositol estejam envolvidos na
fisiopatologia desse transtorno (FRIEDMAN et al., 1993; JOPE et al., 1996; HAHN e
FRIEDMAN, 1999). Devido a impossibilidade de se examinar esse sistema de segundos
mensageiros no cérebro de pacientes vivos, recentemente, as pesquisas na area tém
focado em construir modelos animais impal knockout, bem como estudar as
consequéncias do uso do litio em animais (CRYNS et al., 2008; KIMATA et al., 2012;
OHNISHI et al., 2013; OHNISHI et al., 2014).

Até o momento, nenhum fen6tipo clinico tinha sido associado a mutacdo no
gene IMPA1 em humanos. O entendimento da via do inositol nos pacientes com
deficiéncia intelectual associada ao IMPAL, descritos neste trabalho, pode contribuir
para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas tanto para esses pacientes

guanto para 0s com transtorno bipolar.

Inositol (plasma)

{ I | extra-celular
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ﬂ GTP citoplasmadtica

ativaa |

~»Pl ——»{4] PIP——>{4,5] PIP, fosfolipase C GDP
4
T’ intra-celular
- b
CDP-DAG [1,2]DAG (1,4,5]IP, ——winfluxo de Ca™
l
Fosfatidato ativagio IP.
de prot. ¢ ativagfio de
Kinase C processos Ca™
| dependentes
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pro G: proteina G
. D-mio-inositol-1-fosfato PIP2: 4,5 fosfatidil inositol bifosfato

DAG: diacilglicerol
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? PIP: 4-fosfatidil inositol monofosfato
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Li’

é ~— Glicose-6-Fosfato «

Glicose

Figura 2. Ciclo do inositol, inibi¢éo do litio e fontes de inositol para a célula. (Fonte:
RUGGIERO et al., 1994, ADAPTADO)

2.5. AVANCOS NOS ESTUDOS GENETICOS DA DEFICIENCIA INTELECTUAL
O avanco da identificacdo em larga escala de genes patogénicos devido a

introducéo de técnicas de sequenciamento de nova geragdo tornou esse tipo de pesquisa
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mais rapida e menos custosa, alavancando a identificacdo de genes que agem
diretamente com outros genes ja associados a DI ou que fazem parte de uma mesma via
metabdlica. Entender as redes de interacdes entre 0s genes e proteinas é de fundamental
importancia para a compreensdo da patogénese molecular da DI, bem como, para a
utilizagdo e o desenvolvimento de medicamentos terapéuticos (ROPERS, 2010).

O uso das técnicas de sequenciamento de regides codificadoras (exoma)
permitiu a descoberta, em menos de dez anos, de mais de vinte novos genes associados
a DI autossémica recessiva (OMIM) e existe a expectativa de que mais de mil genes
estejam envolvidos na determinacdo dessa condicdo (ROPERS, 2010). Em outra
vertente das pesquisas, recentemente, com 0 uso do sequenciamento do genoma
completo, tem sido possivel a descoberta de mutagcdes em regides regulatorias ou nao
codificantes, bem como a descoberta de microdelecGes, duplicacdes e variacbes no
numero de copias dos genes. Mecanismos que envolvem fatores de transcri¢do, a grande
diversidade de microRNAs e outros elementos regulatérios, bem como as interacdes
epigenéticas, constituem hoje o foco de interesse das pesquisas na area da Genética
Médica.

Parece razoavel afirmar, portanto, que estamos cada vez mais perto de desvendar
as relacdes entre genotipo e fendtipo no misterioso universo da deficiéncia intelectual,
gracas ao incessante avango na tecnologia de sequenciamento de DNA, as tecnologias
para estudos funcionais e a existéncia de banco de dados mundiais de variantes

genéticas de facil acesso, como no caso do EXAC (Exome Aggregation Consortium).
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3. HIPOTESE DE TRABALHO

A estratégia de associar o uso de técnicas de sequenciamento de nova geracdo ao
estudo de familias consanguineas com repeticdes de casos de deficiéncia intelectual,
principalmente no Oriente Médio e da Asia, tem permitido a elucidacdo das causas
genéticas de varios casos de DIAR e tem evidenciado a heterogeneidade genética dessa
condicdo. Sabemos que dois fatores associados, a consanguinidade e o isolamento
geografico, contribuem para elevar a frequéncia de doengas genéticas de heranca
recessiva. Nesta pesquisa, partimos da hipétese de trabalho de que seria possivel
identificar novos genes associados a DIAR em populagdes do sertdo nordestino porque
elas mantiveram a tradicdo de casamentos consanguineos, desde a colonizacdo, e
permaneceram relativamente isoladas.

A identificacdo de genes associados a DI permite a compreensédo dos
mecanismos fisiopatoldgicos e o estabelecimento de relacbes entre genotipo e fendtipo.
Esse conhecimento é fundamental para o avanco da Ciéncia em diferentes areas do
conhecimento, tanto nas Ciéncias Bioldgicas quanto para as areas aplicadas da Genéetica
Humana e Médica. A identificacdo das mutacdes associadas as doencas favorece a
deteccdo precoce de grupos de riscos facilitando a adocdo de medidas preventivas.
Além disso, pode prenunciar a eficacia de um dado tratamento medicamentoso proposto
(testes prognosticos). Essa dltima aplicacdo € referida como farmacogenémica e
constitui seguramente um dos grandes beneficios tangiveis proporcionado pelas

ferramentas biotecnoldgicas para a Genética Medica.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a investigacdo genética de casos de deficiéncia intelectual em populagdes
consanguineas do sertdo paraibano.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar familias com repeticdo de casos de deficiéncia intelectual em seis

municipios do sertdo paraibano com elevada taxa de consanguinidade;

- Descrever o quadro clinico das deficiéncias encontradas;

- Mapear os loci génicos associados as formas de deficiéncia intelectual,

- ldentificar os genes e as mutagbes associadas as formas de deficiéncia
intelectual;

- Desenvolver testes genéticos que permitam a identificacdo de individuos
afetados e portadores das mutacbes em heterozigose para fins de

aconselhamento genético.

- Realizar o aconselhamento genético das familias participantes da pesquisa.
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5. METODOLOGIA COMPLEMENTAR

Os métodos utilizados para cumprir com 0s objetivos desta tese foram descritos
nos artigos apresentados nos resultados. As informacbes adicionais que ndo foram
tratadas nas publicacdes serdo descritas a seguir.

5.1. PROSPECQAO DAS FAMILIAS SELECIONADAS PARA ESTUDO

Os métodos utilizados para prospeccdo de familias para estudos clinico-
genéticos ja foram descritos em diferentes publicacdes (SANTOS et al., 2010;
WELLER et al., 2012; SANTOS et al., 2013; SANTOS et al., 2014). A selecdo dos
municipios para os estudos de genética comunitéaria foi realizada considerando a maior
frequéncia de unides consanguineas; maior porcentagem de individuos com deficiéncia
considerando dados do SIAB/DATASUS; municipios vizinhos formando “clusters” e
interesse das secretarias de saude municipais em participar do estudo. A partir disso,

selecionamos seis municipios marcados no mapa abaixo (figura 3).

Belém do Brejo do Cruz

Catolé do Rocha
Sdo José do Brejo do Cruz

Brejo dos Santos

Brejo do Cruz
Bom Sucesso )

Figura 3. Mapa do estado da Paraiba. Os municipios que participaram do estudo

estdo em cinza.

Antes de iniciar as acdes em campo, 0s pesquisadores do grupo reuniram-se com

0s gestores municipais e profissionais do Programa de Salde da Familia (PSF) para
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definicdo de estratégias e cronograma de trabalho. Posteriormente, realizamos
seminarios para os Agentes Comunitérios de Salde (ACS) para apresentacdo dos
objetivos da pesquisa, a insercdo dos mesmos na pesquisa e explicados conceitos de
Genética Médica.

As familias com individuos portadores de deficiéncia foram indicadas pelos
ACS, os quais acompanharam os pesquisadores durante as agdes em campo. Em vez de
entrevistar todos os individuos com deficiéncia, priorizamos as familias que possuiam
mais de dois afetados por uma mesma deficiéncia, principalmente, deficiéncias
neuromusculares e/ou deficiéncia intelectual. Os mesmos foram selecionados
previamente pelos pesquisadores e convocados pelos ACS para participarem da agao.
Inicialmente, realizamos entrevistas com 276 pacientes previamente selecionados.
Durante as entrevistas com o0s bidlogos geneticistas, realizadas nos principais postos de
satude dos municipios, foram colhidas informag6es sobre a histéria e a evolugdo dos
quadros clinicos, bem como, fizemos os heredogramas dos pacientes. A partir disso,
selecionamos 109 pacientes que possuiam deficiéncia por provaveis causas genéticas,
para avaliagdo médica com trés neurologistas da equipe do Dr. Fernando Kok do
Hospital das Clinicas de Sdo Paulo que atuam na area de neurogenética e participaram
da acdo de genética comunitaria.

Ao longo da prospecgdo, foram selecionadas duas familias com individuos
acometidos por duas diferentes formas de deficiéncia intelectual de heranga autossémica

recessiva para investigacdo genética.

5.2. ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual da Paraiba, com protocolo de n° 0359.0.133.000-11
(em ANEXO), e encontra-se em concordancia com os principios da Resolucdo 466/12,
do Conselho Nacional de Saude, que versa sobre a pesquisa envolvendo seres humanos.
As familias envolvidas neste trabalho receberam explicacdes verbais e escritas a
respeito da pesquisa e, quando concordaram, assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido e a declaracdo de autorizacdo institucional.

5.3. EXTRACAO DE DNA
Foi coletado cerca de 5 ml de sangue periférico para extracdo de DNA. O DNA

foi extraido utilizando o aparelho Autopure LS (Gentra Systems, Minneapolis, MN,
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EUA) disponivel no Centro de Pesquisa sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco,
Universidade de Sdo Paulo. Posteriormente, a concentracdo de DNA de cada amostra
foi medida com o auxilio do espectofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA) e uma aliquota foi diluida em agua milli-Q para obtencdo de
amostras de DNA com concentracdo entre 100 e 200ng/uL.

5.4. ENSAIO DE MICROARRANJOS DE DNA E CALCULO DE LOD SCORES

Para determinar regides em homozigose e realizar o estudo de ligagdo foram
realizados ensaios de microarranjos de SNP, utilizando a plataforma da Affymetrix
(Santa Clara, CA, EUA) com os chips Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (que
incluem sondas para 906,600 SNP) seguindo as especificacbes do fabricante. As
analises de qualidade do contraste (contrast QC metric) e da quantidade de SNP
genotipados por paciente (QC Call Rate metric) foram realizadas pelo programa
Affymetrix® Genotyping Console™ Software.

O programa ALOHOMORA foi utilizado para converter os dados de genotipos
obtidos da plataforma Affymetrix em arquivos adequados para analise de ligacdo. O
programa Pedcheck foi usado para verificagdo de erros de segregacdo mendeliana
(RUSCHENDORF e NURNBERG, 2005). O programa MERLIN (ABECASIS et al.,
2002) foi utilizado para a obtencdo de LOD scores de multiplos pontos. Os LOD scores
de mdltiplos pontos resultam da analise de segregacdo de varios marcadores
polimérficos de um mesmo segmento cromossémico simultaneamente em relacdo a
doenca. Os LOD scores foram calculados utilizando-se frequéncia génica do alelo
mutado de 0,0001.

55. TRIAGEM DA MUTACAO NO GENE IMPA1 POR ENZIMA DE
RESTRICAO

A mutacdo c.489 483dupGGGCT no gene IMPAL, identificada a partir do
sequenciamento do exoma de um paciente (metodologia descrita no artigo 2), criou um
sitio de restricdo para a enzima BseYI.

Para obter os padrfes de bandas acima, inicialmente foi realizada a amplificacéo
da regido génica envolvendo a mutacdo por meio da técnica de PCR, utilizando os
primers foward: 5’-CCATGAACAGGAATGCAAAA -3 e reverse: 5°-
GGGATACAAATGCCCTCTTC -3°, gerando um amplicon de 193 pares de base. Os

reagentes utilizados para amplificacdo de cada amostra foram: 0,7ul de MgCl, (50
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mM), 2,5 ul de Tampao PCR 10X, 2,5 ul de dNTP’s (2,5 mM), 0,5 ul de cada primer
(50 pmol), 0,2 ul de Tag DNA polimerase (5 U/ul), 50ng de DNA e completa com &gua
miliQ para o volume final de 25 pl. Foi utilizada a PCR touchdown com temperatura
inicial de anelamento de 62°C (-0,5°C/ciclo) no termociclador DNA Engyne Dyad (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Os produtos obtidos pela amplificacdo foram
visualizados em gel de agarose a 1,5%. Apds confirmacdo da amplificacdo via PCR do
DNA gendmico, cada produto foi submetido a digestdo com a endonuclease de restri¢do
BseYI, permanecendo a 37°C por 1 hora e 80°C por 20 minutos, conforme especificacdo
do fabricante New England Biolabs (Ipswich, MA, EUA). A reacdo de digestdo foi
realizada nas seguintes condicdes: 2,0 pl de NEBuffer (10X), 5U (1pl) da enzima, 4 pl
de produtos de PCR e completa com agua miliQ para o volume final de 20 ul. Os
fragmentos obtidos apos a digestdo foram corridos em gel poliacrilamida (10%) em
80V por duas horas e fotografado utilizando o fotodocumentador ImageQuant™ LAS
4000 (GE Healthcare Biociences, Piscataway, NJ, EUA).
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6. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados no formato de artigos cientificos.
O artigo 1 foi publicado no periddico Journal of Medical Genetics e intitulado
“Homozygous missense mutation in MED25 segregates with syndromic intellectual
disability in a large consanguineous family” ¢ o artigo 2 publicado no periédico
Molecular Psychiatry e intitulado “A homozygous loss-of-function mutation in

inositol monophosphatase 1 (IMPA1) causes severe intellectual disability”.
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ORIGINAL ARTICLE

Homozygous missense mutation in MED25
segregates with syndromic intellectual disability
in a large consanguineous family

Thalita Figueiredo, " Uird Souto Melo,> André Luiz Santos Pessoa,*>
Paulo Ribeiro Nobrega,* Jodo Paulo Kitajima,® Igor Correa,® Mayana Zatz,

Fernando Kok,?* Silvana Santos'-?

ABSTRACT

Background Intellectual disability (ID) is a highly
heterogeneous condition affecting 2% of the population
worldwide. In a field study conducted in a highly inbred
area of Northeastern Brazil, we investigated a
consanguineous family in which seven adults presented
syndromic ID.

Methods Genome-Wide Human SNP Array 6.0
(Affymetrix) microarray was used to determine regions of
homozygosity-by-descent and whole exome sequencing
(WES) was performed in one affected individual using
Extended Nextera Rapid-Capture Exome and Illumina
HiSeq2500.

Results We found two regions with an logarithm of
the odds (LOD) score of 3.234: a region spanning

4.0 Mb in 19913.32-q13.33 and a pericentromeric

20 Mb area in chromosome 2 (2p12-q11.2). WES
disclosed in the critical region of chromosome 19 a
homozygous variant (c.418C>T, p.Arg140Trp) in
Mediator complex subunit 25 (MED25), predicted as
deleterious by PolyPhen-2, Provean, Mutation Taster and
Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT). MED25 is a
component of the Mediator complex, involved in
requlation of transcription of nearly all RNA polymerase
II-dependent genes. Deleterious mutations in MED12,
MED17 and MED23 have already been associated

with ID.

Conclusions These findings demonstrate that the
combination of field investigation of families in highly
inbred regions with modern technologies is an effective
way for identifying new genes associated with ID.

INTRODUCTION

Intellectual disability (ID) is a highly heterogeneous
condition affecting 2% of the population world-
wide. It is the most common motive for referral to
clinical genetic centres and one of the most import-
ant unsolved problems in healthcare.! 2 The genetic
basis of autosomal recessive ID (ARID) is extremely
heterogeneous and the number of underlying gene
defects may well go beyond a thousand.® Currently,
fewer than 100 loci and genes have been identified
associated with ARID (OMIM), which is particu-
larly prevalent in highly consanguineous popula-
tions and genetic isolates.* * In Brazil, the frequency
of consanguineous marriages is about 15 times
higher in the Northeast region (9%) than in the
Southern part of the country (0.62%).°® A study

conducted in small communities in Northeastern
Brazil identified rates of consanguineous unions
ranging from 6% to 41.1%.° As part of a research
project on consanguinity and disability aiming the
identification of new disease genes, which is being
performed in the backlands of Northeastern Brazil,
we ascertained several families with multiple indivi-
duals with disabilities and selected some of them for
additional investigation. Subjects of the current
investigation belonged to a large inbred family in
which three consanguineous unions generated seven
individuals with moderate to severe ID associated
with a distinct facial phenotype.

METHODS

Clinical analysis and family material

After obtaining a written consent from the legal
guardians of subjects of this study, a detailed clin-
ical and neurological evaluation was performed. A
pedigree was constructed based on the family infor-
mation (figure 1) and blood samples from affected
and unaffected family members were collected for
DNA extraction (Autopure LS device, Gentra
Systems). The protocol of data sampling and the
consent procedure were reviewed and approved by
the National Committee for Ethics in Research—
CONEP (Process 0359.0.133.000-11).

Linkage study

Linkage study was performed using DNA samples
from three affected (V-8, V-12 and V-13) and three
healthy individuals (IV-4, V-6 and V-10) from the
same family. Genotyping was done with the
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix,
Santa Clara, California, USA), and the data were
analysed using HomozygosityMapper for homozy-
gosity mapping.'” The Alohomora software was
used to convert the obtained data into files for
linkage analysis, Pedcheck for checking Mendelian
segregation and Merlin software to obtain multi-
point LOD scores.'! !> The disease was analysed as
an autosomal recessive mode of inheritance with
complete penetrance and the disease allele fre-
quency was estimated as 0.001.

Exome and Sanger sequencing

Whole exome sequencing (WES) was performed in
a DNA sample from one affected individual (V-12)
using Extended Nextera Rapid-Capture Exome and

BM)
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Figure 1
individuals. Genotyped individuals are underlined.

sequenced in Illumina HiSeq2500 (Illumina, San Diego,
California, USA). Exome reads were analysed in a standard
Bioinformatics pipeline based on Burrows-Wheeler Aligner
(BWA) for sequence alignment on GRCh37 reference, Broad
Institute GATK for genotyping, SnpEff for variant annotation
and ExomeDepth for CNV detection.'>™'¢ Potentially deleteri-
ous variants detected in regions of homozygosity-by-descent and
not present in 61486 exomes from the Exome Aggregation
Consortium (ExAC) and in Brazilian population controls (608
healthy individuals) were selected for further scrutiny and segre-
gation analysis by Sanger sequencing. PCR products were ampli-
fied using the following primers: forward: §-GGCGTTGC
TTCTGATTCCAT-3'; reverse: 5'- GAGTCCTCACCTCCCCAA
TC-3’; and the reaction products were analysed in the ABI 3730
DNA Analyzer equipment (Applied Biosystems, Carlsbad,
California, USA). The results were analysed using the Sequencher
5.0 and MEGA 5.

meblb el

Va2 V3 Va4 VS V6 V7

0o
V9 W0 VI

Family pedigree: individuals with intellectual disability are represented in filled symbols and half-filled symbols indicate heterozygous

RESULTS

We evaluated seven individuals (two men, ages 33-51) belong-
ing to three related consanguineous families. Variable degree of
ID was present in all seven individuals: moderate in two (V-3
and V-4) and severe in the remaining five. They all are illiterate
and never attended regular school. One individual (V-3) was
able to work supervised, and the severe patients were totally
dependent for basic care and able to speak a few words and
most of the time utter incomprehensible sounds and need con-
stant vigilance. Behaviour problems, as aggressiveness and
sexual arousal, were occasionally present. The facial character-
istics were very similar in all affected individuals: tall forehead,
prognatism, prominent chin, very large and overhanging nose
tip (figure 2). This facial phenotype was not present among
parents and the five clinically evaluated unaffected siblings. The
legal guardians of patients have provided consent for publica-
tion of these photographs.

Figure 2 Facial features of affected individuals: tall forehead, prognatism, prominent chin and very large and overhanging nose tip. (A, B) V-1 age
43 years; (C, D) V-3 age 37 years; (E, F) V-4 age 33 years; (G, H) V-8 age 51 years; (I, J) V-12 age 43 years; (K, L) V-13 age 38 years; (M, N) V-16

age 42 years.
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Autozygosity mapping and parametric linkage analysis led to the
identification of two linkage regions which get the same maximum
LOD score of 3.234 on chr19: 47658 320-51657 650
(19q13.32-q13.33) and on chr2: 76245 774-102 080 926
(2p12-q11.2). Sequences of 167 genes are located on candidate
region of chromosome 2 and 214 genes on candidate region of
chromosome 19. Those regions are devoid of genes associated with
ARID, with the exception of the recently described autosomal reces-
sive mental retardation-41 (MRT41; OMIM 615637), caused by
truncating homozygous mutation on KPTN gene, located on
chromosome 19.'7 MRT41 was recognised in four individuals with
non-syndromic ARID from consanguineous Amish families.

The coverage of WES with at least 10 reads was 99.18%,
every base was independently read on average 158 times and a
total of 95 313 806 sequences were generated. We selected for
further evaluation homozygous coding variants present in a con-
sensus coding transcript not present in controls. The only
remaining coding variant in the linkage regions which fulfil
these criteria of possible disease-causing variant was the mis-
sense change c.418C>T (p.Argl40Trp; chr19:50 332 240,
NM _030973) in MED2S gene (OMIM 610197) (figure 3). It
encodes one of the subunits from Mediator’s tail region that are
required for regulating expression of most RNA polymerase II
(polll) transcripts.'® This variant cosegregated with the disease
and was not present in Brazilian population controls (608
healthy individuals) as well as in 61 486 exomes from the ExAC
(Cambridge, Massachusetts, USA; http:/exac.broadinstitute.org)
(18 November 2014 accessed date). Moreover, p.R140W is con-
served across MED25 orthologues and predicted as deleterious
by PolyPhen-2, Provean, Mutation Taster and SIFT.'*-*2

DISCUSSION

ID is a highly heterogeneous disorder, and identification of
autosomal genes associated with this condition, in particular in
families with few affected members, only recently became more
feasible, mostly because of more efficient technologies for
linkage analysis and identification of the responsible gene. On
the other hand, the search for large consanguineous families
with multiple affected individuals once more proved to be an
effective way for identifying new genetically determined

autosomal recessive forms of ID. Indeed, the number of X
linked ID associated genes currently surpasses the frequency of
ARID related genes, because most studies of the genetic causes
of ID were concentrated on X-chromosome-linked ID.
However, it is estimated that X linked forms represents only
10% of ID, which suggests that a large number of autosomal
genes associated with ID remain to be recognised.* %

The Mediator complex (MED) is a multi-protein complex
composed of more than 20 subunits that form four distinct
modules evolutionarily conserved in eukaryotes required for
regulating expression of most RNA polll transcripts, which
include protein-coding and most non-coding RNA genes, per-
forming its function by interacting directly with RNA Pol II acti-
vators bound at regulatory elements and also elongation factors
of target genes.'® ?* 2% Several studies using experimental
models (Danio rerio, Drosophila, Caenorhabditis elegans and
mouse models) indicated that some components of the MED
may interact with specific transcription factors, thus regulating
the expression of distinct groups of genes during development
and/or cell differentiation.*®

In recent years, functional studies showed the importance of
MED2S in the activation of transcription by several transcrip-
tion factors, including the retinoic acid receptor (RARa),”’
orphan receptor (HNF40),”® chondrogenic factor (Sox9),*’
PEA3 group members,’® activating transcription factor 6
(ATF60)*! and estrogen receptor o.>* These factors are involved
in different developmental processes and they control multiple
metabolic pathways,”® 3> development of motor and sensory
neurons,>’ response of human cells to endoplasmic reticulum
stress, which are critical for cell survival and defects can cause
neurodegeneration®* and chondrogenesis.”’

Morpholino-mediated knockdown of med25 induced palatal
malformation in zebrafish, which is comparable with that
observed in zebrafish sox9 mutants.>” Furthermore, expression
analysis of MED2S in wild-type rats tissues detected ubiquitous
expression and highest expression levels were found in dorsal
root ganglia, cerebellum, cortex and optic nerve indicating an
important involvement of MED2S in the nervous system.*

A single report of a large family associates the homozygous
variant p.Ala335Val in MED25 with Charcot-Marie-Tooth

Figure 3 Mutation in MED25: (A) A B control
Whole exome sequencing (WES) image s | o (| | S—{ — | —) — —
of the MED25 BAM file base counts, 1T E E E;’;\ € ((;: 8 E S ir ,‘;:
highlighting the c.418C>T variant. (B) iTi
A Pt i A
Sanger sequencing electropherograms iey=i
showing homozygous control (arrow), il i \
heterozygous (arrow) at position ¢.418 ! ; ! | &
of MED25 gene in a carrier (lll-2) and T £
homozygosity (arrow) in an affected T v-4
individual (IV-1). ; C GCACYG GG TC
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disease type 2B2 (CMT2B2, OMIM #605589).*° The variant
attributed to CMT2 on MED25 (c.1004C>T) has a population
frequency among Europeans (non-Finnish) of 1/160
(0.006042), which is quite large for a rare disease. Additionally,
no other family with CMT2B2 was reported since the original
publication of 2009 and no other gene belonging to MED was
associated with CMT. Additionally, no other gene coding for
proteins belonging to MED was ever associated with CMT.
Finally, since there is no evidence for CMT-like features in the
presented Brazilian family, it appears that the p.Ala335Val
variant identified in CMT2B2 patients might be a rare benign
variant rather than the causative mutation. Mutations in other
members of MED have been already assigned to other syn-
dromes. Deleterious missense variants in MED12 have been pre-
viously associated with Ohdo, Lujan and Opitz—Kaveggia
syndromes, all X linked syndromic forms of ID.>*=** A homozy-
gous missense mutation (p.L371P) in MED17 has been asso-
ciated with syndromic severe ID with infantile cerebral and
cerebellar atrophy.”” Finally, a homozygous disease-causing
coding variant (p.R617Q) within the MED23 gene was identi-
fied in an Algerian consanguineous family with five affected
individuals with non-syndromic ID. This mutation modified the
response of JUN and FOS immediate early genes to serum mito-
gens by altering the interaction between enhancer-bound tran-
scription factors and Mediator. Dysregulation of these genes
have been also observed in cells from patients with other neuro-
logical disorders, including Opitz—Kaveggia, caused by MED12
mutation.*’

These findings emphasise the critical role of Mediator in
brain functioning and development and highlight the import-
ance of a combined strategy of field evaluation in remote areas
in which large inbred families are common and state-of-art tech-
nologies for identification of novel deleterious variants in genes
currently not associated with a distinct phenotype.
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A homozygous loss-of-function mutation in inositol
monophosphatase 1 (IMPAI) causes severe intellectual

disability

T Figueiredo'??, US Melo®, ALS Pessoa®®, PR Nobrega®, JP Kitajima® H Rusch’, F Vaz’, LT Lucato®, M Zatz?, F Kok®*® and S Santos'?

The genetic basis of intellectual disability (ID) is extremely heterogeneous and relatively little is known about the role of autosomal
recessive traits. In a field study performed in a highly inbred area of Northeastern Brazil, we identified and investigated a large
consanguineous family with nine adult members affected by severe ID associated with disruptive behavior. The Genome-Wide
Human SNP Array 6.0 microarray was used to determine regions of homozygosity by descent from three affected and one normal
family member. Whole-exome sequencing (WES) was performed in one affected patient using the Nextera Rapid-Capture Exome kit
and lllumina HiSeq2500 system to identify the causative mutation. Potentially deleterious variants detected in regions of
homozygosity by descent and not present in either 59 723 unrelated individuals from the Exome Aggregation Consortium
(Browser) or 1484 Brazilians were subject to further scrutiny and segregation analysis by Sanger sequencing. Homozygosity-by-
descent analysis disclosed a 20.7-Mb candidate region at 8q12.3-g21.2 (lod score: 3.11). WES identified a homozygous deleterious
variant in inositol monophosphatase 1 (IMPA1) (NM_005536), consisting of a 5-bp duplication (c.489_493dupGGGCT; chr8:
82,583,247; GRCh37/hg19) leading to a frameshift and a premature stop codon (p.Ser165Trpfs*10) that cosegregated with the
disease in 26 genotyped family members. The IMPAT gene product is responsible for the final step of biotransformation of inositol
triphosphate and diacylglycerol, two second messengers. Despite its many physiological functions, no clinical phenotype has been
assigned to this gene dysfunction to date. Additionally, IMPA1 is the main target of lithium, a drug that is at the forefront of

treatment for bipolar disorder.

Molecular Psychiatry advance online publication, 29 September 2015; doi:10.1038/mp.2015.150

INTRODUCTION

Intellectual disability (ID) is a serious neurodevelopmental disorder
that is characterized by an intelligence quotient (IQ) of 70 or
below, and deficiency in at least two characteristics essential for
adaptive functioning, such as communication, reading, writing
and self-care. This condition can usually be diagnosed before the
age of 18," and its prevalence is between 1 and 3%.” Though it can
be caused by environmental insults such as infection or
teratogens, with a high proportion being the result of genetic
abnormalities, close to 60% of cases of ID do not have a known
etiology.>*

Recently, exome enrichment and next-generation sequencing
have been introduced as cost-effective and fast strategies for
disease-gene identification. Using this modern technology, we
identified a disease-causing mutation (c.489_493dupGGGCT)
within the IMPAT gene in a large consanguineous Brazilian family
in which nine affected individuals had severe ID and disruptive
paranoid behavior.

Inositol monophosphatase 1 (IMPA1: EC 3.1.3.25) is the critical
enzyme for the recovery of the inositol cycle, and it is key for both

the de novo synthesis of inositol and the recycling of
inositol polyphosphates generated upon receptor activation.’
The inositol phosphate metabolism pathway is involved in normal
physiological conditions, such as insulin and PI3K/Akt signaling,
endocytosis, vesicle trafficking, exocytosis, cell migration,
proliferation, apoptosis, neurotransmitter release, hormone secre-
tion, histamine release in allergic responses and in maintaining the
state of homeostasis for second messengers. Thus, dysfunctions of
the inositol cycle have been implicated in a variety of human
diseases, including developmental defects, cancer, diabetes and
neurological diseases.® IMPA1 has attracted much interest in the
genetic studies of neuropsychiatric diseases because in therapeu-
tic concentrations, lithium, the main pharmacological treatment
for bipolar disorder, it is an uncompetitive inhibitor of IMPA1.78
Therefore, myo-inositol is thought to have an important role in the
mechanism of bipolar disorder, and has been the focus of many
studies.

Although animal models and in vitro analysis have contributed
to the understanding of the pathophysiology of IMPAT1 deficiency,
no human disease has been attributed to a malfunction of this
protein.
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Figure 1. The six generation family pedigree with six consanguineous marriages. DNA was sampled from persons with a code, individuals with
intellectual disability are represented by filled symbols and half-filled symbols indicate heterozygous individuals.

MATERIALS AND METHODS

Family ascertainment, genetic and clinical analysis

Affected individuals belonging to a small isolated community in an
impoverished area of Northeastern Brazil were clinically evaluated in
their hometown, as part of a larger project on prospection of
neurologic disorders in highly inbred areas of the country. After obtaining
written consent from the parents or legal guardians, blood and urine
samples were collected from affected and healthy family members,
and a pedigree was constructed on the basis of family information
(Figure 1). The data sampling protocol and consent procedure were
reviewed and approved by the National Committee for Ethics in Research
(CONEP;  http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html;
Brazil).

Linkage study

Linkage study was performed using DNA samples from three affected
individuals (V-24, V-26 and V-27) and one healthy member (V-21) of the
same family. Genotyping was performed with the Genome-wide human
SNP Array 6.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) and genome-wide
homozygosity analysis was performed by Homozygosity Mapper.”
ALOHOMORA'® software was used to convert the obtained data from
the Affymetrix genotype platform into files for linkage analysis, and
Pedcheck was used to identify Mendelian inconsistencies. Multipoint
linkage analysis using MERLIN'' software was performed assuming a fully
penetrant autosomal recessive mode of inheritance with a disease allele
frequency of 0.001.

Exome and Sanger sequencing

Whole-exome sequencing (WES) was performed on a DNA sample from
one patient (V-24) using the Extended Nextera Rapid-Capture Exome kit
(Ilumina, San Diego, CA, USA) and sequenced using the Illumina
HiSeq2500 system (lllumina). Exome reads were analyzed in a standard
Bioinformatics pipeline using BWA for sequence alignment to the GRCh37
reference, Broad Institute GATK for genotyping, SnpEff for variant
annotation and ExomeDepth for CNV detection.'?"'® Potentially deleter-
ious variants detected in regions of homozygosity by descent, not present
in 59723 unrelated individuals from Exome Aggregation Consortium or in
a Brazilian control population (1484 individuals) were selected for
segregation analysis by Sanger sequencing. A 193-bp fragment harboring
the candidate mutation was amplified using forward primer: 5'-CCATGAA
CAGGAATGCAAAA-3’ and reverse primer: 5'-GGGATACAAATGCCCTCTTC
-3'. The reaction products were analyzed with an ABI 3730 DNA Analyzer
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), and the results were analyzed
using Sequencher 5.0 (Gene Codes, Ann Arbor, M).
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Magnetic resonance imaging and proton magnetic resonance
spectroscopy analysis

Brain magnetic resonance imaging and proton magnetic resonance
spectroscopy analysis were performed on a 1.5-T whole-body Philips
(Andover, MA, USA) scanner for one patient (V-17) and one healthy control.

Myo-inositol measurements in urine and plasma

To determine the total amount of myo-inositol, 100 ul of plasma or urine
was incubated with alkaline phosphatase in 0.2 M Tris-HCl at pH 8.6 for
15 min at 37 °C in a total volume of 200 pl. Twenty-five microliters of 2 um
persitol solution (internal standard) was added and mixed. For determina-
tion of free myo-inositol, the alkaline phosphatase step was omitted.
One milliliter of acetonitrile was added while vortexing, and the precipitate
was removed through a 10-min centrifugation at 14,000g at 4°C. The
supernatant was evaporated to dryness under a nitrogen stream, and
150 pl of Tri-Sil TBT (TMSI:BSA:;TMCS) reagent was added and incubated at
100 °C for 30 min. Three milliliters of hexane and 900 ul of 0.1 M HCl were
added and thoroughly mixed. The hexane layer was evaporated to dryness
under a nitrogen stream, and 40 pl of BSTFA+1%TMCS was added and
incubated at 60 °C for 60 min. Sialylated sugar derivatives were separated
on an Agilent 6890N GC with an FID detector using a CP-Sil 5 CB column.
The concentration of inositol phosphates was estimated by subtracting
free inositol from total inositol.

RESULTS

Clinical features

We evaluated nine individuals (five males; ages 38-59 years) who
are descended from four closely related first-cousin couples. In all
individuals, moderate to severe ID was detected. We further note
that none of the subjects attended school, and all individuals
either require close supervision or are dependent on external help
for daily activities. They do not know how to manage money and
are unable to name colors. Disruptive behaviors, sometimes
aggressive and paranoid, were present in six of the nine affected
individuals. A deceased sibling of patient IV-8, with a very similar
phenotype, was kept locked in a room of his house for many years
because of a history of inappropriate sexual behavior. Another
seemingly affected younger sibling of patient IV-8 did not allow us
to approach because of her very disruptive behavior. For that
reason, we were unable to construct her genotype.

© 2015 Macmillan Publishers Limited

48



a b
TGAGTTGGGCT ----- CTTCCAGAA

TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGEECTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGEBECTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA

Loss-of-function mutation in IMPAT causes ID
T Figueiredo et al

TGAGTTGGGCTGGGTCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETFCTTCCAGA- /
; ) / >

CFCTTCCAGAA
CTCTTCCAGAA

2

TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA

TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETECTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAGAA
TGAGTTGGGCTGGGETCTTCCAG—

Figure 2.

Mutation in IMPAT1. (a) Whole-exome sequencing image of IMPAT sequence, highlighting the c.489_493dupGGGCT variant. (b) Sanger

sequencing electropherograms showing homozygous control (V-21) and affected (V-24) individuals.

Linkage

Autozygosity mapping and parametric linkage analysis led to the
identification of one linkage region with the maximum LOD
score of 3.11 on chr8: 65,561,378-86,338,908 (8q12.3-q21.2;
GRCh37/hg19). A total of 112 genes are located in the candidate
region, and none were associated with autosomal recessive ID
according to OMIM."”

Exome sequencing and Sanger sequencing of the candidate
variant

The coverage of whole-exome sequencing with at least 10 reads
was 96.84%, and every base was independently read an average
of 80 times, as a total of 154,002,998 sequences were generated.
We analyzed homozygous variants in a consensus coding
transcript not present in controls, located in the linkage regions
and in the following 26 genes associated with autosomal recessive
ID according to OMIM:'” ST3GAL3, PGAP1, CRBN, PRSS12, NSUN2,
MED23, GRIK2, TTI2, TUSC3, TAF2, TRAPPCY9, MANI1B1, ANK3,
KIAA1033, CRADD, HERC2, FBXO31, METTL23, TECR, ADAT3, KPTN,
CC2D1A, NDST1, FMN2, SLC6A17 and GPT2. Given the target
linkage region, 47 variants were identified in this region, with four
of them being of low quality (filtered by GATk or erroneously
genotyped as heterozygotes; Supplementary Table 1). From these
47 variants, only five were not present in the Exome Aggregation
database (v0.3) (http://exac.broadinstitute.org/). Only two out
these five variants are exonic coding and rare, one inside a polyP
region and the other the candidate variant. The variant in the
PolyP region was genotyped with a low score ( < 100 GATk score)
and was discarded. We did not find rare variants in genes
already associated with autosomal recessive ID. Therefore,
the only remaining coding variant that fulfilled the criteria
of possible disease-causing variant was a 5-bp duplication
(c.489_493dupGGGCT; GRCh37/hg19) in homozygosis, which
leads to a frameshift and premature stop codon in IMPAT
(Figure 2). This variant cosegregated with the disease in the
family (Supplementary Figure 1) and was not detected in Brazilian
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population controls (1484 individuals) and in 59,723 exomes from
the Exome Aggregation Consortium.

Magnetic resonance imaging and proton magnetic resonance
spectroscopy analysis

Brain magnetic resonance imaging was normal, as well as proton
magnetic resonance spectroscopy analysis, which showed no
reduction of the peak of myo-inositol (Supplementary Figure 2).

Myo-inositol measurements in urine and plasma

We did not detect a change in the myo-inositol or phosphoinositol
content in the plasma or urine of patients with IMPAT
homozygous loss of function when compared with healthy
heterozygotes or normal controls (Supplementary Table 2).

DISCUSSION

Through a combination of homozygosity mapping, targeted exon
enrichment and next-generation sequencing, we identified a
homozygous loss-of-function variant in IMPAT in nine individuals
with severe intellectual deficiency and disruptive behavior
belonging to a large consanguineous family. The IMPAT gene
codes for inositol monophosphatase, an enzyme active in the final
step of dephosphorylation of polyphosphate myo-inositol.
Nevertheless, we were not able to detect a change in the
myo-inositol or phosphoinositol content in the plasma or urine of
patients with IMPA1 homozygous loss of function compared with
healthy heterozygotes or normal controls (Supplementary Table 1).
In addition, brain magnetic resonance imaging spectroscopy
did not show reduction of the inositol peak in one examined
patient (Supplementary Figure 1), suggesting that levels of
myo-inositol in biological fluids and its content in some areas of
the brain are not affected by IMPA1 deficiency. Nevertheless,
intracellular changes in myo-inositol levels or reduction of
myo-inositol levels in specific regions of the brain cannot be
ruled out.
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Over the years, the overall interest in IMPA1 function has
continuously increased, as it was recognized that this enzyme is
inhibited by lithium, a powerful mood stabilizer used for
treatment of bipolar disorder, a psychiatric condition with high
worldwide prevalence. Thus, several studies have attempted to
understand the mechanism of action of lithium and its relation
with IMPA1 activity.

Cryns et al.® characterized the phenotype of Impal knockout
mice. They observed that homozygote Impal™~ mice died in
utero between days 9.5 and 10.5 post coitum. However, very
interestingly, it was noted that inositol supplementation of
pregnant mothers rescued the lethality of /Impa~~ embryos.
However, an altered circadian control and hyperactivity in
the forced-swim test and open-field test were observed in
Impa™~ rescued mice. Berry et al.'® demonstrated in mice that
homozygous deletion of the sodium myo-inositol cotransporter-1
(SMIT), whose product is responsible for importing inositol into
cells, caused lethality of mice shortly after birth. Ohnishi et al.'®
screened an  ethyl-nitrosourea  mutant  library  for
Impal1~"~ mutations and found a Thr95Lys missense mutation,
which caused perinatal death of the mice and was also rescued
by inositol supplementation. Homozygotes exhibited hyper-
locomotive behavior and prolonged circadian periods.
Furthermore, E.18.5 embryos displayed skeletal developmental
defects. Andreassi et al.?® observed that Impal messenger RNA is
the most abundant transcript in rat sympathetic neuron axons
and that selective silencing of Impal induces axon degeneration.
These results highlight the importance of myo-inositol in the
early embryonic development and survival of mice, and suggest
that inositol deficiency, either by deficient synthesis, recycling or
transport, is detrimental for normal development. However, the
rescue of lethality in the Impa™~ mice by inositol supplementa-
tion indicates that increased diet supplementation can
compensate for the defect in myo-inositol recycling and
synthesis in the developing embryo. Interestingly, an important
feature in adult rats receiving lithium during development was
their hyperactivity, similar to Impa™~ mice.?

Up until now, only IMPAT and IMPA2 are known to encode
proteins with inositol monophosphatase activity in humans.
Nevertheless, IMPA2 was inhibited by lithium only at high
concentrations and has much lower activity towards inositol
monophosphate than does IMPA12> In mice, Impal and
Impa2 have a different pattern of expression in different tissues.
For example, expression in the brain is dominated by Impal. In
addition, the Impa2 knockout mouse has no recognizable
phenotype. In the search for potential compensatory mechanisms,
no evidence of overexpression of Impa2 was seen in
Impal™~ mice?

IMPAT1 has an essential role in maintaining neuronal polarity in
the mature nervous system as demonstrated by studies on the
Caenorhabditis elegans gene, ttx-7, its only gene to encode an
inositol monophosphatase.*?* Mutations in ttx-7 cause defects in
sensory behavior and localization of both pre- and post-synaptic
proteins in RIA neurons and pivotal interneurons. Both behavioral
and localization defects in ttx-7 mutants were rescued by either
expression of ttx-7 in adults, forced expression of human IMPase
proteins, or by inositol supplementation.>"?> As shown by
Tanizawa et al.,”> the synaptic localization defects in ttx-7 mutants
occurred exclusively in RIA neurons. In addition, this study showed
that inositol monophosphatase is involved in a specialized part of
cell phosphatidylinositol metabolism.

Thus, we can speculate that the inhibition of IMPAT in humans
may have an effect on a specific group of neurons and/or affect a
specific metabolic phosphatidylinositol pathway. The fact that we
were not able to observe reduced inositol peak in one patient
subjected to a brain magnetic resonance imaging spectroscopy
does not rule out the possibility of inositol depletion as a
mechanism of the ID. Various studies suggested the existence of
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several pools of inositol in the brain.®?° Lack of IMPA1 activity
causing inositol depletion would be more likely to occur in cells
with a highly active phosphatidylinositol cycle, leading to inositol
depletion and causing irreversible brain damage.®

Several ID genes are involved in neurotransmitter release by
exocytosis.”” It has been shown that phosphoinositides, which are
derived from combinational phosphorylation of phosphatidylino-
sitol, have important roles through the Ca?*-dependent mobiliza-
tion of secretory vesicles to the plasma membrane.?®? In neurons
and neuroendocrine cells, regulated secretion requires a calcium-
dependent fusion of transmitter-containing vesicles with the
plasma membrane. Furthermore, reduction of phosphatidylinosi-
tol 3,5-bisphosphate potentiates neuroexocytosis and leads to
neuronal degeneration, a mechanism that has been linked to
certain forms of Charcot-Marie-Tooth disease and amyotrophic
lateral sclerosis.*

In short, the strategy of combining field investigation in highly
inbred areas of Brazil, searching for of clusters of genetic disorders,
with a state-of-art molecular approach proved once again to be
successful. Using this approach, our group has recently identified,
in a neighboring community, MED25 as another gene associated
with autosomal recessive ID.'®

Now we report the identification of a novel homozygous
duplication of 5bp in IMPAT, in a large consanguineous family
with nine individuals with severe ID and disruptive behavior.
IMPAT1 encodes inositol monophosphatase 1, a key target for
lithium, the leading drug for treatment of bipolar disorder. This is
the first observation of a human disease involving inositol
recycling and its de novo synthesis pathway, enhancing our
comprehension of the pathophysiology of ID and psychiatric
disorders. The effect of inositol supplementation in individuals
with IMPA1 deficiency will be the subject of future studies.
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Supplementary Figure 1. Mutation in /IMPA1 cosegregated with the disease
in the family. Sanger sequencing electropherograms showing healthy
controls, heterozygotes and homozygotes individuals.
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Supplementary Figure 2. Magnetic resonance imaging and proton magnetic resonance spectroscopy analysis of patient (V-17) and a

healthy control. Head MRI, axial FLAIR image (A) discloses normal appearance of both cerebral hemispheres in patient (\VV-17). The red square
centered in the left basal ganglia region points to the location where MR spectroscopy was acquired. MR spectroscopy (B) using the single voxel
approach, the PRESS (Point-RESolved Spectroscopy) technique, and an echo time of 31 ms demonstrates a normal metabolic profile, including a
normal myo-inositol peak (ml, arrow), in patient (V-17). Legend: Cho = choline; Cr = creatine; NAA = N-acetyl aspartate; ppm = parts per

million. MR spectroscopy data from an age-matched normal subject, acquired with the same parameters, is shown in (C) for comparison.



Supplementary Table 1. Variants identified in linkage region.
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_ Genotype | EYAC V0.3 |UCSC dbSNP _
Chr | Pos (b37/hg19) Ref Alt GATk Score GATK Filter (1/1 = homozig; ot S Mutation
0/1 = heterozig)
8 66620359 G A 13309,01 PASS 1/1
8 67380528 T C 252771 PASS 1/1
8 67590460 C T 1435,77 PASS 1/1
8 67592152 T C 31831,02 PASS 1/1
8 68864728 G A 190372,77 PASS 1/1
8 69136871 T A 1340,77 PASS 1/1
8 69143589 A G 1343,77 PASS 1/1
8 69434195 T C 4212,71 PASS 1/1
8 69699756 G A 8299,79 PASS 1/1
8 70744812 G A 258,8 PASS 1/1
8 71486568 G C 4812,71 PASS 1/1
8 71550144 A G 1480,77 PASS 1/1
8 71593425 G A 268966,42 PASS 1/1
8 72184119 G T 9225,77 | VQSRTrancheSNP99.70t099.90 1/1
8 72932259 C T 63686,82 PASS 1/1
8 72942210 G T 2894p5,52 PASS 1/1
8 72946622 TA T 3891,64 PASS 0/1 X X intronic
8 72948588 C T 36831,74 PASS 1/1
8 72963109 G A 42940,53 PASS 1/1
8 73926236 T G 1226,77 PASS 1/1
2 73982161 A G 234,84 PASS 1/1
8 74169337 T C 1855,77 PASS 1/1
8 74527996 C T 28048,62 PASS 1/1
8 74581290 A AG 4988943 PASS 1/1
2 74888494 C T 108368,53 PASS 1/1
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_ Genotype | exacv0.3 |UCSC dbsNP _
Chr | Pos (b37/hg19) Ref Alt GATk Score GATE Filter (1/1 = homozig; MAE=0 149 <= 1% Mutation
0/1 = heterozig)
8 74893880 C T 219333,22 PASS 1/1
8 74894748 A G 108476,53 PASS 1/1
8 74917084 A G 107872,96 PASS 1/1
8 75262798 G C 816388,73 PASS 1/1
8 75277399 A G 724501,73 PASS 1/1
8 75614614 C A 1660,77 PASS 1/1
8 76468309 GT G 111,77 PASS 0/1 X
8 77745635 G A 3805,98 PASS 1/1
2 77765298 ACCT A 92,28 PASS 1/1 X X loss of one AA P inside a poly-P
8 77765398 A G 144777 PASS 1/1
8 77768390 T G 8733,27 PASS 1/1
8 77895865 A G 451474,73 PASS 1/1
8 79610710 A G 103170,99 PASS 1/1
8 80831393 TA T 31,77 PASS 0/1 X intronic
8 81083598 JAGCCCGAGT A 20228,05 PASS 1/1
8 82583246 G GAGCCC 187277 PASS 1/1 X X candidate
8 82590822 C G 306,78 PASS 1/1
8 82590861 G A 325,77 PASS 1/1
8 82607148 C T 1473,77 PASS 1/1
8 82626146 G A 2934,71 PASS 1/1
8 B2727569 T C 60301,11 PASS 1/1
8 Bb126827 C CAACATT | 181889,92 PASS 1/1

Supplementary Table 1. Variants identified in linkage region. Autozygosity mapping and parametric linkage analysis led to the identification of one linkage
region with the maximum LOD score of 3.11 on chr8: 65,561,378 - 86,338,908 (GRCh37/hg19).Given the target linkage region, 47 variants were identified in
this region. From these 47 variants, only 5 were not present in the Exome Aggregation database (v0.3) (It is identified with an "X" in column H).

Legend: Ref = reference; Alt = alteration.



Supplementary Table 2. Myo-inositol measurements in urine and plasma
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- L L S mol m
incivicuats| ST | Genotype | nsitol | YOOk | myonsitol | myonaitol- | SaME | gl
pmol/l creatinine
Apr 8, 2014 Oct 10, 2014 Apr 8, 2014

V-8 PLASMA | mut/mut 11.91 8.87

PLA AP 14.32 2.41 16.32 7.45 URI 7.2
V-17 PLASMA | mut/mut 13.17 10.16

PLA AP 20.67 7.5 16.7 6.54 URI 3.1
V-15 PLASMA | mut/mut 10.21 8.68

PLA AP 13.52 3.31 12.03 3.35 URI 3
\-27 PLASMA | mut/mut 15.57 17.2

PLA AP 21.98 6.41 27.7 10.5 URI 3.6
\/-24 PLASMA | mut/mut 13.23 14.6

PLA AP 16.96 3.73 22.37 7.77 X X
\/-26 PLASMA | mut/mut 12.76 13.79

PLA AP 21.43 8.67 21.07 7.28 X X
V-34 PLASMA | mut/mut X 9.39

PLA AP X X 15.77 6.38 X X
\/-28 PLASMA | mut/mut 10.57 11.9

PLA_AP 18.64 8.07 18.23 6.33 X X
VI-9 PLASMA | wt/mut X 9.67

PLA_AP X X 15.72 6.05 URI 6.9
V-30 PLASMA | wt/mut X 13.32

PLA_AP X X 21.59 8.27 X X
IV-16 PLASMA | wt/mut X 12.36

PLA_AP X X 20.49 8.13 X X
IV-15 PLASMA | wt/mut X 11.45

PLA_AP X X 16.83 5.38 X X
VI-1 PLASMA | wt/mut 10.6 X

PLA_AP 18.76 8.16 X X URI 4.1
IV-14 PLASMA | wt/mut X 17.73

PLA AP X X 24.92 7.19 X X
VI1-6 PLASMA | wt/mut X 13.04

PLA AP X X 23.42 10.38 X X
V-19 PLASMA | wt/mut 17.64 16.27

PLA AP 30.82 13.18 23.22 6.95 URI 4.7
V-13 PLASMA | wt/mut 13.66 12.68

PLA AP 22.23 8.57 21.1 8.42 URI 1.9
V-18 PLASMA | wt/wt X 10.57

PLA AP X X 17.55 6.98 X X
V-31 PLASMA | wt/wt X 13.33

PLA AP X X 20.35 7.02 X X
V-29 PLASMA | wt/wt X 12.1
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PLA_AP X X 20.84 8.74 X X
V-11 PLASMA | wt/wt 111 9.11

PLA_AP 19.84 8.74 17.41 8.3 URI 10.1
V-6 PLASMA | wt/wit 13.2 11.27

PLA_AP 21.56 8.36 18.96 7.69 URI 114

Supplementary Table 2. Myo-inositol measurements in urine and plasma from
family members. Healthy controls (V-18,V-31, V-29, V-11 and IV-6); Heterozygotes
(VI-9,V-30, IV-16, IV-15, VI-1, IV-14, VI-6, V-19 and V-13); and Homozygotes
individuals (IV-8, V-17, V-15, V-27, V-24, V-26, VV-34 and V-28). We performed two
measurements in blood plasma using different samples (Dates: Apr 8, 2014; and Oct 10,
2014). Legend: PLA_AP =

unmeasured.

plasma incubated with alkaline phosphatase; X
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7. RESULTADO COMPLEMENTAR

7.1. DIAGNOSTICO COM ENZIMA DE RESTRIC}AO DA DEFICIENCIA
INTELECTUAL ASSOCIADA AO GENE IMPA1

Pequenas inserc¢des e delecbes podem ser detectadas com base em diferencas no
comprimento de fragmentos de DNA produzidos pela clivagem com enzimas de
restricdo, que cortam o DNA em sequéncias especificas reconhecidas por essas enzimas,
0 que torna possivel a diferenciacdo entre alelos normais e mutantes (STRACHAN e
READ, 2002). A mutacdo c.489 483dupGGGCT no gene IMPAL criou um sitio de
restricdo para a enzima BseYI, de acordo com o esquema abaixo:

5’ GGGCTGGGCT 3’
3’ cccGACClcea 57

U

Peso Molecular Normal Heterozigoto Afetado

200pb | o
— 193 [ | 193

100 pb

Figura 11. Esquema demonstrando o sitio de restricdo da enzima BseY| e o padrédo

de bandas gerado a partir da digestdo enzimatica.

A digestdo de DNA por enzimas de restricdo € um processo simples. Basta
colocar o DNA em contato com a enzima a uma temperatura ideal (geralmente 37°C) e
a enzima inicia o processo de digestdo imediatamente, cortando o DNA em padrdes
especificos. O resultado foi revelado a partir da eletroforese em gel poliacrilamida
(figura 12).
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AA Aa aa M

‘ I L~ 200pb

L~ 100pb

Figura 12. Gel em poliacrilamida com padrdo de bandas geradas pela digestédo
enzimatica com a endonuclease BseYl. Homozigoto normal (AA); heterozigoto (Aa);
afetado (aa); marcador de peso molecular de 100 pb (M).

O individuo normal (AA) apresentou uma unica banda com peso molecular de
193 pb; o individuo heterozigoto (Aa) apresentou trés bandas com o0s seguintes pesos
moleculares: uma banda mais forte com 193 pb, uma segunda banda com 122/118 pb e
uma terceira banda com 80/76 pb; ja o individuo afetado com a deficiéncia intelectual
autossdmica recessiva associada ao gene IMPAL apresentou o padrdo de duas bandas,
uma com 122/118 pb e outra com 80/76 pb. Portanto, a partir do resultado obtido,
conseguimos realizar o diagndstico dos afetados de forma mais simples, rapida e
econdmica, ndo sendo necessario o uso de sequenciamento de DNA. Além disso,
permite identificar, com facilidade, heterozigotos em amostras de jovens em inicio da

idade reprodutiva definindo as popula¢bes em risco de gerar individuos afetados.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Apos a identificacdo das mutagdes nos genes MED25 e IMPAL nas duas familias
estudadas neste trabalho, triamos outros 18 individuos com DI de outras familias
consanguineas que residiam na regido prospectada para verificar se tinham as mesmas
mutacdes identificadas. Entretanto, nenhum dos pacientes possuia as mutagdes em um
dos dois genes estudados. Logo, podemos dizer que, provavelmente, outros genes ainda
nao associados a DI podem ser identificados nessas populagdes.

A parceria entre pesquisadores e 0s gestores municipais foi importante e serve
para orientar politicas publicas e definir a necessidade de oferta de servicos
especializados de saude. Varios especialistas recomendam fortemente o investimento
em estudos epidemioldgicos para determinagdo da prevaléncia de doencas genéticas e
demandas por servigos especificos. No Brasil, embora tenha sido regulamentada a
Politica Nacional de Atencéo Integral em Genética Clinica no SUS por meio da portaria
n® 81 de 20 de janeiro de 2009, os poucos servicos de Genética Médica estdo
concentrados nos estados do Sudeste e séo oferecidos principalmente por pesquisadores
em centros de referéncia universitarios. Com o investimento na area da Genética
Médica, os gestores municipais podem reduzir custos com despesas desnecessarias,
caso seus pacientes tenham acesso ao diagnostico clinico-geneético e orientacfes sobre
prognostico, tratamento e prevencao.

Como perspectiva futura, pretendemos:

1. Ampliar nossa parceria com outros municipios para investigar outros casos de DIAR,
com o intuito de oferecer diagnostico e aconselnamento genético.

2. Organizar um ensaio clinico de suplementacdo oral de mio-inositol, uma substancia
de baixo custo e de ampla disponibilidade, para avaliar se ha beneficio no
comportamento e no desempenho cognitivo em individuos com mutacdo em IMPAL.
Esse estudo devera procurar financiamento a fim de ser adequadamente conduzido.

3. Ampliar a investigacdo da variante ¢.489 493dupGGGCT em IMPAL na populacéo
com DI na regido em que foram detectados pacientes com essa variante em homozigose.
Para isso, sera utilizada a técnica de amplificacdo da regido mutada por reacdo em
cadeia de polimerase e digestdo com enzima de restricdo, ja padronizada neste trabalho.

4. Investigar, em neurdnios gerados a partir de células iPS (do inglés, induced

pluripotent stem cells) de pacientes com deficiéncia de IMPAL, o funcionamento do
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ciclo do inositol, a fim de estabelecer o mecanismo de acéo responsavel pelo fenétipo
clinico dessa doenga.
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