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RESUMO

Sanchez-Luquez, Karen Yumaira. Aspectos genéticos e fisioldgicos envolvendo estresse
cronico relacionados a deficiéncia intelectual e habilidades cognitivas de criangas e
adolescentes da coorte de nascimentos de Pelotas de 2004. Tese (Doutorado em Epidemiologia)
— Programa de Pos-Graduagdo em Epidemiologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2023.

Habilidades cognitivas na infancia sdo um importante preditor de saude, performance educacional
e renda na vida adulta. Aproximadamente 1% a 3% das criangas, no mundo todo, apresentam algum
tipo de deficiéncia intelectual, o que configura um importante problema de saude publica. Sabe-se
que problemas neuroldgicos, como a deficiéncia intelectual (DI), podem ser causados por fatores
ambientais e/ou genéticos. Adicionalmente, criangcas com comprometimento neuroldgico
apresentam alteragdes endocrinas, como no eixo neuroenddcrino hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA), cujo principal efeito é a producao de cortisol. Esta tese se propds ajudar a elucidar fatores
genéticos e fisiologicos associados a DI e a inteligéncia geral por meio de revisdo sistematica da
literatura e meta-analise assim como de analises originais em individuos participantes da coorte de
Nascimentos de Pelotas de 2004 (N=4.231). A DI na infancia caracteriza-se por deficiéncia em
habilidades mentais gerais associadas a um quociente de inteligéncia (Ql) inferior a 2 desvios-
padrao da média populacional e limitagdes adaptativas em varios dominios. A DI € uma condi¢ao
de etiologia e apresentacao clinica heterogéneas. Na atualidade, para o diagndstico etiolégico da
DI é sugerido avaliar a presenca de variantes genéticas causais do transtorno via sequenciamento
de exoma completo ou WES (do inglés - Whole Exome Sequencing). Porém, a maioria dos casos
de DI inespecifica continua sem diagndstico etioldgico. Nesta tese, investigamos a taxa de
diagnéstico molecular da DI por meio do WES, empregando meta-analise em artigos publicados até
2022. Como resultados, revelamos que o teste WES é responsavel por uma taxa de diagnéstico
geral de 42% dos casos de DIl e que esta taxa é ainda maior quando se incluem amostras de ambos
0s pais na analise. Além disso, identificamos conjuntos de genes que podem ser considerados como
uma proposta de caminhos etiolégicos da DI a serem explorados. Com foco maior nas habilidades
cognitivas, em um artigo original da tese, objetivamos identificar fatores associados a inteligéncia
(QI) no periodo do desenvolvimento infantil na coorte de nascimentos de Pelotas de 2004. Sabe-se
que a inteligéncia € uma caracteristica multifatorial que resulta de uma complexa relagéo entre
fatores genéticos e ambientais ao longo do ciclo vital. Assim, buscamos testar a associagdo de um
escore poligénico para o Ql e estimulagao precoce da crianga (ECS), bem como a interagdo entre
eles para modificar o Ql aos 6 anos. Ambos os fatores foram associados independentemente ao Ql,
nao tendo sido observada modificagdo de efeito. Por fim, no ultimo artigo original da tese, testamos
a associacao entre DI, e concentragao de cortisol capilar, obtido aos 15 anos, na mesma coorte.
Nossos resultados sugerem que individuos com DI possam ter maior concentragdo de cortisol
capilar, principalmente casos caracterizados como idiopaticos, apresentam maior concentracéo de
cortisol capilar quando comparado com criangas neurotipicas. Assim, é possivel que individuos com
DI possam ter problemas no eixo HPA ou resposta ao estresse na adolescéncia. Esta tese contribui
para elucidar fatores genéticos envolvidos na DI, assim como na inteligéncia geral, e abre novas
possibilidades de fatores etiolégicos da DI a serem explorados.

Palavras chaves: interacdo gene-ambiente; estimulagdo cognitiva e interacdo social; escores
poligénicos; rendimento diagndstico na DI; fendtipo reverso na DI; cortisol capilar, quociente de
inteligéncia, deficiéncia intelectual, eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA).



ABSTRACT

Sanchez-Luquez, Karen Yumaira. Genetic and physiological aspects involving chronic stress
related to Intellectual Disability and cognitive abilities of children and adolescents from the
2004 Pelotas Birth Cohort. Thesis (Doctorate in Epidemiology) - Graduate Program in
Epidemiology, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2023.

Cognitive ability in childhood is an important predictor of health, educational performance, and
income in adulthood. Approximately 1% to 3% of children worldwide have some form of intellectual
disability, which is a major public health problem. Neurological problems such as intellectual disability
(ID) are known to be caused by environmental and/or genetic factors. In addition, children with
neurological impairment have endocrine alterations, such as in the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) neuroendocrine axis, the main effect of which is the production of cortisol. The aim of this
thesis was to contribute to the elucidation of genetic and physiological factors associated with ID and
general intelligence through a systematic literature review and meta-analysis, as well as original
analyses in individuals participating in the 2004 Pelotas Birth Cohort (N=4,231). ID in childhood is
characterized by a deficiency in general mental ability, associated with an intelligence quotient (I1Q)
less than 2 standard deviations from the population mean, and adaptive limitations in various
domains. ID is a condition of heterogeneous etiology and clinical presentation. Currently, for the
etiologic diagnosis of ID, it is proposed to evaluate the presence of genetic variants causing the
disorder by whole exome sequencing (WES). The aim of this thesis was to contribute to the
elucidation of genetic and physiological factors associated with ID and general intelligence through
a systematic literature review and meta-analysis, as well as original analyses in individuals
participating in the 2004 Pelotas Birth Cohort (N=4,231). ID in childhood is characterized by a
deficiency in general mental ability, associated with an intelligence quotient (IQ) less than 2 standard
deviations from the population mean, and adaptive limitations in various domains. ID is a condition
of heterogeneous etiology and clinical presentation. Currently, for the etiologic diagnosis of ID, it is
proposed to evaluate the presence of genetic variants causing the disorder by whole exome
sequencing (WES). However, most cases of non-specific ID remain undiagnosed. In this thesis, we
investigated the rate of molecular diagnosis of ID by WES using a meta-analysis of articles published
up to 2022. The results show that the WES test is responsible for an overall diagnostic rate of 42%
of ID cases, and that this rate is even higher when samples from both parents are included in the
analysis. In addition, we identified sets of genes that could be considered as proposed etiologic
pathways of ID to be explored. With a greater focus on cognitive abilities, in an original article in the
thesis, we aimed to identify factors associated with intelligence (IQ) in the period of child
development in the 2004 Pelotas birth cohort. It is known that intelligence is a multifactorial trait that
results from a complex relationship between genetic and environmental factors throughout the life
cycle. Therefore, we sought to test the association of a polygenic score for IQ and early child
stimulation (ECS), as well as the interaction between them, to modify IQ at 6 years of age. Both
factors were independently associated with IQ and no effect modification was observed. Finally, in
the last original article of the thesis, we tested the association between ID and hair cortisol
concentration, obtained at the age of 15, in the same cohort. Our results suggest that individuals
with DI have higher concentrations of capillary cortisol, mainly cases characterized as idiopathic,
have a higher concentration of capillary cortisol compared to neurotypical children. Thus, it is
possible that individuals with ID may have problems with the HPA axis or the stress response in
adolescence. This work contributes to the elucidation of genetic factors involved in ID, as well as
general intelligence, and opens up new ways of exploring etiological factors in ID.

Key words: gene-environment interaction; cognitive stimulation and social interaction; polygenic
scores; diagnostic yield in ID; reverse phenotype in ID; hair cortisol, intelligence quotient, intellectual
disability, hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis.
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APRESENTAGAO

Esta tese de doutorado foi elaborada pela aluna Karen Sanchez, sob orientagdo da Profa.
Dra. Luciana Tovo Rodrigues e coorientada pela Profa Dra. Simone de Menezes Karam,
seguindo as normas regimentais adotadas pelo Programa de Pds-graduagdo em
Epidemiologia da Universidade Federal de Pelotas. Inicialmente é apresentado o projeto de
tese, o qual foi defendido em dezembro de 2020, e que se encontra em conformidade com
as sugestdes propostas pela banca examinadora naquele momento. Logo apds, sao
apresentadas modificagdes no projeto juntamente com os motivos pelos quais elas foram
realizadas. Em seguida, apresenta-se o relatério do acompanhamento dos 15 anos da
Coorte de Nascimentos de 2004, realizado em 2020, sobre o qual a autora realizou seu
trabalho de campo, obrigatorio para o curso de Doutorado do Programa de Pds-graduagéao
em Epidemiologia. A seguir, sdo apresentados os trés artigos que compdem a tese de
doutorado, no formato requerido pelas revistas as quais foram ou serdo submetidos. O
primeiro artigo, composto de revisdo sistematica e meta-analise, intitula-se “The
contribution of whole-exome sequencing to intellectual disability diagnosis and knowledge
of underlying molecular mechanisms: A systematic review and meta-analysis.”, e foi
publicado na revista “Mutation Research - Reviews in Mutation Research”, em julho de
2022. Os demais sao artigos originais que empregam dados da coorte de nascimentos de
Pelotas de 2004. O segundo artigo da tese, “Evaluation of genomic factors and early
childhood stimulation on intelligence in children from a Brazilian birth cohort: the primary
role of independent factors”, foi submetido a revista “Progress In Neuro-
Psychopharmacology & Biological Psychiatry”, em julho de 2023. O terceiro artigo, cujo
titulo é “Association between intellectual disability and hair cortisol concentration in
adolescents from a Brazilian population-based birth cohort.”, encontra-se formatado
conforme as normas da revista “Psychoneuroendocrinology”. Ao final do volume, esta

disponivel uma nota a imprensa para divulgagao da pesquisa a populagdo em geral.
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Resumo

Aproximadamente 1% a 3% das criangas, no mundo todo, apresentam algum tipo de deficiéncia
intelectual. A deficiéncia intelectual (DI) € uma condicdo definida por deficiéncias no inicio da
infancia e por habilidades mentais gerais associadas a um quociente de inteligéncia inferior a 70
pontos, assim como também por limitacdes em varios dominios do comportamento adaptativo.
Estudos populacionais que se utilizam de metodologias modernas na investigacdo de aspetos
etiologicos e fatores associados a DI ainda sdo pouco comuns. Sabe-se que a DI pode ser causada
por fatores ambientais e/ou genéticos. O presente projeto se propde ajudar a elucidar os
mecanismos biolégicos envolvidos na DI por meio de uma abordagem genética e fisiolégica em
adolescentes pertencentes a uma coorte de nascimentos.

Esta tese contemplara um estudo de revisdo sistematica sobre as estratégias e abordagens de
pesquisa para identificar genes/variantes causais no desenvolvimento da DI via uso do
sequenciamento de exoma completo (WES). Um segundo estudo visa avaliar treze casos de DI
idiopatica e seus pais bioldgicos, pertencentes a Coorte de Nascimentos de Pelotas de 2004, para
identificar variantes genéticas de novo via WES-trio, que possam contribuir para o desenvolvimento
da DI. Por fim, pretende-se avaliar a associagdo entre fatores fisiolégicos (como o estresse
emocional cronico, especificamente os niveis capilares de cortisol) e habilidades cognitivas entre

adolescentes da coorte de 2004 com e sem DI.
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DEFINIGAO DE SIGLAS E ABREBIATURAS

Siglas Abreviaturas
DI

WES

DNDs

DSM-V

HPA
Ql
WISCHII

WPPSI

TEA

TDAH

CNVs

XL

FISH

MLPA

QF-PCR

CMA

Definicao
Deficiéncia Intelectual

Sequenciamento de exoma completo (do inglés

- Whole Exome Sequencing)
Disturbios do Neuro Desenvolvimento

Manual Diagnostico e  Estatistico de

Transtornos Mentais, 5a edigao
Hipotalamo-pituitaria-adrenal
Quociente de inteligéncia

do inglés - Wechsler Intelligence Scale for
Children-III

do inglés - Wechsler Preschool and Primary

Scale of Intelligence
Transtorno do espectro do autista

Transtorno do déficit de atencdo e

hiperatividade

Variantes do numero de copias (do inglés -

Copy Number Variation)
Ligado ao cromossomo sexual X

Hibridizacdo fluorescente in situ (do inglés -

Flurorescent in situ Hybridization)

Amplificagdo multiplex de sondas dependente
de ligagédo (do inglés - Multiplex Ligation-
Dependant Probe Amplification)

da

quantitativa

Reacdo em cadeia polimerase de

(do

Quantitative Fluorescence Polymerase Chain

fluorescéncia inglés -

Reaction)

Microarranjos cromossomicos (do inglés -

Chromosomal Microarrays)
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Siglas Abreviaturas

WGS

TGP

SNPs

SNVs

SVs

FXS

DNMs

ACTH

CRH

AVP
GATK

CNV

OR

SIB

Definigao
Sequenciamento de genoma inteiro (do inglés -

Whole Genome Sequencing)

Painéis genéticos direcionados (do inglés -

targeted gene panels)

Polimorfismos de nucleotideo unico (do inglés -

single nucleotide polymorphism)

Variantes de nucleotideo Unico (do inglés -

Single nucleotide variants)

Variantes estruturais (do inglés - Structural

variants)

Sindrome do X fragil (do inglés - Fragile X

syndrome)

de novo mutations (do inglés - Damaging de

novo mutations)

Hormonio adrenocorticotréfico (do inglés -

Adrenocorticotropic hormone)

horménio liberador de corticotropina (do inglés

- Corticotropin-releasing hormone)
Vasopressina (do inglés - arginine vasopressin)
do inglés - Genome Analysis Toolkit

Variagdo em numero de coépias (do inglés -

Copy number variation)
do inglés - Odds Ratio

Comportamento autolesivo crénico (do inglés -

Chronic self-injurious behavior)
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GLOSSARIO

Alelo: Formas alternativas de um gene, diferindo em sequéncia ou fungéo.

Aneuploidia: Mudanga do numero normal de cromossomos por aumento (trissomia,
tetrassomia etc) ou por diminuigdo (monossomia ou nulissomia).

Carga genética: O conjunto total de alelos deletérios em um gendtipo individual.
Cariétipo: O padréao observado de cromossomos nas células de um individuo.
Célula Germinativas: Células que dao origem aos gametas.

Consanguineos: Descendentes de um ancestral comum. ldentifica pessoas com
parentesco entre elas.

Cromossomo: Estrutura composta por uma molécula de DNA muito longa e proteinas
associadas, contendo a informacgao genética de um organismo.

Cromossomos autossomicos: nos seres humanos, os cromossomos de 1 a 22, excluidos
0s cromossomos lisossdmicos ou sexuais X e Y.

Cromossomos sexuais: Cromossomo que tem um papel na determinacéo do sexo.
Delecao genética: Perda de uma sequéncia de DNA.

Disturbio cromossdmico: Uma condicdo clinica causada por uma constituicio
cromossOmica anormal na qual ha uma duplicagdo, uma perda ou um rearranjo de material
cromossOmico ou um numero diferente do esperado para a espécie.

Distarbio Genético: Um defeito total ou parcialmente causado por genes.

DNA (Acido desoxirribonucléico): material genético portador de informagdo que
compreende o0s genes. Macromolécula composta de uma cadeia de
desoxirribonucleotideos, unidos por ligacdes fosfodiéster. Cada desoxirribonucleotideo
contém um grupo fosfato, o agucar de 5 carbonos 2-desoxirribose, € uma base contendo
nitrogénio.

Erro inato do metabolismo: Um disturbio bioquimico geneticamente determinado, no qual
um defeito enzimatico especifico produz um bloqueio metabodlico que pode ter
consequéncias fenotipicas.

Exon: Qualquer trecho ndo-intron da sequéncia codificante de um gene. Ao conjunto de
cerca de 170 mil éxons do genoma humano se da o nome de exoma.

Fenétipo: As manifestagdes externas, detectaveis, que sdo determinadas por um genotipo
especifico e sua interagdo com o ambiente.

Fisiopatologia: Um defeito em um processo fisioldgico devido a uma mutagao genética.
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Gene: A unidade fundamental fisica e funcional da hereditariedade, que leva informagao de
uma geragao para a seguinte; um segmento de DNA composto de uma regiao transcrita e
uma sequéncia regulatoria que possibilita a transcrigao.

Genoma: A informacéo genética total que pertence a uma célula ou a um organismo; em
particular, a informagao codificada e mantida no DNA.

Genoétipo: A constituicdo genética de uma célula individual ou de um organismo.
Combinacgao particular de alelos observada em um individuo especifico.

Heranga complexa: Um padrao de heranca que n&o € mendeliana. Uma caracteristica com
heranga complexa em geral resulta de alelos em multiplos loci interagindo entre si e com
fatores ambientais.

Heterozigotos: s&o individuos que possuem dois alelos diferentes em um locus especifico
em um par de cromossomos homoélogos (oposto de homozigoto).

Homozigoto: Organismo diploide com dois alelos idénticos de um gene especifico (oposto
de heterozigoto).

Idiopatico: Termo usado na medicina para descrever uma doencga ou condi¢do para a qual
nenhuma causa conhecida pode ser identificada.

intron: Sequéncias intercalares de bases de DNA dentro de genes eucariéticos e que nao
sdo representadas no RNA final transcrito porque foram removidas do transcrito primario
do RNA.

Loco ou locus (plural: loci): O local especifico de um cromossomo onde esta situado um
gene.

Micro-arranjo: Uma matriz que consiste em muitos pontos, cada um consistindo em uma
sequéncia de gene que pode ser usada para hibridizar com uma sonda especifica ou com
o RNA marcado de um individuo.

Mutacdo: Uma mudanca no DNA em um determinado locus em um organismo: 1.
cromossOmica: qualquer tipo de mudanga na estrutura ou numero de cromossomos. 2. de
ponto: uma pequena lesdo, geralmente a insergdo ou dele¢gdo de um unico par de bases,
também, chamada de SNP pelas siglas em inglés. 3. sentido Trocado: uma mutagao que
muda um codon especifico para um aminoacido codificar outro aminoacido. 4. sem sentido:
substituicdo de um par de nucleotideos dentro de uma regido codificante de proteina que
muda um codon para um aminodacido por um cédon de término.

Nao sindrémico: Um unico transtorno sintomatico, envolvendo apenas um tipo de tecido.
Poligénico: Quando uma doenga € causada pelo efeito de varios genes.

Polimorfismo: Um gene é considerado polimérfico se mais de um alelo ocupar o locus
desse gene em uma populacdo. Além de ter mais de um alelo em um /ocus especifico, cada

alelo também deve aparecer na populacdo a uma taxa de em menos 1% para ser,
geralmente, considerado polimérfico.
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Probando: E o caso indice, 0 membro afetado da familia por meio do qual a familia é
avaliada.

Reacao em cadeia da polimerase (PCR): Um método in vitro para amplificar um segmento
especifico de DNA que usa dois primers que se hibridizam com pontas opostas do
segmento em polaridade oposta e, durante ciclos sucessivos, iniciam a replicagao
exponencial apenas desse segmento.

Sequéncia flanqueadora: Aregido de um gene que precede ou sucede a regido transcrita.
Trago autossémico: quando um carater fenotipico € controlado por um gene que esta
presente em autossomos (cromossomo 1 a 22).

Traco dominante: quando uma caracteristica fenotipica se expressa em um individuo
mesmo em heterozigose para um alelo especifico.

Trago ligado ao X: quando um carater fenotipico é controlado por um gene que esta
presente no cromossomo X.

Trago Monogénico: quando uma doenga é causada por defeito num unico gene de grande
efeito.

Trago recessivo: quando uma caracteristica fenotipica se expressa em um individuo que
€ homozigoto para um alelo especifico.

Transtornos sindromicos: uma condicdo multis sintomatica, afetando diferentes tecidos
do corpo. por exemplo.
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1 INTRODUGAO

Os Disturbios do Neurodesenvolvimento (DNDs) afetam mais de 3% das criangas no
mundo todo (Shashi et al., 2014) e sao caracterizados por disfungéo cerebral que resulta
no comprometimento de um ou mais dominios, incluindo habilidades motoras, aprendizado,
cognicao, fala e linguagem e desenvolvimento pessoal ou social (Papenhausen et al. 2011).
Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 5a edicao (DSM-5), a
deficiéncia intelectual (DI) € um dos DNDs mais graves (American Psychiatric Association
2013). A DI afeta 1 a 3% da populagdo em geral (Maulik et al. 2011). No Brasil, o ultimo
Censo Demografico registrou 2,6 milhdes de habitantes referidos com deficiéncia intelectual
(o que corresponde a 1,4% da populagéo) (IBGE, 2010). DI € uma condigdo com
importancia médica, educacional e social (Jacobson et al. 2007). A necessidade de
iniciativas para prevenir deficiéncias, incluindo DI, é acentuada em paises menos
desenvolvidos. No entanto, a prevencao eficaz requer melhores informagdes sobre os
fatores e causas de risco (Durkin et al. 2000). A maioria das evidéncias sobre a prevaléncia
e a etiologia da DI vem de paises de alta renda (Baird e Sadovnick 1985, Arvio e Sillanpaa
2003). Os custos diretos e indiretos da DI sdo estimados em US $ 52 bilhdes por ano nos
EUA (Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 2004).

A DI pode ser causada por fatores ambientais e/ou genéticos. Acredita-se que os
fatores genéticos contribuam com até 50% dos casos de DI, principalmente nas condi¢des
graves de quociente intelectual (Ql) < 50 pontos (Moeschler et al. 2006). A apresentagao
clinica e a etiologia da DI sdo altamente heterogéneas (Elmas et al. 2019), fazendo com
que as abordagens moleculares utilizadas até agora na rotina sejam pouco eficientes no
diagndstico e, consequentemente, no aconselhamento genético. O teste genético clinico
padrao para DI inclui cariétipo, micro arranjo, exame molecular para X fragil, gene unico,
painel genético e / ou teste de DNA mitocondrial (Sun et al., 2015). Os dois primeiros testes
examinam o genoma inteiro de um individuo com baixa resolugao, enquanto os ultimos
oferecem maior resolugdo, mas em uma pequena fragdo do genoma de uma pessoa
(Bowling et al., 2017). Contudo, a maioria dos casos de DI inespecifica continua sem
diagnostico etioldgico. Métodos modernos disponiveis na area da genética molecular
permitem leituras com alto desempenho, geram dados massivos do genoma humano e

apresentam um rendimento diagnodstico superior. Neste sentido, o sequenciamento do
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exoma completo (WES) tem sido reconhecido como uma ferramenta potencialmente util
para o diagndstico e possivel elucidagao das causas genéticas da DI. Na literatura o WES
apresenta um rendimento diagndstico entre 18,5% e 83%. Portanto, o principal objetivo
deste estudo € a caracterizagdo do uso dessas metodologias em estudos clinicos,
sobretudo a partir de uma abordagem epidemioldgica (num contexto populacional), o que
€ pouco comum, intengdo que torna este trabalho vigente e de importancia, tanto a nivel

individual, quanto coletivo.

Numa perspectiva mais fisiolégica, estudar fatores associados a condi¢ao da DI resulta util
na atualidade, porque permite esclarecer sua fisiopatologia assim como o manejo clinico e
epidemioldgico destes individuos. Considerando que existem evidéncias de que niveis
cronicamente elevados de cortisol, como marcador da atividade do eixo Hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), sdo um fator comum no inicio/manutencao da psicopatologia e
diminuicdo do funcionamento cognitivo (Alvarado 2017), pretendemos avaliar possiveis
associacoes entre niveis de cortisol relacionadas ao estresse cronico em adolescentes com
DI (e sem DI como grupo de comparacgao). Aumentar nossa compreensao das maneiras
pelas quais a sobrevivéncia, o crescimento e a aprendizagem estao inter-relacionados é
essencial para compreender o papel central do cérebro na interpretagao e na regulagéo das
respostas neuroenddcrinas a eventos estressantes, ja que muito pouco se sabe sobre a

atividade do eixo HPA em pessoas com DI.
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2 MARCO TEORICO (REVISAO NAO SISTEMATICA DA LITERATURA)

O marco tedrico deste projeto tem como objetivo, primeiramente, fazer uma revisédo
ndo sistematica da literatura e apresentar um panorama do conhecimento atual de DI e
seus aspectos genéticos, assim como dos aspectos fisiologicos do estresse (focado
especialmente na relagdo do cortisol). Logo apds, duas revisdes sistematicas da literatura
sdo apresentadas: a primeira tem como objetivo levantar o conhecimento atual sobre o
emprego da técnica do WES para identificar genes/variantes causais da DI (ltem 3.1) e a
segunda apresenta os resultados da busca sistematica, explorando a relacao entre niveis
de cortisol e DI (Item 3.2).

2.1 Medidas de Inteligéncia e Ql

A inteligéncia pode ser definida como a capacidade de um individuo para raciocinio
l6gico, compreensdo, autoconsciéncia, aprendizagem, conhecimento emocional,
planejamento, criatividade e resolucdo de problemas (Hagmann-von Arx et al. 2018).
Apesar de muitas controvérsias, existem diversas maneiras de medir a inteligéncia
(Moeschler et al. 2006, Braaten e Norman 2006). Uma delas é através de um teste
padronizado com uma pontuacao de quociente de inteligéncia (QI) resultante. A pontuacao
de QI representa um construto de “inteligéncia” que inclui uma combinagao de habilidades
de processamento verbal e ndo verbal, como vocabulario, informacdes sobre o mundo,
raciocinio, memoaria de curto prazo e velocidade de processamento de informacdes. Essas
habilidades, juntas, sédo representadas pela pontuacéo de QI (Braaten e Norman 2006).
Geralmente, uma pontuacdo no teste de QI abaixo de 70 indica déficits no funcionamento

intelectual (Kvarnung e Nordgren 2017).

Desde que foi criado, em 1905, por Alfred Binet (Flynn 2013), o teste de QI é
considerado o mais estudado, confiavel e util dentre os testes disponiveis para medir
habilidades cognitivas especificas (WHO 1998, Braaten e Norman 2006, Moeschler e
Shevell 2014). Existem vérias escalas psicométricas para avaliar a inteligéncia, para adultos
e para criangas, mas os dois instrumentos mais frequentemente usados sdo as escalas de
Wechsler e Stanford-Binet (American Association on Mental Retardation 2006). O WISC-IlI
(Escala de Inteligéncia Wechsler para Criangas-lll, do inglés - Wechsler Intelligence Scale

for Children-Ill -) € a escala mais usada para avaliar a inteligéncia de criancas e
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adolescentes numa faixa etaria entre 6 e 17 anos. Ela fornece escores nas escalas verbal,
de execucao, e escore na escala total, além de incluir muitos tipos de tarefas, oportunizando
a observacao das dificuldades da crianca e de suas habilidades. A Escala de Inteligéncia
Pré-escolar e Priméria Wechsler, o terceira Ed., WPPSI-III (do inglés - Wechsler Preschool
and Primary Scale of Intelligence) (Wechsler 2003) é usada para avaliar o desenvolvimento
neuropsicolégico no periodo escolar inicial das criangas, fornece subtestes e pontuacdes
compostas que representam o funcionamento intelectual verbal e de desempenho dos
dominios cognitivos, além de fornecer uma pontuacdo composta que representa a

habilidade intelectual geral da crianca.

2.2 Conceito de DI

De acordo com o DSM-V, a DI caracteriza-se por déficits em capacidades mentais
genéricas, como raciocinio, solugao de problemas, planejamento, pensamento abstrato,
juizo, aprendizagem académica e aprendizagem pela experiéncia (figura 1). Os déficits
resultam em prejuizos no funcionamento adaptativo, de modo que o individuo né&o
consegue atingir padrbes de independéncia pessoal e responsabilidade social em um ou
mais aspectos da vida diaria, incluindo comunicagao, participagao social, funcionamento
académico ou profissional e independéncia pessoal em casa ou na comunidade. De acordo
com o QI, considera-se DI um escore aproximadamente de dois desvio-padrdo ou mais
abaixo da média da populagao, o que € equivalente a um escore de QI em torno de 70 ou

menos (American Psychiatric Association 2013).

A DI é uma condi¢cdo com implicacBes importantes em salude, educacdo e economia
para todas as nacfes (Tassé et al. 2013). A prevaléncia de DI é altamente variavel,
dependendo do pais estudado, da idade dos sujeitos e do método de determinacdo
(Kaufman et al. 2010). Milhdes de pessoas em todo o mundo tém DI e a prevaléncia é
calculada entre 1 e 3% nos paises desenvolvidos (Petterson et al. 2007). No Brasil, um
unico estudo de base populacional relatado na literatura, foi realizado na Coorte de
Nascimento de Pelotas 2004, foco deste projeto, o qual encontrou uma prevaléncia de 4,5%
de DI nesta populagédo (Karam et al. 2015), sendo a etiologia genética a segunda mais

frequente na referida populacao (Karam et al. 2016).
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Intelectuais comunicagao T aprendizagem motores neurodesen-
volvimento
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Deficiéncia Transtorno da Prejuizo na desenvolvime-
intelectual linguagem leitura toda
coordenagao
Atraso global i Transtorno do
do desenvol- Transft;;"c’ da Pr‘:’:c'figa"a movimento
vimento estereotipado
Transtorno da
fluéncia com Prejuizo na Transtornos de
inicio na matematica tiques

infancia

Transtorno da
comunicacdo
social

Figura 1. DI dentro da classificagdo do DSM-5. Fonte: Pedroso et al.

2.3 Apresentacao clinica da DI

A apresentacéo clinica e a etiologia da DI sédo altamente heterogéneas, resultando
em muitos casos de DI ndo diagnosticados. Sao critérios necessarios para DI seu inicio
antes dos 18 anos de idade, um QI abaixo de 70 e limitagcbes no comportamento adaptativo
(Salvador-Carulla et al. 2011).

Os individuos com DI podem apresentar uma ou varias das seguintes caracteristicas:
comprometimento acentuado das funcfes cognitivas necessarias para o desenvolvimento
do conhecimento, do raciocinio e da representacdo simbdlica, no nivel esperado pelo
parceiro, pelo ambiente cultural e pela comunidade; dificuldades de compreenséao verbal,
raciocinio perceptivo, memoaria de trabalho e velocidade de processamento; dificuldades
em gerenciar comportamento, emogoes, relacionamentos interpessoais e dificuldades em

manter a motivacdo no processo de aprendizagem (Salvador-Carulla et al. 2011).
Os varios niveis de gravidade da DI sédo definidos com base no comportamento

adaptativo, e ndo somente em escores de QI, uma vez que é o funcionamento adaptativo

gue determina o nivel de apoio necessario (American Association on Mental Retardation
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2006). Ainda relacionado a heterogeneidade, a DI pode ocorrer isoladamente (forma néao
sindrbmica) ou em combinag¢do com caracteristicas associadas (forma sindrémica), como
malformacdes congénitas, dismorfias faciais, estatura desproporcional, comprometimento
visual/auditivo ou diagnostico neurolégico e neuropsiquiatrico adicional. Os diagnésticos
frequentemente coexistentes sdo transtorno do espectro do autismo (TEA), transtorno do
déficit de atencao e hiperatividade (TDAH) e epilepsia. O espectro de comorbidades indica
gque podem haver fatores etiolégicos subjacentes comuns a DI e a outros distirbios

neuroldgicos / neuropsiquiatricos (Kvarnung e Nordgren 2017).

Criancas com distarbios neuroldgicos e/ou comportamentais podem apresentar
respostas neuroenddcrinas diferentes em relacdo as criangcas sem comprometimento
neuroldgico (Blomqyvist et al. 2007, dos Santos et al. 2012). A adolescéncia é um periodo
de elevado estresse para muitos jovens e € possivel que os desafios da adolescéncia sejam
diferentes para os grupos vulneraveis (King et al. 2019). Por vérias razdes, que incluem a
estigmatizacao, excluséo e discriminagao do sujeito (United Nations Children’s Fund 2011),
a adolescéncia pode ser particularmente desafiadora para aqueles com uma deficiéncia de

desenvolvimento (King et al. 2019).

2.4 Fatores causais

A DI é causada por fatores genéticos e ambientais. Uma proporc¢ao variavel de casos
de DI (variando de 17% a 50%) séo atribuiveis a causas genéticas (Kaufman et al. 2010,
Moeschler e Shevell 2014, Kvarnung e Nordgren 2017). Esta proporcdo pode variar em
funcdo de alguns fatores. Por exemplo, o componente genético € menor nos casos de DI
leve comparada com as formas mais graves, assim como em populacdes com baixas taxas

de consanguinidade.

Fatores ndo genéticos podem prejudicar o desenvolvimento humano durante o
periodo pré, peri ou pos-natal. Entre eles estdo infeccbes maternas durante a gravidez (por
exemplo, toxoplasmose, citomegalovirus), substancias toxicas (por exemplo, exposicao
pré-natal ao alcool), deficiéncias nutricionais (por exemplo, deficiéncia pré-natal de iodo),
asfixia perinatal, complicacbes da prematuridade (por exemplo, hipoxemia), encefalite e
lesdes cerebrais traumaticas (Kvarnung e Nordgren 2017). Evidéncias convergentes de
epidemiologia e neurociéncia também indicam que uma gama de estresses no inicio da

vida, dentre as quais as influéncias intrauterinas e as deficiéncias nutricionais, podem
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causar anormalidades duradouras na organizacao e estrutura do cérebro, bem como em
processos regulatérios enddcrinos, que levam a reducdo da competéncia imunologica e
niveis de cortisol mais altos ou menos regulados, entre outras consequéncias (Croen et al.
2001, Wadhwa et al. 2002, Victora et al. 2008).

Nas proximas subsecdes enfatizaremos os fatores genéticos. Assim, de maneira

geral, o componente genético da DI pode ser subdividido em:

1. Componente poligénico: ocorre quando um grande niumero de genes esta envolvido
em uma determinada condigdo, sendo que nenhum deles é necessario ou suficiente para
o desenvolvimento do fenétipo (Plomin 1999). E geralmente entendido que muitos casos
de DI, especialmente entre os pacientes afetados de maneira mais leve, 0s quais nao
seguem um padrao claro de heranca mendeliana, resultam da interacdo entre diferentes
genes com fatores ambientais ndo-genéticos (Corréa 2002), o que caracteriza a DI como

uma condi¢do multifatorial.

2. Aberracdes cromossdmicas/ variantes do numero de cépias (CNVs): incluem
anormalidades numéricas dos cromossomos (aneuploidias, poiliploidias e monossomias);
anormalidades parciais do cromossomo (delegOes, insergcdes, inversdes, translocacoes
etc.) e as chamadas delecbes e duplicacdes submicroscépicas que envolvem
delecdes/duplicacdes (também conhecidas como CNVs) de apenas um segmento

cromossomico limitado (Willemsen e Kleefstra 2014).

3. Defeitos monogénicos: causas monogénicas referem-se a mutagbes (variantes
patogénicas) de grande efeito em um anico gene (comumente em regides codificantes ou
regulatorias) que pode afetar de maneira importante a sua funcdo. Estes defeitos se

subdividem em:

A) Ligados ao cromossomo sexual X (XL), causados por variantes patogénicas no
cromossomo X. Caso o0 padrdo de herancga seja recessivo, os homens manifestardao a
doenca na sua condicdo de hemizigose. Homozigose do alelo € necesséaria para
manifestacéo da doenca nas mulheres. Se o padréo de heranca for dominante, uma Unica
copia do alelo é suficiente para desencadear a doenca, tanto em homens, quanto em
mulheres (Winnepenninckx et al. 2003);

B) Autossémicos recessivos, em que os alelos recessivos se apresentam em homozigose,

sendo herdados pela transmissdo de ambos os genitores ndo afetados, ou de progenitores
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afetados; caso a doenca nao interfira na capacidade de reproducédo do genitor, este poderia
transmitir o alelo a sua descendéncia (Winnepenninckx et al. 2003);

C) Autossdmicos dominantes, em que a doen¢a manifesta-se mesmo que o individuo seja
heterozigoto. Também pode ser originado por uma nova variante patogénica ou
provavelmente patogénica (ou mutacdo de novo, explicada com mais detalhe na seccao de
diagnostico molecular), responsavel pelo acometimento da grande maioria dos casos de DI
com uma causa genética identificada (Vissers et al. 2016). Estas variantes sdo o foco

principal de nosso estudo.

Na literatura, de uma forma geral, aproximadamente 20% dos casos de DI sao de
causa desconhecida ou ndo séo de origem genética e dentre as causas genéticas da DI, a
proporcao oscila em torno de 29%, se se consideram as CNVs, 11% correspondente as
anomalias cromossdmicas e 40% as anomalias de origem monogénica. Considerando as
tltimas, estima-se que, aproximadamente, 31% sejam autossdmicas dominantes, 7%
ligadas ao cromossomo X e apenas 2% autossomicas recessivas. (Kvarnung e Nordgren
2017).

2.5 Diagnéstico da DI

O diagnéstico de deficiéncia intelectual baseia-se tanto em avaliagao clinica, quanto
em testes padronizados das fungbes adaptativa e intelectual (American Psychiatric
Association 2013). Tal diagndstico ndo pode ser feito com precisdo ou confiabilidade até
gue a crianca atinja pelo menos os 5 anos de idade. Portanto, até alcancar os 5 anos de
idade as criancas continuaréo com o diagnéstico de atraso no desenvolvimento (Moeschler
et al. 2006).

O diagnostico da DI inclui: (1) exame dismorfologico; (2) exame neuroldgico; (3)
estudos metabdlicos; (4) estudos citogenéticos; (5) analise molecular para sindrome do X
fragil; (6) estudos neurorradiolégicos, dentre outros (van Karnebeek et al. 2005). Na figura
2, é descrito um fluxograma proposto para um protocolo de diagnostico (Pedroso et al.
2019).
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Diagnostico de DI
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Figura 2. Esquema de um algoritmo proposto para um protocolo de diagnéstico da DI
(Pedroso et al. 2019). SXF: a sindrome do X fragil. HLX: A hidrocefalia ligada ao X. EIM:
erros inatos do metabolismo. CGH/SNP array: analise cromossémica por micro arranjo. AG:

Continua no assessoramento genético.

Apesar da utilizacdo de protocolos de investigacdo bastante abrangentes, um
namero significativo de casos ndo tem a causa identificada (Schwartzman e Lederman
2017). Aproximadamente 30% dos casos graves de DI e 70% dos casos leves de DI

permanecem sem um diagndstico definitivo (Gonzalez et al. 2013).

A identificacdo de alteracdes genéticas responsaveis pelo surgimento de um fenétipo
patoldgico especifico permite tratamento e aconselhamento genético adequados. Dentre 0s
meétodos tradicionais utilizados até hoje temos, o cariotipo convencional com bandas G
(Bayani e Squire 2004) a citogenética Molecular, hibridizacdo fluorescente in situ, melhor
conhecida como FISH (do inglés - Flurorescent in situ Hybridization) (Knight et al. 1997), a
técnica Amplificacdo Multiplex de Sondas Dependente de Ligacdo ou MLPA (do inglés-
Multiplex Ligation-Dependant Probe Amplification) (Schouten et al. 2002), a reagdo em
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cadeia da polimerase de fluorescéncia quantitativa (do inglés- Quantitative Fluorescence
Polymerase Chain Reaction (QF-PCR)) e os microarranjos cromossomicos, (do inglés-
Chromosomal Microarrays (CMA)), (McMullan et al. 2009), e, por ultimo, os chips
comumente utilizados que permitem a genotipagem paralela de 10.000 a mais de 1 milh&do
de SNPs (Bernardini et al. 2010).

Nos ultimos 10 anos, as tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (do inglés-
Next Generation Sequencing-NGS) tém sido amplamente aplicadas em clinicas de
neurologia pediatrica, o que resultou em maior conhecimento a respeito da etiologia
genética de DI. O NGS pode ser caracterizado como um sequenciamento automatizado,
paralelo e de alto rendimento. Os protocolos de NGS iniciam com o preparo de uma
biblioteca, que consiste, resumidamente, na fragmentacdo do DNA, seguido pela ligacéo
de adaptadores, que sao sequéncias curtas de bases conhecidas, em ambas as
extremidades de cada fragmento. Os fragmentos sdo amplificados por PCR gerando

clusters de sequéncias idénticas (Pfeifer e Hainaut 2011).

Atualmente, trés abordagens NGS estdo em uso: sequenciamento de genoma
completo (WGS-Whole Genome Sequencing), painéis genéticos direcionados (TGP, do
inglés- do inglés targeted gene panels) e sequenciamento de exoma completo (WES, do
inglés- Whole Exome Sequencing) (Han e Lee 2020). Os trés desenhos tem sido utilizados
na pesquisa diagnostica da DI (Rabbani et al. 2014). O WGS é o teste de diagndéstico mais
abrangente até o momento, uma vez que sequencia todo o genoma. Essa abordagem
permite 0 exame de variantes de nucleotideo Unico (SNVs), indels, variantes estruturais
(SVs) e CNVs (Harripaul et al. 2017). Entretanto, o WGS tem sido muito menos utilizado no
diagndstico da DI quando comparado com TGP e WES (Sun et al. 2015). No TGP, um
conjunto customizado de genes presumidamente ligados a uma condicao especifica de
interesse é sequenciado. O TGP tem sido amplamente utilizado na pratica do diagndstico
molecular da DI pelo baixo custo e facil interpretacdo, quando comparado a outras
aplicacdes de NGS (Grozeva et al. 2015). O WES é uma tecnologia eficiente que examina
0 exoma completo, onde se acredita que 85% das variantes patogénicas causadoras de
doencas ocorram (Choi et al. 2009). Abaixo, faz-se uma descricdo mais detalhada do WES

no diagnéstico da DI, por ser o foco deste projeto.
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2.6. Diagnéstico molecular de DI por WES

O WES é uma ferramenta utilizada no diagndéstico molecular da DI devido a: (1) ser
mais barato e analiticamente mais simples do que o WGS; (2) a maioria das variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas causadoras de doencas procuradas é
encontrada nas regides codificadoras de proteinas (Ku et al. 2013).

A técnica de WES permite a identificacdo de variantes genéticas comuns e raras,
incluindo mutacdes sinbnimas, ndo-sindnimas, de parada, em sitios de splicing e pequenas
delecdes/insercoes (Figura 3 A-B) (Teer e Mullikin 2010). Para fins de investigacéo, estudos
de caso-controle utilizam o WES para estabelecer associagcdes entre condi¢cdes de doencas
neuroldgicas complexas (como casos) e neurotipicos (utilizados como controles). Para fins
de diagnéstico, os desenhos de estudo de WES geralmente abrangem trés tipos principais:
a) em condicdes sindrémicas, € possivel agrupar pacientes numa coorte de individuos ndo
relacionados com base em uma colecdo compartilhada de fendtipos; (b) em casos
familiares recorrentes de DI, a genotipagem de varios individuos em uma mesma familia
pode ser usada para identificar a variante patogénica causadora da doenca em regides
gendmicas com base em ligacdo ou mapeamento de homozigosidade (Figura 3 D) (Topper
et al. 2011); e (c) em casos nao sindrémicos e esporadicos de DI causados por pequenas
variantes patogénicas de novo de grande efeito (Figura 3C), agindo de forma dominante.
Mutacdes de novo séo identificadas sequenciando os exomas do paciente e de ambos os

pais biolégicos e comparando as variantes do paciente com as dos pais.
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Figura 3. Tipos de mutagdes. A) mutagdes sindbnimas, ndo-sindnimas, de parada, pequenas
delecdes/insercdes; B) mutagdes em sitios de splicing; C) mutagdes tipo SNPs de novo; D)

mutagdes cromossOmicas. Fonte: Este estudo.

O WES é especialmente util no ultimo delineamento. Os DNMs podem variar em
tamanho, desde mudanca de um nucleotideo, pequenas insercdes/delecdes, até grandes
(> 50 kbp) delecdes, duplicacbes ou rearranjos genémicos (Wilfert et al. 2017). O WES é
geralmente usado em pacientes com testes negativos para o teste de painéis direcionados
com fendtipos complexos e sem diagnostico diferencial 6bvio. Porém, recentemente, o
WES tem sido cada vez mais aplicado como teste de primeira linha para desordens
mendelianas raras e ndo diagnosticadas (Bamshad et al. 2011, Farwell et al. 2015, Bowdin
et al. 2016, Need et al. 2017). Entre os casos de DI testados, de 16 a 39% conseguem ter
a causa genética identificada por WES (Rauch et al. 2012, de Ligt et al. 2012). Apesar da
existéncia de testes moleculares eficientes, a etiologia da DI grave, a qual se presume que
tenha causas genéticas causais, permanece sem diagndstico em 61 a 84% dos casos
(Gilissen et al. 2014).
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Embora de resultados promissores, varios desafios permanecem em relacdo a
implementagédo dos métodos NGS como ferramentas de diagndstico no ambiente clinico.
Por exemplo, hd os que se referem ao desenvolvimento de um pipeline e protocolo
padronizados desde o experimento até a interpretacdo dos resultados; também os
relacionados a analise de dados, a interpretacdo do resultados, ou ainda a comunicacao
dos resultados aos pacientes e seus familias e outras preocupacfes éticas, como a
divulgacao de achados incidentais (Ku et al. 2013) e a protecdo dos dados do paciente.
Estes e outros aspetos serdo abordados na revisédo sistematica da literatura para o WES

deste projeto.

2.7 Fatores associados a DI

Numerosos estudos populacionais concentraram-se em exposi¢cées ndo-genéticas
especificas como possiveis fatores de risco para DI. Uma revisdo sistematica e meta-
analise (Huang et al. 2016) sobre o tema incluiu 17 estudos de coorte ou caso-controle,
totalizando 55.344 casos e 5.723.749 individuos controles elegiveis. Como resultados, dez
fatores pré-natais foram identificados: idade materna avancada (acima de 35 anos); filhos
de maes de pele preta, com baixa escolaridade, hipertensas, diabéticas, epiléticas ou
asmaticas; Ingestdo materna de alcool ou tabaco durante a gestacdo; um fator perinatal
(parto prematuro); e dois fatores neonatais (sexo masculino e baixo peso ao nascer) foram

significativamente associados ao aumento do risco de DI.

Alguns estudos consideram gque doencas mentais tendem a ser agravadas por
periodos de estresse (Alvarado, 2017). Um horménio frequentemente avaliado em
pesquisas psiconeuroenddcrinas é o cortisol. O cortisol € um horménio glicocorticoide
liberado pelo cértex adrenal através da estimulacao do eixo HPA (Marieb e Hoehn 2007).
Este eixo exerce um papel fundamental na resposta aos estimulos externos e internos,
incluindo os estressores psicoldgicos. Segue uma breve descricdo do funcionamento deste

sistema.

2.8 Biologia do estresse cronico

O estresse é definido como a quebra no equilibrio interno do organismo (ou seja, da
homeostase). E um fendmeno complexo, que envolve reacdes fisicas, psicolégicas,

mentais e hormonais frente as adversidades (Silva e Enumo 2014). Em seres humanos, o
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glicocorticoide predominante é o cortisol (Rohleder et al. 2004). Sua secregédo esta

associada ao estresse, pela ativagao do eixo HPA (Rohleder et al. 2004).

A concentracgao plasmatica de cortisol é influenciada pelo ciclo circadiano. O sistema
circadiano humano normalmente € sincronizado com o dia solar, garantindo vigilia durante
o dia e sono durante a noite (Silva 2017). Em geral, os niveis de cortisol no sangue
aumentam durante o inicio da manha (mais alto por volta das 8 horas) e diminuem
ligeiramente a noite e durante a fase inicial do sono (Weitzman et al. 1971). Em condi¢cbes
normais, quando uma ameaga ou um desafio é percebido, o eixo HPA é ativado, resultando
num aumento do hormdnio glicocorticoide cortisol. Esse é sintetizado nas células do cortex
das gléndulas suprarrenais e controlado pelo horménio adrenocorticotrofico (ACTH), o qual
€, por sua vez, sintetizado na adeno hipdfise. Apds o desafio ser resolvido, os niveis de
cortisol retornam aos padrdes basais; caso sua secrecdo nao se estabilize, o nivel de

cortisol se torna prejudicial (Hodgson et al. 2004).

O estresse crénico pode ter um impacto sério no organismo pois estimula a
producdo de altos niveis de horménios esterideos liberados pelo sistema endodcrino
(Edwards 2012, Whirledge e Cidlowski 2013a). Uma quantidade extrema de estresse pode
levar a consequéncias negativas e afetar adversamente os sistemas imunoldgico,
cardiovascular, neuroendocrino e nervoso central. Como se acredita que mais de 70% das
doencas estejam relacionadas ao estresse, a prevencao do estresse cronico € um passo

importante na redugao da incidéncia de doengas cronicas (Lee et al. 2015).

O estresse crbénico tem sido associado a hiperativacao do eixo HPA. A atividade do
eixo HPA é governada pela secrecdo de horménio liberador de corticotropina (CRH) e
vasopressina (AVP) pelo hipotalamo, os quais, ativam a secre¢cdo do ACTH pela pituitaria,
que finalmente estimula a secregao de glicocorticoides pelo cortex adrenal (Nemeroff 1996).
Os (glicocorticoides, entdo, interagem com seus receptores em multiplos tecidos-alvo,
incluindo o eixo HPA, onde s&o responsaveis pela inibicdo negativa por feedback da
secrecao do ACTH pela pituitaria e do CRH a partir do hipotalamo (Juruena et al. 2004).
Em particular, o estresse cronico pode ter um sério impacto devido aos altos niveis
produzidos dos produtos quimicos liberados, que envolve a liberagdo de glicocorticoides
pelo sistema enddcrino (Whirledge e Cidlowski 2013b).
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Por muitos anos, s era possivel mensurar os niveis de cortisol através de coleta
sanguinea, urinaria ou salivar. Estas técnicas s&o invasivas, de alto custo financeiro e
necessitam de varias coletas para levar em conta a variacdo em func¢ao do ciclo circadiano
(Silva e Enumo 2014). O cortisol capilar emerge como uma técnica alternativa, fornecendo
uma medida de estresse crbnico vivenciado anteriormente a coleta (Silva e Enumo 2014).
Esse método para medir a exposig&o ao cortisol em humanos foi langado em 2004 (Raul et
al. 2004). Desde entao, varios grupos de pesquisa o tém utilizado. Nao ser uma técnica
invasiva, permitir a padronizagao da medida e possibilitar aferir a exposi¢cado ao estresse
cronico sao vantagens de analisar o cortisol capilar (Raul et al. 2004). Como o cabelo cresce
aproximadamente um centimetro por més (Wennig 2000), a analise do cabelo oferece a
possibilidade de mostrar a atividade média de longo prazo do eixo HPA e de comparar
varios segmentos de cabelo, o que corresponde a varios meses juntos de cortisol
acumulado, possivelmente incluindo segmentos antes da presenca de um evento

estressante.

Niveis cronicamente elevados de cortisol, portanto, parecem ser um fator comum no
inicio/ manutencao da psicopatologia e diminuicdo do funcionamento cognitivo. Estudos
sugerem que ha aumentos biologicos de estresse durante a adolescéncia, em resposta a
situagdes de avaliagdo social (Silva e Enumo 2014). Até agora, poucas pesquisas foram
conduzidas sobre a relagao entre o cortisol capilar e a DI. Na tentativa de identificar estudos

sobre o tema, foi realizada uma reviséo sistematica da literatura.

3 REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

A seguir sdo apresentadas duas revisdes sistematicas da literatura, mostrando o
estado da arte sobre: 1) uso do WES para ampliar o conhecimento sobre a etiologia da DI
e seu potencial como diagndstico molecular; e 2) associagdo entre niveis de cortisol e

ocorréncia de DI.

3.1 Uso do sequenciamento de ex
oma na investigagao da DI

Arevisao sistematica da literatura foi realizada com o propdésito de atender o objetivo
principal do presente projeto de pesquisa, que pretende avaliar a utilidade do WES para

identificar variantes genéticas relevantes para DI. Foram utilizadas as bases de dados
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indexadas na Pubmed, US National Library of Medicine National Institutes of Health. Todas

as referéncias identificadas na busca foram importadas para o programa Zotero.

Foram incluidos trabalhos originais que produziram dados originais ou utilizaram
dados obtidos a partir de WES conduzidos anteriormente, no diagndstico e/ou investigagao
da DI (ou “retardo mental”, termo utilizado antigamente) como desfecho principal, realizados
em humanos, nos ultimos 10 anos, tempo de uso desta metodologia para fins diagndsticos,
nos idiomas espanhol, portugués e inglés. Para complementar a revisdo e identificar a
viabilidade da redagao de um artigo nesta tese, foram incluidos, ainda, artigos de revisao.
Foram excluidos trabalhos realizados em pacientes com sindromes especificas, relatos de
casos ou séries de casos, cujo tamanho amostral total fosse inferior a 10 individuos, artigos
baseados em genes-candidatos, artigos in silico que visam avaliar a fungéo de variantes

genéticas, cartas a editor, comentarios e resumos de congresso.

A revisao foi realizada utilizando a seguinte combinagéo de termos de busca:
"Intellectual disability" [All Fields] OR "mental retardation"[All Fields] AND "whole exome
sequencing" AND ("genetics"[Subheading] OR "genetics"[All Fields] OR "genetics"[MeSH
Terms] NOT ("syndrome"[MeSH Terms] OR “"syndrome"[All Fields]) NOT
“‘neurodevelopment” [All Fields] NOT ("case reports"[Publication Type] OR "case report"[All
Fields]).

O processo de busca e selegédo de artigos € mostrado na Figura 4. A busca inicial
identificou 202 artigos. Apds a leitura dos titulos, 7 artigos foram excluidos por ndo serem
relacionados a tematica do projeto. Com base na leitura dos resumos, foram excluidos 92
artigos, permanecendo 103 elegiveis para leitura na integra, dos quais 28 foram
selecionados. Dentro desses 28 artigos, as referéncias foram revisadas para identificar
possiveis estudos nao identificados na revisdo. Apos esse processo, 8 artigos adicionais
elegiveis foram encontrados, totalizando 36 artigos incluidos na revisao. Destes, 24 sao
artigos originais e 12 sdo artigos de revisao.
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202 Artigos identificados

7 Artigos excluidos apés leitura do titulo
=

L]

195 Artigos elegiveis

» 92 Artigos excluidos: Apoés leitura do resumo
Y
103 Artigos selecionados

N 73 Artigos excluidos: Apés leitura na integra

28 Artigos selecionados

l -« |8 Artigos incluidos: ap6s revisar as referencias.

36 Artigos seleccionados

12 Artigos de revisdo ‘ 24 Artigos originais ‘

Figura 4. Fluxograma da revisao sistematica com os descritores da DI e WES.

O quadro 1 apresenta os resumos dos achados da revisao sistematica, por autor
(apéndice 1). Do total de 36 artigos incluidos, a maioria foi produzida nos ultimos 5 anos,
especificamente 75% dos artigos originais (figura 5a). Os 24 artigos originais foram
realizados principalmente em paises Europeus e Asiaticos (n=11; 45.8% e n=8; 33.3%,

respectivamente) (figura 5b).
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Figura 5. Gréficos de caracterizagao dos 24 artigos originais identificados na revisao. (A)
por ano de publicagao, (B) por localidade.

Quanto ao tamanho amostral dos estudos, houve variagao de 17 a 4293 individuos,
com mediana de 64. Onze dos 24 estudos incluiram entre 17 e 50 individuos ou probandos;
11 estudos englobaram de 50 a 1000 individuos e apenas dois estudos superaram os 1000
individuos. Todos os artigos incluem ambos os sexos com exce¢édo de um, o qual apenas
inclui meninas adolescentes (Fieremans et al. 2016). A idade dos individuos incluidos nos
estudos foi, muitas vezes, dificil de identificar. Para 10 estudos nao foi possivel obter esse
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dado. Em apenas dois estudos, a idade em que foi feito o diagnéstico (ao momento da
realizagédo do estudo) foi reportada e, em 12 artigos, algum dado é apresentado, ora como
uma variavel numérica, ora como categorica, o que dificulta a classificagdo dos individuos
incluidos nos estudos. Em sua maioria, os artigos incluem participantes de todas as idades,
0 que, além de gerar muita heterogeneidade, resulta em avaliagdes de momentos diferentes

da evolugao do desfecho, o que poderia interferir na interpretacdo dos resultados.

Quanto a classificagédo da DI, apenas sete artigos relatam ter utilizado um teste
padronizado para a avaliagéo do QIl. Outros nove artigos referem a utilizagao de avaliagbes
de marcos do desenvolvimento e de habilidades adaptativas, bem como desempenho em
tarefas cognitivas. Cinco artigos estudaram condi¢cdes graves de DI e trés trabalhos nao
especificam os critérios utilizados. Nove dos 24 estudos relatam ter uma rotina prévia
negativa de diagnéstico, destacando a importancia do WES no diagndstico da DI idiopatica
com suspeita de condi¢gdo genética subjacente. Apenas trés relataram o uso do WES como
ferramenta nas primeiras tentativas diagndsticas e os outros nada reportam, mas pelo fato
de estar a procura de uma causa genética da DI, podemos inferir que nao tinham

diagnostico preévio.

5
20.83%
mTrio
Familia
Coorte
8
33.33%

Figura 6. Grafico de caracterizagdo dos 24 artigos segundo o tipo de abordagem no
diagndstico da DI.
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Quanto ao uso de WES para diagnostico da DI, de uma forma geral, os trabalhos
podem ser agrupados em trés tipos principais (figura 6). A analise de trios foi o desenho
mais frequente, em 45,8% (11/24) dos estudos; seguido por estudos de familias, utilizado
em 29,2% (8/24); seguido de estudos de coorte, que representam 25% (5/24). Esta é uma
classificagdo aproximada dos estudos, na tentativa de caracterizar a literatura. Porém,
alguns estudos utilizam mais de uma abordagem, como, por exemplo, os estudos de
familias mistas, que incluem familias multiplex (mais de um filho afetado e seus pais) e os
casos de familias simples (um filho afetado e seus pais) sendo uma abordagem de
sequenciamento de trio (Ohba et al. 2013a, Willemsen e Kleefstra 2014). As caracteristicas
de cada delineamento sao abordadas nos paragrafos seguintes, comegando pelos estudos

com maior taxa diagndstica e continuando de forma decrescente.

Os estudos de coorte reportaram taxas de diagndstico, que refere a identificacdo de
uma causa genética, entre 18,5% e 83,3%. Os estudos de coortes para fins de diagndstico
molecular via WES incluem individuos nao relacionados, agrupados por apresentarem
algumas caracteristicas em comum. Para exemplificar este tipo de abordagem,
descrevemos mais detalhadamente o estudo com maior taxa diagnéstica. No estudo de
Elmas e colaboradores, (2018) foram selecionados 24 pacientes menores de 16 anos que
apresentavam DI e/ou retardo neuromotor; ou, pré-diagnostico de uma sindrome
autossOmica recessiva (em caso de casamento consanguineo entre os pais); ou ter
multiplas anomalias congénitas. Neste estudo, a taxa de diagnostico foi de 83,3%. Como
um dos resultados deste estudo, uma nova variante patogénica (p.Leu351Pro) em
homozigose foi detectada no gene COG5 (OMIM:613612), a qual foi caracterizada como
patogénica em analises in silico (EImas et al. 2018). Dentre os outros estudos de coorte, as
taxas de diagnoéstico foram menores:18,5% (n= 442) (Kurki et al. 2019); 32,5% (n= 43)
(Thevenon et al. 2016); 41,0% (n= 78) (Srivastava e Schwartz 2014); 52.60% (n= 19)
(Fieremans et al. 2016). Mais detalhes destes estudos séo apresentados no quadro 1 do

apéndice.

Os estudos de familias geralmente se constituem de familias com mais de um
membro afetado, o que reforga a suspeita de um componente genético. Esta abordagem é
especialmente util na descoberta de tragos recessivos. Nos estudos de familias, a taxa de
diagnostico foi maior do que 39%. O estudo que apresentou a maior taxa de diagndstico
(80%) foi realizado em 20 familias com DI cujas caracteristicas variavam de dismorfias

faciais leves e anormalidades nos testes bioquimicos a manifestagdes graves como
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convulsdes intrataveis e malformacgdes intracranianas (Kvarnung et al. 2018). Para ilustrar
o uso do WES em conjunto com outras metodologias diagndsticas, Harripaul e
colaboradores (2018) utilizaram a genotipagem combinada com microarray, mapeamento
de homozigose por descendéncia, identificacdo de CNV e WES, possibilitando identificar
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas em 51% de 192 familias
consanguineas com DI ndo sindrédmica. Como resultado, foram identificados 72 genes
diferentes, incluindo 26 néo relatados anteriormente para DI autossdmica recessiva. Dois
novos genes para DI autossdmica com mutacbes sem sentido foram o BDNF (fator
neurotroéfico derivado do cérebro: codifica um membro da familia de proteinas do fator de
crescimento do nervo) e o TET1 (tet metilcitosina dioxigenase 1: codifica uma desmetilase
que pertence a familia TET (translocacdo dez-onze)) associadas com DI (Harripaul et al.
2018). Dentre os outros estudos de familias, as taxas de diagndstico foram menores: 36,8%
(n=152) (Reuter et al. 2017); 39,1% (n=25) (Ohba et al. 2013b); 47,6% (n=21) (McSherry et
al. 2018); 50% (n=18) (Megahed et al. 2016); 54,2% (n=404) (Hu et al. 2019); 73,4% (n=143)
(Alazami et al. 2015). Mais detalhes destes estudos sao apresentados no quadro 1 do

apéndice.

Um rendimento diagnostico menor € observado nos estudos trio-WES quando
comparados aos estudos de coorte ou familia. Em 2010, Lisenka Vissers e colaboradores
demonstraram que o WES pode ser utilizado para detectar mutacées de novo em casos
esporadicos de DI ndo sindrébmica e que este tipo de mutagédo € uma causa comum de DI.
Outros estudos (Ng et al. 2009, Vissers et al. 2010) mostraram que existem mais mutagcoes
de novo em pacientes com DI do que em controles normais, reafirmando a importancia
destas mutacdes. A partir dessas evidéncias, o WES passou a ser usado por pesquisadores
no mundo todo, com o objetivo de elucidar a etiologia do fenétipo de pacientes com DI
idiopatica (Vissers et al. 2010, Hamdan et al. 2014). Em 2012, dois estudos trio-WES
confirmaram a importancia de variantes patogénicas de novo em pacientes com DI: nestes
estudos, 51 (Rauch et al. 2012) e 100 (de Ligt et al. 2012) pacientes com DI grave idiopatica,
juntamente com seus pais nao afetados, tiveram seu exoma sequenciado. Como resultado,
foi possivel identificar que variantes patogénicas de novo em genes ja associados a DI
explicam de 13 a 35% dos casos graves desse fenotipo. Shang e colaboradores realizaram
WES em 970 probandos com DI, detectando 4 criangas via trio-WES com variantes
patogénicas de novo no gene ARID2 (membros da familia génica ARID tém papéis na
padronizacdo embrionaria, regulacdo do gene da linhagem celular, controle do ciclo celular,

regulacéo da transcricdo e modificacdo da estrutura da cromatina), sendo o primeiro relato
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do gene na etiologia da DI (Shang et al. 2015). Dentre os outros estudos de trio-WES (n=
namero de trios analisados no estudo), as taxas de diagndstico variaram de 25 a 61%:
Mcrae e col. 2017, 25% (n= 4293) (Deciphering Developmental Disorders Study 2017); 25
% (n= 66) (Snoeijen-Schouwenaars et al. 2018); 29% (n= 41) (Hamdan et al. 2014); 29%
(n=38) (Rump et al. 2016); 29.4% (n= 17) (Monroe et al. 2016); 35.00% (n= 44) (Tan et al.
2017) ; 42.5% (n= 42) (Willemsen e Kleefstra 2014); 61.00% (n= 100) (Kahrizi et al. 2019).

Mais detalhes destes estudos sao apresentados no quadro 1 do apéndice.

Além do beneficio para fins diagnésticos, o WES tem sido utilizado em estudos
populacionais de forma crescente, o que tem permitido a identificacdo de genes envolvidos
na etiologia da DI. A Tabela 1 apresenta, de forma resumida, genes com envolvimento em
processos neurobioldgicos ja descritos em bases de dados de anotagao génica a partir da

identificacdo de variantes patogénicas de novo (para detalhes ver quadro 2 no apéndice).

Tabela 1: Genes envolvidos na etiologia da DI, identificados a partir de variantes
patogénicas de novo detectadas por WES (fonte: NCBI, em data:1/08/2020).

Gene Processo neurobioldgico associado

Transporte de proteina axonal anterégrado, transporte dendritico anterégrado do complexo
KIF5C receptor de neurotransmissor, orientacdo do axénio, orientacdo do axénio do neurdnio motor,
transporte da vesicula sinaptica

MTF1 Desenvolvimento do sistema nervoso central

MYT1L Desenvolvimento de neurdnios, diferenciacdo de neurdnios, compromisso de destino de
neurdnios, especificacio de destino de neurdnios

Regulacéo negativa do processo apoptoético do neurdnio, regulagéo negativa da transmissdo

ADNP PN
sinptica
SMARCB1 Desenvolvimento do sistema nervoso
SET Regulacéo negativa do processo apoptoético de neurbnios
SCN1A Potencial de a¢gdo neuronal, propagacéo do potencial de acdo neuronal
CASK ~ : . : . Lo
Secrecao de neurotransmissor, regulacéo da exocitose da vesicula sinaptica
CACNA1A L _ ~ o .
Transmissdo sinaptica quimica, modulagdo da transmisséo sinaptica quimica
Depresséo sinaptica de longo prazo, regulagéo negativa do processo apoptotico do neurdnio,
STXBP1 regulacao negativa da transmissao sinaptica, GABAergica, transmissao sinaptica
neuromuscular, secre¢do de neurotransmissor, neurotransmissao
SCNSA Mielinizag&o, desenvolvimento do sistema nervoso, potencial de ac&do neuronal,
desenvolvimento do sistema nervoso periférico
FOXG1 Desenvolvimento do cérebro,
regulacéo positiva da diferenciacéo neuronal
SLC6Al

Organizacéo de sinapses

46



NEXMIF N : . ~ o
Regulagéo negativa da migrac&o de neurdnios

PURA Desenvolvimento do sistema nervoso
NIPBL Desenvolvimento do cérebro

ANKRDL Regulacéo positiva do desenvolvimento da projecao de neurdnios
EP300 Aprendizagem ou meméria

ARIDIA Desenvolvimento do prosencéfalo, fechamento do tubo neural
GRIN1 desenvolvimento cerebral

ARID1B

Transmisséao sinaptica neurénio-neurénio

Considerando a técnica de andlise molecular de WES empregada nos estudos, as
plataformas mais utilizadas foram HiSeq System (lllumina, Inc.) e SOLID™ System.
Diferencas nos protocolos usados nos diferentes estudos representam mais uma possivel
fonte de variabilidade nas taxas de diagndstico por WES. As diferentes taxas podem ser
justificadas por motivos como: 1. diferengas nas taxas de erros de incorporacéo de
nucleotideo entre as diferentes abordagens (Fedurco et al. 2006, McKernan et al. 2008,
Shendure e Ji 2008); 2. diferencas na selecdo da regido alvo do DNA, o que vem
determinado pelos kits, o que adicionalmente é um limitante na comparabilidade dos
resultados (Sampson et al. 2011); 3. diferencas no fluxo de trabalho no processo de
chamada das mutag¢des/variantes, o que gera resultados diferentes, inclusive, partindo dos
mesmos dados brutos. O fluxo de trabalho mais comum nos estudos desta revisao foi
Genome Analysis Toolkit (GATK) (42%). Dessa forma, esses aspectos técnicos devem ser

levados em conta no momento de interpretar os resultados derivado do WES.

Apos a leitura critica dos estudos incluidos nesta revisdo, podemos citar como
vantagens do WES comparado a outros exames genéticos usados convencionalmente no
diagndstico da DI: velocidade no diagndstico (2-8 dias), englobando a totalidade de regiao
codificante do genoma; precisao no diagndstico; diagndstico livre de hipotese a priori, nao
havendo escolha de genes ou painéis especificos; possibilidade de reanalise e
reinterpretacdo dos dados em bases de dados com constante atualizagédo, caso emerjam
novos achados clinicos ou cientificos; analise de achados incidentais, com indicacdo de

risco futuro de outras doencas nao relacionadas ao fenétipo, mas de relevancia clinica.
E importante salientar, contudo, que o WES possui limitacdes e desafios passiveis

de aprimoramento, que podem comprometer os resultados obtidos e dificultar a analise e

interpretacdo dos dados. Exemplos de tais limitagbes sdo a falta de uniformidade na
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cobertura, regides nao-capturadas do exoma e diferencas na eficiéncia de captura a

depender da existéncia de polimorfismos em regides de hibridagéo das sondas.

No cenario do diagndstico clinico, ha uma série de questdes relacionadas a traducéo
desta tecnologia na pratica clinica. Dentre os principais desafios ainda se mantém a
interpretagdo das inUmeras variantes genéticas detectadas, e o continuado aumento nas
atualizacdes das plataformas comerciais. Neste sentido, a terceirizacdo dos servicos de
diagndstico surge como uma boa possibilidade de utilizar novas tecnologias, contando com
a redacdo de laudos técnicos feitos por pessoas qualificadas, o que se traduz numa
informacao mais simples de entender pelo clinico e pelo paciente.

Como foi identificado um numero importante de revisfes sisteméticas em nossa
busca, incluimos esses artigos de revisdo para avaliar sua validade na atualidade. Como
resultado, 12 sao revisdes da literatura, oito sdo focados especificamente na DI e quatro
incluiram, além da DI, outros DNDs, o que fornece uma visdo mais ampla do contexto do

neurodesenvolvimento.

Em 2010, uma revisdo sistematica das causas genéticas de casos de DI néo
sindrédmica lista apenas 47 genes envolvidos nesta condi¢cdo (Kaufman et al. 2010). Um ano
mais tarde, a literatura reportava 6 estudos sobre DI utilizando WES (Topper et al. 2011). A
importancia das mutacdes de novo em doencas do neurodesenvolvimento, incluindo DI,
autismo e esquizofrenia, iniciava a ser sustentada pela literatura no ano de 2013 (Veltman
e Brunner 2012, Ku et al. 2013). O progresso do WES como ferramenta utilizada na
neuropsiquiatria e suas possiveis limitacées ja era objeto de estudo no ano de 2015
(Heinzen et al. 2015), quando mais de 700 genes ja tinham sido identificados em estudos
de doencas autossdmicas dominantes ligadas ao X, DI autossémica recessiva e desordens
relacionadas, o que permitiu salientar a complexidade clinica e genética reportada da DI
(Vissers et al. 2016). No ano de 2016, estudos de WES tiveram importante contribui¢cdo no
estabelecimento de possiveis mecanismos etioldgicos moleculares envolvidos na DI
autossdmica nédo sindromica (Khan et al. 2016). Em 2017, os esfor¢cos de pesquisa em
andamento para identificar novos genes de doencas, bem como estratégias e abordagens
no nivel clinico, revelaram mais do que o dobro do nimero de estudos publicados
relacionando a cobertura de NGS na DI (Harripaul et al. 2017). Isto evidenciou a crescente

necessidade de integrar e interpretar esses resultados.
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O artigo de revisdo mais recente sobre resultados obtidos por WES na DI encontrado
na busca realizada inclui trabalhos publicados até o més de agosto do ano de 2016. Outros
artigos de revisdo foram identificados e incluidos no nosso trabalho, mas esses nédo tratam
diretamente do papel do WES na DI. Considerando o rapido crescimento da literatura neste
tema nos ultimos anos, os artigos de revisao disponiveis no momento estdo possivelmente

defasados.

Em resumo, nos estudos incluidos nesta revisao, o uso de WES no diagnéstico da
DI abrange os trés tipos principais de abordagens (figura 6). Em todos os casos, a taxa de
diagnostico genético da DI pode ser considerada como boa/alta (de 18,5% a 83%), se se
leva em conta a grande heterogeneidade fenotipica dessa condicdo. O que
consequentemente se traduz na identificacdo de um grande numero de novos genes e/ou
genes candidatos envolvidos na etiologia da DI. Considerando que a DI € uma condicao
com etiologia genética complexa e ainda bastante desconhecida, avancos e melhoras nas
taxas de deteccdo nos métodos diagnésticos podem possibilitar a descoberta de novos
genes envolvidos na sua etiologia. Uma atualizacdo constante da literatura € necessaria
para resumir os achados mais recentes, assim como discutir suas implicacdes, pois, como
se disse, as bases de dados estdo em constante atualizagdo, mesmo em outras condi¢oes
gue tém demostrado uma heranca compartilhada com a DI, o autismo e a esquizofrenia.
Assim, dado o numero crescente de estudos com resultados positivos no diagnéstico, uma
atualizacdo da literatura se faz necessaria, abrindo a possibilidade de investigar e propor

Novos mecanismos genéticos envolvidos na DI.

3.2. Cortisol e associagao com DI

Esta revisdo sistematica da literatura foi realizada com o propdésito de atender a um
dos objetivos do presente projeto de pesquisa, que pretende avaliar os niveis de cortisol
capilar e DI. Foram utilizadas as bases de dados indexadas na Pubmed, US National
Library of Medicine National Institutes of Health. Todas as referéncias identificadas na busca

foram importadas para o programa Zotero.

Os critérios de inclusao foram: trabalhos que produziram dados originais dos niveis
de cortisol a partir de amostras bioldgicas, em individuos que apresentam algum tipo de
atraso no neurodesenvolvimento, DI ou atraso global do desenvolvimento e individuos

neuroéticos, para fins de comparacao, realizados em humanos, nos ultimos 10 anos, nos
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idiomas espanhol, portugués e inglés. Foram excluidos trabalhos realizados em pacientes
com sindromes especificas e relatos de casos ou séries de casos, cartas a editor,

comentarios e resumos de congresso e trabalhos de revisao.

A revisao foi realizada utilizando a seguinte combinacao de termos de busca:
(((cortisol) OR (Stress)) AND ((child development delay) OR (Intellectual disability) OR

(mental retardation))) NOT syndrome NOT case-report

O processo de busca e selegéo de artigos é mostrado na Figura 7. Como resultado,
2150 artigos foram identificados. Apds a leitura dos titulos, 1700 artigos foram excluidos por
nao serem relacionados a tematica em estudo. Apés a leitura do resumo, 267 artigos foram
excluidos, restando 183 para leitura na integra. Em apenas 11 desses, os niveis de cortisol
foram medidos e sua relagdo com algum transtorno de desenvolvimento (incluindo a DI) foi
avaliada. Os principais achados desses estudos sao apresentados no quadro do apéndice
3. As listas de referéncias destes 11 artigos foram revisadas para complementar a busca,

mas nao foram detectados artigos adicionais.

‘ 2150 Artigos identificados

1700 Artigos excluidos apos leitura do titulo
=

Y

’ 450 Artigos elegiveis

» 267 Artigos excluidos: Apds leitura do resumo
Y
183 Artigos selecionados

.
A

172 Artigos exclufdos: Apés leitura na integra

11 Artigos incluidos

Figura 7. Fluxograma da revisdo sistematizada com os descritores da DI, estresse e
cortisol.

Quanto ao tamanho amostral, os estudos variaram entre 16 e 832, com uma mediana

de 115. Quanto ao tipo de estudo, cinco sédo coortes prospectivas, dois sdo subamostras

50



de coortes de nascimento de base populacional, um é uma subamostra de uma coorte de
nascimento, dois séo transversais com grupo de comparacao e um transversal sem grupo
de comparacdo. Quatro estudos sao originarios de populacdo norte-americana e sete

europeia.

No que tange a amostra bioldgica, dois estudos coletaram amostras de saliva em
adultos, trés estudos coletaram saliva nas diades méae-filho, dois apenas em criancas e dois
apenas saliva materna. Em um outro estudo a amostra foi sangue materno e noutro,
amostra de sangue e fluido amnidtico da gestante. O sistema de deteccdo do cortisol
utilizado em cinco estudos foi 0 imunoensaio enzimatico. Outros dois estudos detectaram
o cortisol por radioimunoensaio, e ainda outros dois usaram imunoensaio por competicao
de luminescéncia. A cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a espectrometria
de massa em tandem foi empregada em um dos trabalhos e um outro utilizou uma
metodologia “In house”, radioimunoensaio de competicdo com um anticorpo policlonal

anticortisol.

Em relacéo a faixa etaria, dois estudos avaliaram adultos e nove incluiram diades
mae-filho, incluindo criancas de até 7 anos. Em todos os estudos, testes padronizados
foram utilizados para a caracterizacdo dos desfechos. Quanto ao desfecho principal,
apenas dois trabalhos avaliaram DI, disturbios do neurodesenvolvimento associados a DI
e comportamento auto lesivo crénico (Symons et al. 2011) e DI leve ou moderada (Presland
et al. 2013). Dentre os outros desfechos avaliados, encontram-se o desenvolvimento motor
(fino) e cognitivo (Saridjan et al. 2014); desenvolvimento cognitivo e psicomotor (Andiarena
et al. 2017); desenvolvimento motor e cognitivo (Bergman et al. 2010, Haselbeck et al.
2017); atraso do desenvolvimento psicomotor (Haquin Macari et al. 2019); desenvolvimento
infantil mental e psicomotor (Davis e Sandman 2010); QI na infancia (7 anos) (LeWinn et
al. 2009); desenvolvimento motor e mental (Huizink et al. 2003) e funcéo e desenvolvimento

neurocomportamental (Osborne et al. 2018).

A seguir, os resultados dos estudos incluidos na revisao séo apresentados seguindo
as etapas cronoldgicas de desenvolvimento. De acordo com o conceito de programacao
fetal, o sofrimento pré-natal tem consequéncias duradouras na saude da prole (Barker
1998, 2002). A depressédo maior em mulheres gravidas, avaliada prospectivamente em 49
casos vs. 57 controles saudaveis, teve uma associacdo com pior avaliacdo

neurocomportamental de bebés a termo (6 dias poés-natal), para 4 dos 5 dominios
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neurocomportamentais (estabilidade autonémica, regulacdo do estado, orientacdo e
motora). A associacdo permaneceu estatisticamente significativa apds o ajuste para
varidveis sociodemogréficas e outros potenciais confundidores (valores de p variando de
0,001 a 0,036) (Osborne et al. 2018). Em uma coorte prospectiva (n=170), altos niveis de
cortisol na gravidez foram relacionados a pontuacdes menores no indice de
desenvolvimento mental do feto aos 3 meses apds o0 nascimento e no indice de
desenvolvimento psicomotor aos 3 e 8 meses de idade (Huizink et al. 2003). As
concentracfes de cortisol materno durante a gestacao teve associacdo com a trajetéria do
desenvolvimento mental infantil durante o primeiro ano (Davis e Sandman 2010). Em uma
coorte prospectiva de 125 diades mée-filho, alto cortisol materno no final da gestagéo (37
semanas) esteve associado com desenvolvimento favoravel do bebé, resultando em uma
tendéncia para maiores pontuacdes brutas de desenvolvimento mental aos 12 meses (t =
1,6, p = 0,10), levantando a hipotese da existéncia de um periodo sensivel (Davis e
Sandman 2010). O estudo de Haselbeck (2017) encontrou, ao longo do acompanhamento
de 49 bebés, cujas maes reportaram maior sofrimento pré-natal, uma correlacdo positiva
com um temperamento mais dificil (nas categorias "movimento verticalmente" (r = 0,44 , p
=0,02) e "movimento de perna e pé" (r = 0,47, p = 0,01) e correlacdo negativa com menor

desenvolvimento motor fino (r = 0,44, p = 0,02) aos 16 meses (Haselbeck et al. 2017).

Outros estudos confirmam que os niveis do cortisol diurno estdo associados ao
funcionamento cognitivo numa idade jovem. Niveis mais altos de cortisol secretados
durante o dia foram associados a um risco maior de atraso na producéo da linguagem
(raz&o de odds por pontuacédo padronizada em escore z: 1,38, IC 95%: 1,03-1,84, p = 0,03)
em 364 criancas acompanhadas desde o nascimento (Saridjan et al. 2014). Um
delineamento longitudinal (n=186) identificou que a atividade do sistema de estresse
medido por cortisol salivar no inicio da vida (14 meses) pode estar associada com o
neurodesenvolvimento a longo prazo (4 anos de idade). Em meninas, os niveis de cortisol
foram associados negativamente com o desenvolvimento cognitivo (B = -17,8, p = 0,028),
fungao executiva ( = -9,8, p = 0,08) e desenvolvimento motor bruto (8 = -13; p = 0,022).
Em meninos, os niveis de cortisol foram negativamente associados ao desenvolvimento
socioemocional (Risco Relativo = 1,6, p = 0,039) (Andiarena et al. 2017). Ja na idade
escolar, em 832 criangcas acompanhadas desde o nascimento, maiores niveis de cortisol
durante o terceiro trimestre da gestagéo foram associados a menores escores de QI verbal

aos 7 anos de idade; em média, estas criancas apresentarem escores 3,83 pontos (IC 95%:
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1,22 a 6,44) mais baixos do que agueles no quintil mais baixo de exposi¢cao ao cortisol
(LeWinn et al. 2009).

Resultados controversos foram observados em estudos avaliando o indice de
gualidade do relacionamento pais-bebé como um potencial moderador da exposicao pré-
natal ao cortisol. Um estudo longitudinal (n=125) identificou que o nivel de cortisol in utero
(no liquido amnidtico) apresentou correlacao inversa significativa com os escores padrao
da Escala de Desenvolvimento Cognitivo de Bayley (r(n=125) =-0.25, p<0.01), porém essa
associacao é atenuada por um ambiente de criacdo favoravel. A associacdo com apego
seguro foi essencialmente nula (r (h=70)=0.05, n&o significativo) (Bergman et al. 2010). Um
estudo transversal (n=42) teve como objetivo descrever a associacdo entre atraso de
desenvolvimento psicomotor e concentracdo de cortisol salivar em criancas <2 anos que
vivem na prisdo com suas maes e comparar os resultados com aqueles observados em
criangas que nao estédo neste regime. O atraso do desenvolvimento psicomotor foi mais
frequente entre as criancas que moravam fora do presidio: as prevaléncias foram 2,3% e
28,5% respectivamente (Teste de Fisher p = 0,06). Diante destes resultados, os autores
postulam que o contato das criancas com suas maes e o estimulo que receberam na creche
da prisdo poderiam influenciar os resultados observados. Nao foram encontradas
associacgOes entre atraso de desenvolvimento psicomotor e cortisol salivar (Haquin Macari
et al. 2019).

Considerando os unicos dois estudos conduzidos em adultos, o primeiro se propds
a avaliar o perfil do cortisol em um estudo transversal de 16 individuos com DI leve ou
moderada. Os perfis obtidos foram semelhantes, tanto em termos de magnitude absoluta
guanto de forma, aos descritos anteriormente para individuos em populacdes saudaveis
sem DI (Edwards et al. 2001). Porém, houve uma correlacao positiva significativa entre a
Escala de Ansiedade de Autoavaliacdo de Zung para adultos com DI e area sob a curva
(amostras matinais; r = 0,637, p = 0,026, n = 12). Adicionalmente, individuos com histéria
recente de agressdo, medida por uma pontuagdo >5 na escala de agressédo aberta
modificada, foi associada com niveis de cortisol mais elevados (t =-2,7, p = 0,01), quando
comparado com participantes que obtiveram uma pontuacdo mais baixa da mesma escala
(Presland et al. 2013). Entretanto, no segundo estudo em adultos (n=51) com disturbios do
neurodesenvolvimento associados a DI e comportamento auto lesivo cronico (SIB), o

cortisol n&o diferiu significativamente pelo nivel de DI entre os grupos (p = 0,3), porém
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diferencas dos niveis de cortisol foram significativas (p <0,01) entre o grupo SIB e 0 grupo

controle, sugerindo uma associagédo entre SIB e o eixo HPA (Symons et al. 2011).

Ao longo do ciclo vital, os achados na revisdo da literatura apresentam evidéncias
de associacao entre niveis de cortisol e o desenvolvimento cognitivo, iniciando no periodo
gestacional, passando pela idade escolar e chegando até a idade adulta. Porém, algumas
lacunas no conhecimento foram detectadas: 1. ndo foram encontrados estudos avaliando
a associacao entre estresse/niveis de cortisol no periodo da adolescéncia; 2. apenas dois
trabalhos focam especificamente na DI, sendo que um deles utilizou um tamanho amostral
muito pequeno; 3. em 45% dos trabalhos néo se discute a possibilidade de confundimento,
nem sdo feitas quaisquer tentativas de ajuste para reduzir viés; 4. na maioria destes
estudos, o estrese € medido através de autorrelato ou de amostras biolégicas nas quais o
cortisol é aferido apenas uma vez ou em replicata. Medidas deste tipo podem diferir dentro
do mesmo estudo (como um destes exemplos, Haselbeck, 2017; Bergman, 2010), nos
guais os niveis de cortisol das amostras biolégicas nao refletem a condicdo autorrelatada,
0 gque reduz o poder estatistico e pode produzir resultados controversos. Nenhum dos
estudos identificados avalia a associacéo do estrese cronico que, segundo a literatura atual,
pode ser aferido corretamente através do cortisol capilar (Raul et al., 2004). Dadas as véarias
limitagbes supramencionadas, se fazem necessarias novas pesquisas utilizando
metodologias mais robustas, com amostras maiores, de base populacional e de ampla
disponibilidade de potenciais confundidores, bem como mensuracao do cortisol capilar, que

permita avaliar estresse cronico.

Como resultado dessa revisao se apresentam evidéncias de associagao entre niveis
de cortisol como uma possivel causa de regulacdo do desenvolvimento cognitivo do
individuo, o que permite levantar a hip6tese de que esta associacdo poderia estar mediada
pela atividade do eixo HPA. Porém, uma vez estabelecida/desenvolvida a condi¢do da DI,
nao fica claro qual é a direcdo dessa associacdo, sendo necessarias novas abordagens
gue permitam tentar esclarecer estas lacunas do conhecimento. Ademais, e considerando
o efeito deletério que o estrese cronico tem no organismo, a avaliacdo da associacao dos
niveis de cortisol (indicador de estrese cronico) em individuos com e sem DI se torna

relevante.
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4 JUSTIFICATIVA

Do ponto de vista da saude publica, a DI tem impacto tanto em nivel individual,
guando considera-se a extensao da incapacidade, quanto em nivel coletivo, se se considera
a presenca de morbidades e custos de diagndstico e de tratamento associados (Costa e
Victora 2006). Aqueles com transtornos mentais podem ter periodos de capacidade
reduzida de participacdo na forca de trabalho, o que pode resultar em falta de renda para o
individuo (Schofield et al. 2011). A falta de participacdo na forca de trabalho também pode
contribuir para um custo social substancial devido a perda de producdo e reducdo da
tributacdo sobre a renda - além do custo direto do tratamento (Schofield et al. 2011). Assim,
estudos de fatores envolvidos na etiologia da DI sdo importantes para individuos e
populacdes. Porém, apesar de existir uma ampla literatura disponivel, as causas da DI
ainda ndo sdo totalmente conhecidas devido a sua extensa heterogeneidade clinica e
genética. Contudo, recentes desenvolvimentos na area de genética molecular e
bioinformética resultam em possibilidades promissoras para contribuir ao preenchimento

desta lacuna.

Na revisao de literatura deste projeto, identificou-se que o WES tem importancia no
diagndstico da DI, ja que pode contribuir para a descoberta de novos genes envolvidos na
sua etiologia pois apresenta boas taxas de diagndstico. O aumento do niumero de artigos
originais nos ultimos anos € notavel. Esses artigos exploram algumas abordagens
metodoldgicas com impacto na taxa de diagnéstico genético em pacientes com DI via WES,
entre as quais, por exemplo, a adequacéao do delineamento de estudo, o uso combinado de
WES com outras metodologias de diagndstico e a otimizacéo e padroniza¢do dos métodos
de chamada das variantes. Entretanto, as revisées de literatura publicadas até o momento,
além de temporalmente defasadas, ndo avaliam ou discutem o uso destas diferentes
metodologias como potencializadoras do WES no diagnostico da DI e na elucidacédo da
sua etiologia. Ainda, algumas delas sdo especificas, ndo fornecendo uma discussédo ampla
sobre o tema. Por exemplo, a mais recentemente publicada incluiu apenas casos de DI com

heranga autossdmica recessiva (Kuchay et al. 2019).

Adicionalmente, grande parte dos estudos incluidos na revisao utilizaram amostras
clinicas. Estudos com amostras de base populacional podem fornecer estimativas realistas
de prevaléncia de DI. Explorar o recurso do WES em pacientes idiopaticos de amostra

populacional que ja foram avaliados por outros meétodos diagnésticos pode fornecer
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informacdes relevantes sobre a utilidade da técnica, tanto nas taxas de diagndstico, quanto
na elucidacdo da etiologia da doenca. Assim, este projeto se propbe a avaliar uma
subamostra de individuos com DI idiopatica pertencentes a Coorte de Nascimentos de
Pelotas de 2004, empregando WES. Tendo em vista a disponibilidade de dados oriundos
de uma extensa avaliacdo genética, clinica e laboratorial, sera possivel avaliar a ocorréncia
de variantes patogénicas de novo responsaveis pelo fendtipo da DI. A incorporacédo do WES
para investigacdo etiologica de DI de causa indeterminada, foi aprovado como
procedimento ambulatorial de alta complexidade no ambito do Sistema Unico de Salde
(Portaria n°® 18, publicada no Diario Oficial da Unido n°® 61, secao 1, pagina 98, em 29 de
marco de 2019) (Diarios Jusbrasil 2019), mas atualmente ndo é disponibilizado,
principalmente por dificuldades de incluir esta tecnologia na prética clinica. Assim, este
estudo pode contribuir para validar essa portaria, no sentido de demonstrar a necessidade
da sua implementagao. Além do ponto de vista cientifico, estes resultados permitirdo alocar
os adolescentes e seus familiares dentro de grupos de risco, beneficiando-os diretamente,
uma vez que poderao possibilitar medidas terapéuticas e de prevencao familiar adequadas,

0 que pode impactar positivamente tanto os individuos como os servicos de saude.

Sabe-se que criancas com disturbios neurolégicos e/ou comportamentais podem
apresentar respostas neuroendocrinas diferentes em relacdo as criancas sem
comprometimento neuroldgico (Blomqvist et al. 2007). A existéncia de uma relacdo causal
entre estresse e DI, bem como a direcdo de uma eventual relacdo causal (ou seja, qual
seria a causa e qual seria a consequéncia) ainda ndo € bem estabelecida (Lupien et al.
2007, Shonkoff et al. 2009, 2012). Por estar associado a diversas condi¢cdes de saude (Lee
et al. 2015), o estresse crénico pode acarretar comorbidades e agravamento do quadro
clinico de pacientes de DI (Shonkoff et al. 2012), e, com isso, prejuizos na adaptabilidade
junto a familia. Entretanto, na revisao da literatura deste projeto, observou-se uma escassez
de estudos explorando a relagéo entre a atividade do eixo HPA e DI. Quando foi explorada,
investigou-se principalmente diades, mae-filhos nos primeiros anos de vida ou na fase
adulta. Os estudos, na sua maioria, utilizam amostras de saliva, o que gera muita
variabilidade nos niveis de cortisol aferidos por serem afetados pelo horario da coleta e o
estresse gerado pelo procedimento da coleta em si. Além disso, na maioria dos estudos
identificados, ndo ha grupos de comparacdo e nenhum dos trabalhos avaliou o estresse
cronico. Neste projeto, pretende-se avaliar a associagdo entre niveis de cortisol capilar
como um indicador de estresse cronico em individuos com DI, e sem DI como grupo de

comparacao, em uma subamostra de adolescentes da coorte de nascimento Pelotas 2004.
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Portanto, o presente projeto utiliza-se de abordagens genética e fisioloégica para
contribuir com o conhecimento acerca dos mecanismos biolégicos envolvidos na DI,
utilizando dados de uma coorte de nascimentos de base populacional. Essa abordagem

permitira a comparacédo entre os individuos e sua avaliacdo em diferentes momentos do
ciclo vital.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Investigar a etiologia genética da DI e compreender mecanismos fisiolégicos
relacionados ao estresse cronico em adolescentes da Coorte de Nascimentos de Pelotas
de 2004 aos 15 anos de idade.

5.2 Objetivos especificos

1. Descrever a importancia do WES para o diagnoéstico e a compreenséao da etiologia
genética da DI por meio de uma revisao sistematica da literatura.

2. ldentificar mutacdes de novo causadoras de DI através de WES em adolescentes da
Coorte de Nascimentos de Pelotas de 2004.

3. Testar a associacdo entre a concentracao de cortisol capilar e DI nos adolescentes
da coorte de nascimentos de Pelotas de 2004, no acompanhamento dos 15 anos de
idade.
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6 HIPOTESES

6.1 Hipétese geral

Aspetos genéticos (variantes patogénicas de novo) sao fatores de risco na etiologia
da DI, e na fisiopatologia da DI. Os niveis de cortisol ttm maior aumento durante o estrese

cronico, do que na auséncia de DI.

6.2 Hipéteses especificas:

1. A literatura apresentara um aumento nas evidéncias do uso da tecnologia de WES
como uma ferramenta util para diagndstico e descoberta de novos genes na pesquisa da
DI;

2. O WES de adolescentes com DI idiopética participantes da Coorte 2004 e seus
pais identificara mutacfes de novo (variantes patogénicas) responsaveis pelo fendtipo de
DI;

3. Os niveis de cortisol capilar serdo maiores nos adolescentes de 15 anos de idade
com deficiéncia intelectual (DI) comparados com os demais participantes sem DI da Coorte

de Nascimentos de Pelotas de 2004.
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7 METODOS

A apresentacdo da metodologia dos estudos planejados foi dividida em trés itens. O
primeiro item descreve a metodologia do artigo de revisdo sistematica da literatura (item
7.1). Os dois ultimos descrevem os dois estudos originais (item 7.2), nos quais se utiliza a
Coorte de Nascimentos de Pelotas 2004: um, com abordagem de exoma (item 7.2.1) e

outro avaliando estresse cronico (item 7.2.2).

7.1 Revisao sistematica (artigo 1)

O objetivo desta revisao sistematica da literatura € identificar os estudos existentes
sobre a importancia do WES na pesquisa de aspectos genéticos da condi¢édo de DI.

7.1.1 Fonte de dados

A busca sera realizada através da base de dados indexadas na Pubmed, Web of
Science, Scopus, Science direct, Bireme e PsycINFO. Além dos artigos identificados na
busca, as listas de referéncias dos artigos originais selecionados, bem como de artigos de

revisao relevantes identificados na busca, serédo verificadas.

A busca sera realizada de acordo com os termos Medical Subject Heading (MeSH)
de interesse a revisdo em questado, conforme os descritores: "Intellectual disability" / "mental
retardation" / "whole exome sequencing" / "genetics "[MeSH Terms]. Estes descritores serao
combinados da seguinte forma: "Intellectual disability" OR "mental retardation "AND "whole
exome sequencing" AND "genetics” NOT "syndrome” NOT “neurodevelopment” NOT "case
reports” OR "case report". Desta forma, a busca sera limitada a artigos que contenham pelo
menos um descritor presente em cada tépico. Optou-se por utilizar uma chave de busca
que contenha o descritor “genetics”, objetivando restringir os artigos que nao contiverem

aspectos moleculares e genéticos em seu texto, mas mantendo a abrangéncia da busca.

As referéncias recuperadas serdo importadas para o programa Zotero. Apos a
obtencdo da lista de artigos e remocado de duplicatas, a revisdo sera realizada
independentemente por dois avaliadores. Incialmente sera feita uma triagem pela leitura
dos titulos e resumos, seguida da leitura na integra dos artigos pré-selecionados.
Discordancias serao resolvidas por consenso entre os avaliadores e, quando necessario,

um terceiro avaliador sera consultado.
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Os artigos identificados serdo apresentados e discutidos narrativamente, e
conclusdes gerais serdo tragcadas de forma qualitativa. O protocolo da revisdo sera
depositado na plataforma PROSPERO.

7.1.2. Critérios de elegibilidade

Serdo considerados elegiveis para a presente revisdo todos aqueles estudos
realizados em seres humanos, nos idiomas espanhol, portugués e inglés, sem restricao
quanto a seus delineamentos. Serao excluidos estudos referentes a sindromes especificas,
artigos que se referirem a formas mais amplas de atraso do desenvolvimento como
desfecho principal, assim como relatos de caso e artigos com tamanho amostral inferior a
10 individuos. Também ser&o excluidos estudos do tipo gene-candidatos e estudos in silico,
cartas a editor, comentarios e resumos de congresso. Artigos de revisdo serao utilizados
apenas para busca nas listas de referéncias, mas nao serao efetivamente incluidos nos

resultados da busca.

O formulario de extracdo de dados incluird as seguintes informacdes: autores, ano
de publicacédo, pais, populacdo, tamanho amostral, delineamento, método de mensuracao
do QI, avaliacao do fenétipo de DI por WES e resultados obtidos. As informacdes extraidas
dos artigos identificados seréo apresentadas e discutidas de maneira narrativa, cumprindo
com as especificacdes dispostas no PRISMA, que é um conjunto minimo de itens baseado

em evidéncias para relatar em revisdes sistematicas e meta-analises.

7.2 Estudos Originais

Ambos os estudos originais utilizardo dados da coorte de nascimentos em Pelotas
(RS)em 2004. A seguir, é descrito o delineamento desta coorte. Apds, sdo descritos os
aspectos metodologicos particulares de cada estudo original.

No ano de 2004 todos os nascidos vivos nas maternidades da cidade de Pelotas,
cujas familias residiam na zona urbana do municipio, foram elegiveis para participar do
estudo. Das 4.263 criangas identificadas, 4.231 participaram do estudo perinatal,
caracterizando o tamanho amostral desta coorte. Foram realizados sete acompanhamentos
desde 2004: aos 3, 12, 24, 48 meses, e aos 6-7, 10 e 15-16 anos de idade (estando este
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acompanhamento ainda em andamento). De forma geral, foram coletadas variaveis
referentes a saude, dieta e estilo de vida das familias, condicbes de moradia,
comportamentos de saude, assisténcia médica e qualidade de vida das criancas e de suas
maes. Outras medidas incluem: medidas de composi¢do corporal, atividade fisica,
espirometria e pressao arterial, além da aplicagao de testes para avaliagao da cognigao e
saude mental. Informacdes mais detalhadas sobre este estudo podem ser encontradas em
Barros et al 2006 (Barros et al. 2006, Santos et al. 2014). A partir do acompanhamento aos
7 anos, foi estabelecida uma coorte aninhada ao estudo principal (n=214) de criangas com
deficiéncia intelectual, acompanhada ainda na atualidade. Foram utilizadas as escalas
WPPSI (Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence) e WISC-IIl (Wechsler 1983,
1992), aos 4 e os 7 anos de idade, para estimar o QI e complementar o diagnéstico clinico
e laboratorial dos individuos sob suspeita de DI. Neste subestudo, as criangas foram
acompanhadas aos 6-7, 10 e aos 15-16 anos de idade. Um estudo recente (Karam et al.
2015) avaliou clinica e laboratorialmente essas criangas com suspeita de deficiéncia
intelectual (Dl), esclarecendo a etiologia em aproximadamente metade dos casos. De uma
prevaléncia total de 4,5%, 20,5% foi de origem genética. Contudo, uma parcela substancial
foi classificada como idiopatica e 12,6% idiopatica (Karam et al. 2015). Individuos elegiveis

desta subamostra (n=214) representam o principal foco de estudo deste projeto.

A parte inicial da realizacao deste projeto foi em sincronia com o acompanhamento
dos 15-16 anos da coorte principal. Este acompanhamento, que inclui a coorte aninhada
dos casos de DI, iniciou em 20 de novembro de 2019 e continua em andamento, no Centro
de Pesquisas Epidemiolégicas Dr. Amilcar Gigante da UFPel. Os participantes do
subestudo passaram por avaliagdo genético-clinica que incluiu anamnese, exame fisico e
dismorfolégico e avaliagdo do comportamento adaptativo. Em virtude do inicio da pandemia
do novo coronavirus, as atividades do acompanhamento foram suspensas em 18 de margo
de 2020, tendo sido avaliados 1944 participantes da coorte geral, incluindo 91 participantes

do subestudo de DI.

7.2.1 Estudo Original 1 (artigo 2)

7.2.1.2 Participantes do estudo

Sera estudada uma amostra de 13 individuos pertencentes ao do subestudo de

adolescentes apresentando DI. Esses individuos foram classificados como casos de DI
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idiopatica, tendo sido extensivamente investigados clinica e molecularmente sem causa da

DIl esclarecida.

7.2.1.3. Delineamento

Série de casos de DI dentro de uma coorte de nascimentos. Sera conduzido um
estudo envolvendo trios familiares (adolescente e seus pais bioldgicos sempre que
possivel) para investigacdo de mutacfes genéticas de novo. Caso ambos dos pais nao

estejam disponiveis, serdo analisadas duplas ou casos simples.

7.2.1.4 Mensuracao de dados

7.2.1.5 Avaliagao clinico-laboratorial

Apos a identificacao dos individuos através dos registros no banco de dados, foi feita
sua reavaliacdo clinica aos 15/16 anos de idade, o que incluiu anamnese, exame fisico e
rastreamento de alteragBes no comportamento adaptativo. Também se realizou entrevista

e exame fisico das mées e pais, seguida de coleta de material biolégico.

Os critérios de inclusdo neste estudo foram: a) fazer parte do subestudo de DI; b) ter
DI de etiologia inespecifica, ap0s investigacao clinica e laboratorial; ¢c) mae e/ou pai

bioldgicos terem aceitado doar material biolégico.

Dentre os 91 adolescentes do subestudo de DI avaliados aos 15/16 anos, 13
cumpriram os critérios de inclusdo. Desses, sete sdo do sexo masculino (54%) e oito
adolescentes tiveram ambos os pais bioldgicos incluidos no estudo. Os demais tiveram
apenas um dos pais doadores de amostra biol6gica devido a falecimento de um dos

genitores ou do insucesso em localizar os mesmos apos diversas tentativas.

7.2.1.6 Procedimentos laboratoriais e sequenciamento do exoma

- Amostras, extracao e purificacdo do DNA.

Em oito adolescentes, o DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de sangue
periférico coletado em 2011, através da técnica de salting out (Miller et al. 1988) e ja se
encontra armazenado no laboratério do Centro de Pesquisas Epidemiol6ogicas da UFPel.

O DNA gendmico de todos os pais e dos outros quatro adolescentes foi obtido a partir de
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amostras de saliva coletadas entre 2019 e 2020, utilizando o kit OG-500 (DNAGenotek), de
acordo com as instrucdes do fabricante. ApGs a purificacdo, o DNA foi quantificado por
absorbéancia no espectrofotometro NanoDrop. Todas as amostras foram armazenadas em

um congelador bloqueado a -20 °C.

- Transporte de amostras

As amostras foram enviadas para o laboratorio colaborador por meio de
transportadora qualificada. Os processos de sequenciamento e analises de bioinformatica
estdo sendo realizados em laboratorio terceirizado (Laboratério  Fleury-

https://www.fleurygenomica.com.br/) com experiéncia na metodologia especificada.

- Sequenciamento, processamento e analise de dados

O WES estad sendo realizado usando o kit Twist Human Core Exome (Twist
bioscience) em um sequenciador lllumina (lllumina, Inc.). A sequéncia consiste em ~20.000
genes. O numero total de leituras sequenciadas é aproximadamente: 38.347.598.
Cobertura média da regido alvo: 93,85x; com 97 % da regido alvo com cobertura maior ou
igual a 20x, considerando que a regido alvo se refere a regido codificante e sitios de splice

dos genes analisados.

ApoOs 0 sequenciamento, sera realizado o alinhamento e deteccdo de mutacdes com
base na versdo GRCh37 do genoma humano, através de processos customizados de
bioinformatica (algoritmo germinativo v3.5). As variantes serdo interpretadas considerando
0 quadro clinico do paciente e o protocolo de classificacdo de variantes do Colégio
Americano de Genética Médica (ACMG). Quando detectadas variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas, serdo realizadas analises de segregacéo, incluindo a analise
do DNA dos pais para essas regides especificas pelo método de sequenciamento
convencional de Sanger (Sanger et al. 1977).

Algumas limitacbes da metodologia devem ser consideradas. O WES nao avalia
regides ndo codificantes do genoma, portanto ndo é capaz de identificar eventuais variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas localizadas fora do exoma. O WES também
ndo é a melhor ferramenta para avaliar condigdes genéticas associadas a expansoes de
polinucleotideos, eventos genéticos complexos como inversdes, translocacdes e

expansoes repetidas ou condi¢cdes derivadas de alteracdes do DNA mitocondrial (MtDNA).
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Na interpretacdo dos resultados do WES, pseudogenes, sequéncias com alta identidade e
sequéncias repetitivas podem interferir na avaliacdo de variantes genOmicas, assim,
avaliam-se variagcdes no numero de copias (CNVs) que compreendam 3 ou mais éxons e
nao sao descritas as coordenadas gendmicas dos pontos de quebra para variantes do tipo
CNV. Mas estas limitacdes serdo sopesadas com dados obtido em avaliacbes moleculares

anteriores destes pacientes.

- Resultados esperados

As informagdes de cada individuo, correspondentes a avaliagdo de todos os genes
humanos, identificagdo de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas
causadoras de fendtipos e confirmacgao por método Sanger no individuo e genitores, assim
como achados incidentais, serao reportadas em laudo técnico com avaliacdo de médico
geneticista. Adicionalmente, a data bruta resultante de cada participante sera obtida, com
a possibilidade de ser reanalisada no futuro. Estima-se que o prazo para concluir e entregar

os resultados é janeiro do ano 2021.

7.2.1.7 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de

Medicina da UFPel. Parecer consubstanciado do CEP em anexo (Anexo I).
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7.2.2 Estudo Original 2 (artigo 3)

7.2.2.1 Participantes do estudo

A populacdo em estudo é composta por todos os individuos pertencentes a Coorte de

nascimentos de Pelotas de 2004 que foram avaliados aos 15 anos de idade.

7.2.2.2 Delineamento

Sera realizado um estudo transversal com os dados do acompanhamento dos 15 anos

de idade da coorte, avaliando a associac@o entre niveis de cortisol capilar e DI.

7.2.2.3 Desfechos e exposigoes de interesse

Como desfecho, concentracao de cortisol (em pg/mg) avaliada em amostras de 3 cm
de cabelo, correspondente a afericdo do estresse crénico dos ultimos trés meses anteriores
a data da coleta (variavel continua).

Como exposicao, sera utilizada a presenca/ auséncia de DI (variavel dicotomica).

7.2.2.4 Critérios de inclusao

Serdo incluidos no estudo os seguintes individuos:

a. Para os individuos com DI: terem sido avaliadas no subestudo de genética aos
7-8 e aos 15 anos idade, ter diagndstico clinico de DI e ter medidas de cortisol
capilar validas.

b. Para o grupo de comparacdao: ter medidas de cortisol capilar validas.

7.2.2.5 Procedimentos de coleta e medig¢ao do cortisol capilar:

Para a afericdo da concentracéo de cortisol capilar, primeiramente & coletada uma
pequena mecha de cabelo da regido da coroa. Coletadores devidamente treinados fazem
a coleta de uma mecha de cabelo 0 mais préximo possivel do couro cabeludo, seguindo o
protocolo do manual em anexo (anexo 3). Apds coletado, o material é enviado para o
laboratoério do Centro de Pesquisas Epidemioldgicas da UFPel.

No laboratorio, a amostra de cabelo € manipulada para corte de 3 cm de cabelo (25

mg) do vértice proximo ao extremo da raiz. Cada amostra de cabelo é lavada duas vezes
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em isopropanol para remover qualquer contaminacéo da parte externa do cabelo. Apés a
secagem por 48 horas, a amostra é moida até pulverizar para quebrar a matriz de proteina
do cabelo e aumentar a area de superficie de contato para extracdo de cortisol. O cortisol
do interior da haste do cabelo é extraido em etanol em dois ciclos de 48 horas no agitador.
Apos, o etanol € evaporado e o extrato € reconstituido em tampéao de ensaio de ELISA. As
amostras com cortisol extraido, serdo analisadas usando um imunoensaio enzimatico
competitivo de alta sensibilidade, Salimetrics® Cortisol Enzyme Immunoassay
(SALIMETRICS ASSAY #1-3002), seguindo as recomendacdes do protocolo estabelecido

pelo fabricante (Salimetrics, State College, PA).

7.2.2.6 Aspectos éticos

O procedimento para a coleta de cabelo esta incluido nos protocolos do
acompanhamento dos 15-16 anos do estudo da Coorte de 2004 e foi aprovado pelo CEP
da Faculdade de Medicina da UFPel, sendo obedecidos os principios éticos em todas as

fases do estudo. Parecer consubstanciado do CEP em anexo (Anexo II).

7.2.2.7 Plano de analise

Através da revisdo de literatura, foram identificados fatores possivelmente
associados tanto com o desfecho, quanto com a exposi¢cdo. Uma revisdo que incluiu
dezessete estudos (contabilizando 55.344 individuos com o desfecho e 5.723.749
individuos sem o desfecho) identificou 16 fatores de risco para DI (Huang, 2016), dentre
dos quais entende-se como principais: baixa escolaridade materna, sexo masculino e baixo
peso ao nascer. Adicionalmente a esses fatores, consideramos a inclusdo de: nivel
socioecondmico (NSE), no intuito de integrar na pesquisa fatores sociocomportamentais
(Anderson 1998) e carga genética, que como descrevemos ao longo deste projeto, tem
grande influéncia, tanto na DI (Kvarnung e Nordgren 2017), quanto na atividade e funcao
do eixo HPA (Mormede et al. 2011). Para os niveis de cortisol capilar, foram identificados
fatores associados através de uma revisdo que incluiu trinta e nove estudos. Apesar de
dados escassos e alguns inconsisténcias com respeito a idade, sexo, escolaridade materna
e NSE, conclui-se que as concentracdes de cortisol no cabelo estdo associadas a atividade
fisica intensa e uso de medicamentos especificos para regular o funcionamento do eixo
HPA (Wosu et al. 2013).

Neste cenario, as relagbes causais entre as variaveis que levaram a formular as

hipbteses estdo apresentadas no DAG (Figura 8).
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Figura 8. Grafico aciclico direcionado (DAG) representando as relagbes causais entre as
variaveis envolvidas na possivel relagao entre os niveis de cortisol e a condigao de DI. A
seta verde representa caminhos causais entre exposicao e desfecho. A seta e variaveis em
cor rosa representam possiveis caminhos de confundimento. A cor cinza indica variaveis
nao medidas, a cor verde indica outros determinantes da exposicédo e a cor azul indica
outros determinantes do desfecho. O diagrama foi construido utilizando o software DAGitty

(disponivel em http://www.dagitty.net).

7.2.2.8 Analise

As variaveis independentes e dependentes propostas no presente artigo terdo a sua
distribuicdo avaliada por meio de histogramas e serao descritos de acordo com medidas de
tendéncia central. Para a analise descritiva, as frequéncias serdo comparadas por testes
de qui-quadrado para heterogeneidade. Para avaliar a associacdo entre niveis de cortisol
e DI aos 15-16 anos, sera usado teste t e analise de variancia (ANOVA), assim como

Regressao linear multivariada ajustando por possiveis confundidores.
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10 APENDICES

Quadro 1. Descri¢do dos estudos que investigaram o diagndstico de DI via WES incluidos na revisao sistematica da literatura.

5 s E :
Autor (Ano); | € m 8| Idade no g’% Critério Plataforma de ° %
Origem da E = 2| momento Sexo S S Critério de inclusao Exclusio Sequenciament w o
Populagdo | = © 2| do estudo £ e ) =
o+~ ] 8
(a] (&) T
<10 anos = .
de Ligth J, ( | Trio/ 37 Mol Deficioncia intelectual nexalicavel SOLD 4 System |
2012 ); N= 10-20 anos 53 Mulheres / Nio eficiéncia intelectual inexplicave ) sequencing 6.00
Holand’a 100 - 41 47 Homens (definida como um QI de <50) (Life %
520 anos = Technologies).
22
Deficiéncia intelectual grave com funcao
motora grosseiramente preservada,
Rauen e oo asoes, el o
2012); Trio / ) 32 Mulheres / No sindrome. auséncia %e sinais ) system (lllumina, | 39.00
Alemanha N= 51 19 Homens o ’ e . San Diego, CA, %
. neurolégicos especificos, auséncia de
e Suiga. ) . . . USA).
variantes do numero de copias causais
por cariotipagem molecular de alta
resolugao e doencga esporadica.
Atraso no desenvolvimento motor, e llumina
Ohba C, ( Famili 6 Mulheres / 3 pacientes com uma deficiéncia HiSeq2000
2013); a/N= 2—-20anos | Homens (nos ) intelectual. Todos os pacientes ) (IIIur?ﬂna 39.10
Yokohama, (ao estudo) | diagnosticados apresentaram sinais cerebelares, como : ’ %
25 . . San Diego, CA,
Japam ) ataxia dos membros e tronco, apraxia USA)
oculomotora, dismetria.
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c L o)
[T 5 3]
Autor (Ano); | Ef 8| Idade no >3 Critério Plataforma de s
Origem da o = 2| momento Sexo © 3 Critério de inclusao = Sequenciament o
- €72 = w3 Excluséo =
Populagdo | = 2 </ do estudo St o e 2
(] (&) ]
0-18 anos
=40
Willensem M, TL'O/ 18-4_0 anos Presencga de DI inexplicada (QI<70 ou SOLD 4 System
. N=42 =84 . . ; ; sequencing 45.20
(2014 ); . _ Sim idade de desenvolvimento equivalente a - . o
Holanda trios >40 anos= 149 Mulheres < 12 anos) (Life %o
de 253 110 / 85 Homens B Technologies)
A maioria dos 28/32 mutados (n = 28)
Srivastava S. | Coorte 8.6 anos tinha DI ou DD, com base em HiSeq2000
o _ e 41Homens/ 37 Sim avaliagcbes de marcos do system (lllumina, | 41.00
(2014 ); / N= (rango=1.6 o ) o - . o
Mulheres 12% desenvolvimento e habilidades San Diego, CA, %
USA 78 -26.3 .
i adaptativas, bem como desempenho USA).
anos); o
em tarefas cognitivas.
ID moderada (n = 12) ou grave (n = 29), .
Hamdan _F ( . Média 1) auséncia de histérico de DI, epilepsia H|Seq2OOQ
2014 ); Trio / 18 Homens/ ~ S system (lllumina, | 29.00
_ 10.5ano0s Nao ou TEA na primeira ou parentes de - . o
Vancouver, N= 41 23 Mulheres . n ~ San Diego, CA, %
. (2-29anos) segundo grau; auséncia de alteracdes
Canada b4 . USA).
especificas na imagem cerebral.
Algum grau de atraso no
desenvolvimento neuroldgico.
Apresentam grandes atrasos motores e HiSeq2000
Shang L ( Trio / 6-15 anos ) ) comecaram a andar entre os 20 e os 24 ) system (lllumina, _
2015 ); USA N=4 | (ao estudo) meses de idade. Hipotonia foi San Diego, CA,
frequentemente relatada. O quociente USA).
de desenvolvimento / quociente de
inteligéncia varia de 50 a 89.
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- 35 09
Autor (Ano); | £ ¢ &| Idade no >3 Critério Plataforma de s %
Origem da 0= 2| momento Sexo o 3 Critério de inclusao Exclus3 Sequenciament o
P lacs E02Z| g tud @ .2 xclusao s 5
opulagao o estudo c o e
o= Q S
(=) (& o
Alazami A, ( Famili Diagnéstico neuro genético, historia HiSeq2000
2015); a/N= ) ) Sim familiar positiva, pais consanguineos. A ) system (lllumina, | 73.40
Arabia 143 deficiéncia intelectual foi a caracteristica San Diego, CA, %
Saudita clinica mais comum. USA).
Presenca de
caracteristicas
Dl e :i) a auséncia de uma forte hipétese | malformativas
meédia 14 diagndstica apés avaliagao clinica, (ii) que podem HiSeq2000
Tr}ezvg?gr;.J, C/osr:te anos 25 Homens/ ) uma avaliagao diagndstica negativa evocar uma system (lllumina, | 32.50
Fran a, 43 (rango 2- 18 Mulheres incluindo CGH-array, triagem de X fragil, etiologia San Diego, CA, %
anos este direcionado para desordens de sindrémica ou .
¢ 40 teste direcionad d d d indromi USA
genes unicos. a suspeita de
um disturbio
adquirido.
Monroe G, ( . HiSeq 2500
2016 ); ,]2014 - - Nao - - (Mlumina, San 290)40
Holanda Diego, CA). °
Rump P, ( média 10 HiSeq2000
201p6 )_’ Trio / anos 22 Mulher /16 sim ) ) system (lllumina, | 29.00
Holand’a N= 38 (rango O- Homen San Diego, CA, %
57anos) USA).
Atrofia cerebelar iniciada na infancia e
Megahed H, | Famili média 4.6 6 Mulheres/3 atraso no desenvolv!m_ento. Todos 0s HiSeq 2500
. _ Homens (nos . pacientes mutados exibiram convulsoes, . 50.00
(2016 ); a/N= anos : X Sim : - (NMumina, San o
. ; diagnosticados atraso no desenvolvimento, atraso no : %o
Cairo, Egito 18 (DS 3.2) ) Diego, CA).
desenvolvimento motor e atraso no

)

desenvolvimento social.

73



Idade no

Plataforma de

: 2 n s 3o o .g
Autor (Ano); | £ i & £ Critério %
Origem da 0 < 2| momento Sexo o 3 Critério de inclusao Exclusio Sequenciament o
Populagéo | = 2 Z| do estudo S'E o L=
(] (&) ]
Fieremans N. | Coorte Focamos em individuos com DI HiSeq2000
o _ esporadicos system (lllumina, | 52.60
(2016 ); / N= <35 anos 19 Mulheres - . . . - : N
Franca 19 e seIeC|opamf>s .paC|ent<las com fenétipos San Diego, CA, %
sindrédmicos mais graves USA).
lllumina
Mcrae A, ( Trio / HiSeq2000 25 00
2017 ); Reino = - - - - - (Mumina, (y
Unido 4293 San Diego, CA, °
USA)
Reuter M, (
2017 ); Siria
(71 [46,7%]),
Turquia (34 O teste cognitivo formal foi realizado HiSeq 2500
[22,4%]), Famili | Media 10.3 sempre que possivel ou a gravidade do (Nlumina, San
Egito (19 a/N= anos (Dé 171 Homens/ Sim DI foi estimada de outra forma (grave a ) Diego, CA). 36.80
[12,5%]), 152 9.0) 126 Mulheres profunda em 77 [50,7%] das familias, SOLID 5500xL %
Jordéania (7 ' leve a moderada em 69 [45,4%] e ndo (Life
[4,6%]) e especificada em 6 [3,9%]). Technologies),
varios outros
paises (21
[13,8%]).
Todas as criancgas tiveram pelo menos Criangas com .
Tan T, (2017 Trio/ | Rango 2-18 | 21 Homens/23 uma avaliagdo clinica por um geneticista fenotipos H|Se_q 2500 35.00
); Melbourne, _ - . ~ ! . ot (Mlumina, San o
Australia N= 44 anos Mulheres clinico, mas néo djagnf)s_tlcada apos a gspe,mf!cos Diego, CA). Yo
avaliagao clinica. sindromicos. ’
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g _ 5 09
Autor (Ano); g ¢ &| Idade no >3 Critério Plataforma de s %
Origem da @ = 2| momento Sexo o 3 Critério de inclusao Exclusio Sequenciament o
Populagdo | = 2 2| do estudo c°c o S o
o= 2 S
(=) (& o
Casos de X
. fragil,
As familias foram recrutadas com base .
no diagnéstico de DI em mais de um sindrome de
Harripaul R, ( | Famili o r Down e outras SOLID 5500
) _ . individuo (ou DI e / ou dificuldade de . . 51.00
2018); a/N= - - Sim . _ o sindromes (Life o
. aprendizagem para N = 13 familias; ou . %o
Pakistan/Iran 192 X " claramente Technologies).
ambos, DI e psicose dentro da familia, L
- reconheciveis
N = 5). ;
oram
excluidos.
lllumina
Kvarnung M, | Famili A apresentagdo mais comum entre os HiSeq2000 80.00
(2018); al/N= Sim pacientes foi deficiéncia intelectual (D), - (NMumina, (y
Suécia 20 observada em 14 das 20 familias San Diego, CA, °
USA)
Pacientes com
anomalias
importantes,
. . caracteristicas
Pacientes com anomalias menores L .
8 inespecificas e sinais neuroldgicos (por fenotipicas lllumina
McSherry M, | Famili range 1.5 Mulheres/7Ho ~ ~ especificas da HiSeq2000
i _ . exemplo, convulsdes) ndo foram ) ; 47.60
(2018); a/N= meses— mens (nNos Sim f e = sindrome e (NMumina, o
X . ) excluidos da classificagdo do ID nao- . . %o
Turkia 21 20anos diagnosticados N . L sinais San Diego, CA,
sindrémico, pois a maioria dos -
) ; neurolégicos USA)
pacientes com ID tem esses achados. e
especificos
foram
excluidos do
estudo
Atriagem de .
sindrome do X lllumina
HuH, (2019 | Famil sim, fragil, HiSeq2000 .
): Iran a/N= - - 40% - falta de (Mumina, 54,2%
: 404 ° g San Diego, CA,
cooperagao
USA)
parental.
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Autor (Ano); g ¢ &| Idade no >3 Critério Plataforma de s %
Origem da © = 2| momento Sexo © 3 Critério de inclusao = Sequenciament o
- €72 = w3 Excluséo = =
Populagdo | = o do estudo £'c o s
o= 2 S
(a] (& o
Para determinar o quociente de lllumina
Kahrizi K, ( Trio / inteligéncia (Ql) das criangas e seus HiSeq2000 61.00
2019 ). Irén = - - Sim pais, usamos as Escalas de Inteligéncia - (Mlumina, 0/
’ 100 Wechsler para Criancas (WISC) e San Diego, CA, °
adultos (WAIS). USA)
Nao ter
adequados
para heranga The analysis of
Deficiéncia intelectual e / ou retardo al:é%sesscas?:/::a Wgast'ggfe\évﬁﬁe
neuromotor ou * tém uma sindrome S done by
Eimas M, ( Coorte 9 Mulheres/ 15 autossdmica recessiva pré-diagnédstica Caargc;[ggsté(;s m\;gtﬁg?lgs 83.33
R I N= <16 anos Sim ou * tém vérias anomalias congénitas. O P . o
2018); Turkia o4 Homens Teste de Triagem do Desenvolvimento casamento contracted with %
de Denver Il foi usado para determinar o cogjarr:gcl: |tr:aero) uniStrarbs)iltitgsewe
retardo motor e mental em pacientes. ’
resultado cooperate
completo do With.
sequenciamen
to do exoma
Os testes padronizados de QI utilizados llumina
Kurki M, ( do incluiram : Wechsler Preschool And .
2019), | COOM€ | hascimento 171 . Primary Of Scale (WPPSI), Wechsler HiSeq2000/2500 | 44 5
LT / N= Mulheres/271 Sim . . - (Mlumina, o
Finlandia do 442 aos 71 Homens Intelligence Scale for Children (WISC) e San Dieqo. CA %
Norte anos Wechsler Adult Intelligence Scale USgA)’ '

(WAIS) para adultos.
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Autor (Ano); g ﬂ S| Idade no > 3 Critério Plataforma de 3 T
Origem da 0= 2| momento Sexo o 3 Critério de inclusao Exclus3 Sequenciament S g
Populagdo | £ @ Z| do estud = xelusao =
opulaciao o estudo c o e
[T Q S
(=] (&) T
ID idiopatica: definido como tendo o
Snoeijen- funcionamento intelectual reduzido 5500XL
Schouwenaa | Trio/ Média 24.1 55 Homens/45 (q_L_Jomente de |nte_I|genC|a_ <7.0) e sequencers.(Llfe 25.00
. _ anos - habilidades adaptativas prejudicadas - Technologies, o
rsF, (2019 ); | N=66 Mulheres . o Yo
Holanda (rango 2.8- para lidar com as demandas diarias. Carlsbad, CA,
67.6 anos) Além de incluir pacientes com USA).

funcionamento intelectual limitrofe
(quociente de inteligéncia = 70-85).
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Quadro 2: Genes envolvidos na etiologia da DI achados por trio-WES, por autor e ano de estudo. Processo e pathway (caminho o rota)
anotado para cada.

Referéncia

Gene

Funcdo do gene

Processo neurobiolégico associado

Rota associada

DE LIGT et al.,
2012

KIF5C

A proteina codificada por este gene é uma subunidade da
cadeia pesada da cinesina envolvida no transporte de
carga dentro do sistema nervoso central.Mutagdes neste
gene foram associadas a displasia cortical complexa com
outras malformacg@es cerebrais.

Transporte de proteina axonal anterégrado,
transporte dendritico anterégrado do
complexo receptor de neurotransmissor,
orientacéo do axénio, orientacdo do axdnio
do neurdnio motor, transporte da vesicula
sinaptica

MTF1

Este gene codifica um fator de transcri¢do que induz a
expressdo de metalotioneinas e outros genes envolvidos
na homeostase de metais em resposta a metais pesados

como cadmio, zinco, cobre e prata.

Desenvolvimento do sistema nervoso
central

Respostas celulares a
estimulos externos
Reactome R-HSA-8953897
Homeostase do cobre
WikiPathways WP3286
MTF1 ativa a expressao
génica Reactome R-HSA-
5660489

MYT1L

Este gene codifica um membro da superfamilia de dedos
de zinco de fatores de transcri¢cdo cuja expressao, até
agora, foi encontrada apenas em tecidos neuronais.
Muta¢des neste gene foram associadas a uma forma
autossémica dominante de deficiéncia cognitiva e ao
transtorno do espectro do autismo.

Desenvolvimento de neurbnios,
diferenciagcdo de neurbnios, especificacdo
de destino de neurdnios

Mcrae, 2017

ADNP

O peptideo intestinal vasoativo € um fator neuroprotetor
gue tem efeito estimulador do crescimento de algumas
células tumorais e inibidor de outras.

Regulacéo negativa do processo apoptotico
do neurbnio, regulacao negativa da
transmissédo sinaptica

SMARCB1

A proteina codificada por esse gene faz parte de um
complexo que alivia as estruturas repressivas da
cromatina, permitindo que a maquinaria transcricional
acesse seus alvos de forma mais eficaz.

desenvolvimento do sistema nervoso

Organizagdo da cromatina
Reactome R-HSA-4839726
Expresséo génica
(transcricéo)
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SET

A proteina codificada por este gene inibe a acetilagéo dos
nucleossomos, especialmente da histona H4, pelas
histonas acetilases (HAT).

Regulacéo negativa do processo apoptotico
de neurbnios

Ciclo celular, Reactome R-
HSA-1640170
Ciclo celular, mitético
Reactome R-HSA-69278

SCN1A

Este gene codifica uma subunidade alfa do canal de sodio,
gue sdo essenciais para a geracao e propagacao de
potenciais de acdo em células musculares e neurdnios.
Variantes alélicas desse gene estédo associadas a
epilepsia generalizada com convuls@es febris e
encefalopatia epiléptica.

Potencial de ac&o neuronal, propagacéo do
potencial de a¢&o neuronal

Snoeijen-
Schouwenaars
FM, et al. 2019

CASK

Este gene codifica uma serina proteina quinase que sao
proteinas-esqueleto e a proteina codificada esta localizada
nas sinapses do cérebro. Mutag8es neste gene estdo
associadas a sindrome FG 4, deficiéncia intelectual e
microcefalia com hipoplasia pontina e cerebelar, e uma
forma de deficiéncia intelectual ligada ao X.

Secrecéo de neurotransmissor, regulagéo
da exocitose da vesicula sinaptica

Sistema neuronal Reactome
R-HSA-112316
Receptores de

neurotransmissores e
transmissao de sinal pos-
sinaptica, Reactome R-HSA-
112314
Ciclo de liberacéo de
neurotransmissor, Reactome
R-HSA-112310

Interag8es proteina-proteina

nas sinapses, Reactome R-
HSA-6794362

CACNA1A

Este gene codifica a subunidade alfa-1A, e medeiam a
entrada de ions de calcio nas células excitaveis e também
estdo envolvidos em uma variedade de processos
dependentes de célcio, incluindo contragdo muscular,
liberag&o de hormonio ou neurotransmissor e expresséo
génica, que é predominantemente expressa em tecido
neuronal. Mutacdes neste gene estdo associadas a 2
disturbios neurolégicos, enxaqueca hemiplégica familiar e
ataxia episodica 2.

Transmissédo singptica quimica, modulacdo
da transmisséao sinaptica quimica

Caminho da vesicula
sinaptica, WikiPathways
WP2267
Transmissao através do de
Sinapses Quimicas,
Reactome R-HSA-112315

STXBP1

Este gene codifica uma proteina de ligacéo a sintaxina. A
proteina codificada parece desempenhar um papel na
liberacao de neurotransmissores por meio da regulacéo da
sintaxina, um receptor de proteina de fixacdo
transmembrana. Muta¢cdes neste gene foram associadas a
encefalopatia epiléptica infantil-4.

Depresséo sinptica de longo prazo,
regulacé@o negativa do processo apoptotico
do neurdnio, regulacao negativa da
transmisséo sinaptica, GABAergica,
transmissao sinaptica neuromuscular,
secre¢do de neurotransmissor,
neurotransmissao

Neurexinas e neuroliginas
Reactome R-HSA-6794361
Sistema neuronal Reactome

R-HSA-112316

Interag8es proteina-proteina
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nas sinapses Reactome R-

HSA-6794362

SCNB8A

A proteina codificada é essencial para a rapida
despolarizacdo da membrana que ocorre durante a
formacao do potencial de agdo em neurdnios excitaveis.
MutagBes neste gene estdo associadas a deficiéncia

cognitiva, atrofia pancerebelar e ataxia.

Mielinizagdo, desenvolvimento do sistema
nervoso, potencial de agéo neuronal.

FOXG1

A proteina codificada, que funciona como um repressor da

transcri¢éo, é altamente expressa nos tecidos neurais
durante o desenvolvimento do cérebro.

Desenvolvimento do cérebro,
regulacéo positiva da diferenciacéo
neuronal

Associada
a Sindrome de Rett
WikiPathways WP3584
Transcricdo de RNA
polimerase Il Reatome R-
HSA-738572

SLC6A1l

A proteina codificada por este gene remove o GABA da
fenda sindptica, restaurando-o para os terminais pré-
sinépticos

Organizagéo de sinapses

Rota da benzodiazepine,
Pharmacodynamics
PharmGKB PA165111376
Fragil X sindrome
WikiPathways
WP4549P2882

NEXMIF

Uma inversdo no cromossomo X que foi associada a
deficiéncia cognitiva ligada ao X.

Regulacéo negativa da migragéo de
neurdnios

PURA

Este produto do gene € uma proteina de ligacdo ao DNA
de fita simples e esta implicado no controle da replicagédo
e da transcricdo do DNA.

Desenvolvimento do sistema nervoso

Regulacéo do ciclo
circadiano WikiPathways
WP410

Tan, 2017

NIPBL

Este gene codifica uma proteina que facilita a
comunicacao potenciador-promotor de potenciadores
remotos e desempenha um papel na regulacdo do
desenvolvimento.

Desenvolvimento do cérebro

Ciclo celular Reactome R-
HSA-1640170
Ciclo celular, Mitotico
Reactome R-HSA-69278

ANKRD1
1

A proteina codificada por esse gene esta localizada no
nudcleo das células endoteliais e é induzida por
estimulacdo com IL-1 e TNF-alfa.

Regulacéo positiva do desenvolvimento da
projecdo de neurdnios

Metabolismo de lipidos
Reactome R-HSA-556833

EP300

Funciona como histona acetiltransferase que regula a
transcricdo via remodelagdo da cromatina e é importante
nos processos de proliferacao e diferenciacao celular.

Aprendizagem ou memaria

Regulacéo do gene de
células-tronco
hematopoéticas pelo
complexo GABP alfa / beta
Ciclo celular, reator mitotico
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R-HSA-69278
Resposta celular a hipdxia
Reactome R-HSA-2262749

ARID1A

Este gene codifica um membro da familia SWI/ SNF,
cujos membros tém atividades helicase e ATPase e sédo
pensados para regular a transcricdo de certos genes. Em
segundo lugar, o terminal C da proteina pode estimular a
ativacéo da transcricdo dependente do receptor de
glicocorticoide.

Desenvolvimento do prosencéfalo,
fechamento do tubo neural

A proteina codificada por este gene é uma subunidade

Doenca de Alzheimer

critica dos receptores N-metil-D-aspartato, que WikiPathways
GRIN1 | desempenham um papel fundamental na plasticidade das Desenvolvimento cerebral WP2059;Reactome R-HSA-
sinapses, que se acredita ser a base da memoaria e do 9609736
aprendizado. Orientagdo do ax6nio
Reactome R-HSA-422475a
Essas duas proteinas funcionam como subunidades ARID
ARID1B alternativas e mutuamente exclusivas do complexo SWI/ i

SNF. Os complexos associados desempenham papeis
opostos.

Transmisséao singptica neurénio-neurdnio
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Quadro 3: Descri¢gao dos estudos que investigaram niveis de Cortisol e Neurodesenvolvimento incluidos na revisédo sistematica da

literatura.
Desfecho principal . .
Autor, ano,|Amostra . o Medida de cortisol e
. (Instrumento de avaliagao- . Estatistica Resultados
pais (N) . (Amostra-método)
idade)
Altos niveis de ansiedade
especifica da gravidez no
meio da gravidez predizem
escores de desenvolvimento
mental e motor mais baixos
Huizink, A . Desenvolvimento motor e Saliva materna - Analise multivariada de  |aos 8 meses (p <0,05). Os
2003 170 mental (Escalas Bayley de radioimunoensaio covariancia valores matinais de cortisol
(Holanda - Desenvolvimento Infantil- 3, 8  |(competitivo com (MANCOVA)/Regressao [no final da gravidez foram
Europa) meses) anticorpo policlonal) |Logistica negativamente relacionados
ao desenvolvimento mental e
motor aos 3 meses (p <0,05
ep <0,005, respectivamente)
e ao desenvolvimento motor
aos 8 meses (p <0,01).
Os niveis de cortisol materno
foram negativamente
LeWinn, K . QI da crianca (Escala de Sangue mqterna - o relacionados ao Ql de.escala
A imunoensaio Regresséo linear com um |total, o QI verbal de criangas
2009 (USA| 832 |inteligéncia Wechsler para o . . - :
o . enzimatico e efeito aleatodrio no quintil mais alto de
- América) criangas - 7 anos)

radioimunoensaio

exposicao foi 3,83 pontos
mais baixo (Cl 95%: -6.44 to -
1.22).
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Desfecho principal

Autor,’ano, AT (Instrumento de avaliagao- ULIEEICE c?rtlsol Estatistica Resultados
pais (N) . (Amostra-método)
idade)
A exposicao pre-natal ao
Bergman Apego beb_é—mée (teste de cortisol,.previu neg.a.tivamente
K. 2010’ “S_drange Situation” de . Sangue ma’Ferpo e o o a capacidade cogpltlva do
(Londres - 125 JAinsworth) e Desenvolvimento I|'qu.|dlo amnlétlcg - Regressao linear multipla |bebé. Essa associagao era
Europa) Infantil (Escalas Bayley- média |radioimunoensaio inexistente em criangas que
17 meses) tinham um anexo seguro
(r(70).05, ns).
Niveis elevados de
ansiedade materna
Davis. E. . Saliva matgrna - . gspgciﬁca da.gravidez no
2010 ([JSA 125 De.senvolwr.nento.mental e imunoensaio I\/.Iod’elag.em linear !n|'C|o da gravidez foram
- América) psicomotor infantil (Escala de  |competitivo de hierarquica (HLM) independentemente
Bayley - 3, 6 € 12 meses) luminescéncia associados a menores
escores de desenvolvimento
mental em 12 meses.
Disturbios do
neurodesenvolvimento o _ o
Symons, F. associados a deficiéncia o _ |Kruskal-Wallis/ U de Os niveis de cortisol diferiram
2011 (USA-| 51 intelectual e comportamento Sallya - imunoensaio Mann-Whitney/ Analises significativamente (p <0,01)
América) auto lesivo cronico (SIB) (Nivel enzimatico de correlagao entre o grupo SIB e o grupo

de deficiéncia intelectual em
adultos) com base nos niveis do
DSM-IV - leve, moderado, grave

controle (SIB> controle).
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Desfecho principal

Autor,’ano, aposte (Instrumento de avaliagao- Medida de c<’)rt|sol Estatistica Resultados
pais (N) . (Amostra-método)
idade)
ou profundo-intervalo, 20-65
anos)
DI leve ou moderada (O |ndIYIdUOS com NDI elX|bem um
; perfil de secrecao diurna de
suplemento do cuidador do . o
~ cortisol, qualitativamente
Glasgow, Escala de depresséao Testes t de amostras ~
; . semelhante ao da populacao
Presland, A. e ansiedade de Glasgow para . . . independentes ou .
) Saliva - imunoensaio adulta normal e saudavel.
2013 (UK - 16 |pessoas com DI; Escala de enzimatico emparelhadas / Também houve alauma
Europa) Ansiedade de Autoavaliagao de Correlagdes (r de 9

Zung para adultos com ID;
Escala de agressao aberta
(MOAS)- média 42,9 anos)

Pearson)

evidéncia de que a secregao
de cortisol foi afetada pela
ansiedade e uma histéria
recente de agresséo.
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Desfecho principal

Autor,’ano, AT (Instrumento de avaliagao- LSl G c?rtlsol Estatistica Resultados
pais (N) . (Amostra-método)
idade)
Desenvolvimento Cognitivo, e . " .
desenvolvimento motor fino gsrzoiglzomaafn??:let:c?r fr(i)slco
(Listas de verificacdo de de desenvolvimento motor
vocabulario resumidas de fino néo ideal (OR por
Saridjan, N. MacArthur- 18 meses / Saliva crianga - Inclinacio 1-SD- 0 24 Ic
2014 Desenvolvimento cognitivo ndo |[imunoensaio com Testes t/ Mann-Whitney/ ) ¢ NN
364 - ~ I 95%: 0,57-0,96, p = 0,03), e
(Holanda - verbal (Parent Report of deteccao de Regressao logistica UM menor risco de atraso no
Europa) Children’s Habilidades 30 quimioluminescéncia . .
. desenvolvimento cognitivo
meses) / Desenvolvimento n3o verbal (OR por 1-SD
motor fino (Inventario de ) o .
Desenvolvimento Infantil de ggg Of% (I)(23)95 %: 0,38
Minnesota (MIDI)- 18 meses) I8 P EEEL),
Em meninos os niveis de
cortisol foram negativamente
Andiarena, Avaliagao do desenvolvimento . . assocnado.s ao
s . Saliva crianca - I desenvolvimento
A. 2017 cognitivo e psicomotor (Escalas |. . Regressao linear . :
186 . ) ._limunoensaio . socioemocional
(Espanha - McCarthy de habilidades infantis enzimatico multivariada [comportamentos autistas:
Europa) (MSCA)- 4 anos) P '

Razao da Taxa de Incidéncia
(IRR)=1,6, p=0,039; IC de
95% =1,01 a 2,41].
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Desfecho principal

Autor, ano,|Amostra . Medida de cortisol e
. (Instrumento de avaliagcao- . Estatistica Resultados
pais (N) . (Amostra-método)
idade)
Bebés cujas mées tiveram
maior sofrimento pré-natal
Saliva materna e expressaram um
Haselbeck, Desenvolvimento motor e ; ) temperamento mais dificil e
" crianga - cromatografia ~ )
C. 2017 49 cognitivo (Teste liquida acoplada a Correlagdes (r de menor desenvolvimento
(Alemanha Entwicklungstest ET 6-6 e g Pté Pearson) motor fino aos 16 meses.
espectrometria de .

— Europa) Escala de Bayley- 16 meses) massa Nenhuma associagéo péde
ser mostrada entre
sofrimento materno pré-natal
e cortisol salivar infantil.
Biomarcadores inflamatorios

~ . maternos e os niveis de
Funcgao e desenvolvimento . .
Osborne, S. Saliva materna e . . cortisol foram
neurocomportamental (Escalas | . ; . |Modelo Linear Geralizado .

2018 (UK-| 106 . crianga - imunoensaio correlacionados com a

de Bayley de Desenvolvimento o (GLM)
Europa) enzimatico resposta ao estresse do

Infantil aos 12 meses)

bebé, sugerindo uma ligagao
mecanicista.
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Autor, ano, |/Amostra SR prlnmp.al ~ Medida de cortisol o
. (Instrumento de avaliagcao- . Estatistica Resultados
pais (N) . (Amostra-método)
idade)
Atraso do desenvolvimento
psicomotor (Teste de
desenvolvimento psicomotor: O déficit do desenvolvimento
Haquin- ASQ-3 (em cinco dominios: . psicomotor: foi de 2,3% e
. L Saliva materna e . .
Macari, G. 4o  |comunicacdo, bom crianca - Testes Fisher 28,5% entre as criangas dos
2019 (Chile habilidades motoras, ne : e Mann-Whitney grupos comparados, mas nao
o . radioimunoensaio . . e
- América) habilidades motoras grossas, tiveram diferenca estatistica
resolucao de problemas e (p = 0,06).
relacdes interpessoais)- <2
anos)
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11 ANEXOS

Anexo 1: Parecer do CEP: Deficiéncia Intelectual em uma Coorte de
Nascimentos: Investigacao através do Sequenciamento de Exoma.

UFPEL - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PELOTAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Deficiéncia Intelectual em uma Coorte de Mascimentos: Investigacdo através do
Sequenciamento de Exoma

Pesquisador: Luciana Tovo Rodrigues

Area Tematica: Genética Humana:
{Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue nao necessita de analise
elica por parte da CONEP;),

Versdo: 2
CAAE: 85708318.6.0000.5317
Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.426.180

Apresentagio do Projeto:

As doencas genéticas, muitas vezes associadas ao atraso no desenvolvimento infantil, apesar de raras
individualmente, sdo frequentes em seu conjunto, somando 5000 tragos génicos, anomalias cromossdmicas
e doengas multifatoriais. Cerca de 3% dos recém-nascidos apresentam defeitos congénitos (incluindo
causas genéticas e nao genéticas) e um nimero adicional apresenta doengas genéticas graves que irdo
manifestar-se mais tardiamente. Estudos de coorte em paises desenvolvidos tém contribuido enormemente
para que se possa entender as conseqguéncias, a longo prazo, das condigdes iniciais de vida. Fora desses
paises, tais estudos sao raros. Este estudo se propde a prosseguir avaliando uma coorte de

criangas com deficiéncia intelectual (D1) de etiologia ndo esclarecida, acompanhadas desde o nascimento.
Tais criancas j& passaram por extensa avaliagdo genético clinica, exames laboratoriais, como por exemplo,
citogenéticos e moleculares e testagem de QI. Além disso, dispomos de farta guantidade de informacgao
cobrindo a gestagio, o parto e os primeiros anos de vida, aliando o estudo clinico e laboratorial do
problema, com as condigbes sociodemograficas, estilo de vida dos pais, gestagao, caracteristicas do parto,
morbidade ao longo dos primeiros anos de vida e escolaridade. Alguns estudos ja esclareceram a
frequéncia de ocorréncia da Dl e de suas causas na Coorte 2004. O aconselhamento genético para as
familias nos casos confirmados de
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doengas genéticas e a adeguada orientagdo e monitoramento a todos os casos avaliados foram oferecidos.
Assim, um novo acompanhamento para aqueles cuja causa ainda nao foi esclarecida seria benéfico. A
reavaliagio periddica nos casos de DI sem eticlogia esclarecida segue recomendagbes previamente
estabelecidas. A investigagao laboratorial por meio do sequenciamento de exoma esta incluida nas
recomendacgies. Porém, estudos de coorte de DI utilizando tal técnica sao raros, Este projeto tem como
objetivo reavaliar pacientes com DI sem etiologia definida pertencentes & Coorte 2004 e seus pais,
buscando identificar mutagdes de novo, como causa da DI

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Reavaliar pacientes com DI sem etiologia definida pertencentes & Coorte 2004 e seus pais, buscando
identificar mutagdes de novo, como causa da DI,

Chbjetivos Secundarios:

1. Investigar a etiologia da DI através de seguenciamento de exoma completo em pacientes selecionados,
previamente avaliados através de avaliagao clinica (genética e pediatrica) e laboratorial (bioguimica,
citogenética e molacular);

2. Reavaliar os individuos afetados e seus pais,

3. Coletar material biologico dos pais destes individuos e realizar o sequenciamento do exoma para
viabilizar a investigagdo bioldgica, ou seja, identificar mutagoes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue pode representar um pequeno desconforto para oblengdo de material bioldgico, Tudo &
feito com a maxima higiene, Sera utilizado um conjunto de materiais exclusivamente para cada pessoa.
MNada sera reutilizado.

Beneficios:

C estudo trara beneficios diretos a familia do participante, uma vez que podera esclarecer a causa da
deficiéncia intelectual. Muitas vezes identificando a causa, se pode orientar melhor a familia, a escola e
outros médicos que acompanham o participante. Além disso, se identificado um problema genético, também
serdo dadas orientacies e podera ser eliminada a chance de o mesmo problema se repetir na familia.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma emenda de um projeto aprovado anteriormente pelo CEP/FAMED, com o objetivo
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de solicitar a alteracao da fonte de material biologico a ser coletado previsto no protocolo de pesquisa
supracitado. Adicionalmente, a coleta nao foi realizada aos 11-12 anos de idade por falta de recursos.
Deseja-se, assim, alterar a idade para a coleta. A populacao alvo deste estudo se compée de adolescentes,
atualmente com 14-15 anos de idade, apresentando deficiéncia intelectual (DI) e largamente investigadas
cuja causa da DI ndo foi esclarecida. Tais criangas sdo acompanhadas desde o nascimento e fazem parte
de um estudo maior: a Coorte de Nascimentos de 2004 de Pelotas (RS). Justificativa O estudo da DI em
uma abordagem epidemiologica nao & muito comum. Nosso estudo se propde a prosseguir avaliando uma
coorte de criangas com DI de etiologia ndo esclarecida, acompanhadas desde o nascimento. Tais criangas
ja passaram por extensa avaliagao genético clinica, exames laboratoriais, como por exemplo, citogenéticos
e moleculares e testagem de Q.

Além disso, dispomas de farta quantidade de informagéo cobrindo a gasta;:én. o parto & 0§ primeairos anos
de vida, aliando o estudo clinico & laboratorial do problema, com as condigcies sociodemograficas, estilo de
vida dos pais, gestacao, caracteristicas do parto, morbidade ao longo dos primeiros anos de vida e
escolaridade. O aconselhamento genético para as familias nos casos confirmados de doengas genéticas e a
adeqguada orientagdo e monitoramento a todos os casos avaliados foram oferecidos. Assim, um novo
acompanhamento para agqueles cuja causa ainda nao foi esclarecida seria benéfico. A reavaliagéo periddica
nos casos de DI sem etiologia esclarecida segue recomendagtes previamente estabelecidas [Curry et al,
1997, Shevell M et al, 2003]. A investigagaoc laboratorial por meio do sequenciamento de exoma esta
incluida nas recomendagdes. Porém, estudos de coorte de DI utilizando tal técnica séo raros. A presente
emenda se propbe a solicitar a alteracao do tipo de material bioldgico fonte de DNA para o sequenciamento
de exoma. Pretende-se coletar sangue venoso ao invés de saliva, como estava previsto no protocolo de
pesquisa aprovado. Tal alteragdo metodolégica esta centrada no fato de leucocitos fornecerem DMNA de
melhor gualidade, monos degradado e menos contaminado por proteinas, e em maior quantidade que a
saliva, o que é a situagao ideal para obtengao de dados mais confiaveis fornecidos pelo sequenciamento de
DNA. O sangue venoso sera coletado do participante e de seus pais bioldgicos por enfermeiro ou técnico
em enfermagem durante a visita do acompanhamento de 15 anos da coorte de 2004, que ocorrera entre
outubro de 2019 a julho de 2020, Apds a coleta, o DNA sera extraido por meio da técnica de "salting out”,
como procedimento padrdo do laboratério do Centro de Pesquisas Epidemioldgicas. As amostras serdo
armazenadas a -800C nos freezers que constituem o atual biorrepositério das coortes de nascimentos de
Pelotas, localizado no laboratério da sede do Programa de Pos-Graduagdo em Epidemiologia da UFPel.

Apos, sera
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realizado o seqguenciamento dos trios em laboratério colaborador da pesquisa com expertise na
metodologia. Para a realizagdo de tal procedimento, o TCLE do estudo foi reformulado e encontra-se em

anexo,

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
TCLE adequado.
TCLE para registro fotografico adequado.

Recomendagdes:
Aprovado

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Sem pendéncias.

Pesquisa relevante para o estudo genético de causas de Deficiéncia Intelectual.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguiva Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_138262 19/06/2019 Aceito
do Projeto 9 E1.pdf 00:15:44
TCLE / Termos de | TCLE_emenda.docx 19/06/2019 |Luciana Tovo Aceito
Assentimento / 00:12:30 |Rodrigues
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Anexo 2: Parecer do CEP: Coorte de Nascimentos de Pelotas de 2004:
Acompanhamento dos 15 anos de idade.

UFPEL - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PELOTAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Coorte de Nascimentos de Pelotas de 2004 Acompanhamento dos 15 anos de idade

Pesquisador: Luciana Tovo Rodrigues

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 20183419.1.0000.5317

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina
Patrocinador Principal: Ministério da Salde

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.676.783

Apresentagao do Projeto:

COs estudos de coorte de nascimentos envolvem a definigdo de um grupo de nascidos vivos em determinado
periodo de tempo e incluem o monitoramento de saude dos participantes ao longo de suas vidas. Apesar do
alto custo destes estudos e do tempo gue & necessario para que determinados resultados estejam
disponiveis, sua importincia & crescente e vem do reconhecimento de que muitos dos problemas que
afetam a vida adulta tém sua origem no inicio da vida, incluindo a gestagao (Barker DJ, 1989; Kuh D, 2003).
Apenas estudos que consigam coletar dados ao longo da vida terdo informacdo em qualidade & quantidade
suficientes para explorar estas questdes. Nesse contexto, apresentamos uma proposta de investigagao
cientifica que contempla as atividades a serem conduzidas no acompanhamento dos 15 anos de idade da
Coorte de Mascimentos de 2004, gque focalizam temas de alta prioridade, ligados a salde do adolescente:
precursores das doengas crinicas do adulto e composigao corporal, incluindo a epidemia de obesidade. O
projeto aborda também aspectos essenciais para a saude integral (fisica e mental) e avaliara os
determinantes precoces da salde na adolescéncia. Os desfechos principais incluem a nutrigdo, composigao
corporal, precursores de doengas cronicas complexas, saude fisica e mental, sono, nivel cronico de
estresse, violéncia doméstica e ambiental e capital humano.
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Continuagao do Parecer: 3.676.783

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar e descrever as condigbes dos integrantes da coorte de nascimentos em Pelotas no ano de 2004, no
ano em que completam 15 anos de idade, em relagio a nutrigdo, composigdo corporal, salde fisica e

mental, sono, nivel crénico de estresse e violéncia doméstica e ambiental.

Objetivos Secundarios:

1) Investigar os determinantes de consumo alimentar & da composigao corporal.

2) Estudar os fatores associados a salde fisica & mental.

3) Avaliar os niveis de estresse crdnico medido por cortisel capilar em adolescentes e examinar seus
determinantes.

4) Estudar os fatores associados a violéncia doméstica e ambiental.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos do estudo s30 minimos. O estudo nao envolve riscos para a saude do participante. Porém, iremos
fazer muitas perguntas e pode ser que algumas delas possam deixar o participante pouco a vontade. Se
houver qualquer desconforto, o participante podera deixar de responder qualguer pergunta que desejar ou
interromper a participagio

Beneficios:

Cs beneficios do projeto serdo indiretos. Os resultados poderdo servir de base para programas visando
prevenir doencgas comuns na fase adulta, como diabetes, doengas cardiovasculares, doengas mentais,
tumores, entre outras. Resultados que possam ter interesse para o individuo ou importéncia pratica para a
vida diaria (peso, altura, IMC, percentual de gordura corporal, pressao arterial e circunferéncia da cintura,
quadril e da coxa) serfo fornecidos diretamente ao adolescente ou ao seu responsavel ao finalizar a
entrevista.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de emenda de um projeto aprovado anteriormente pelo CEP/FAMED, com o objetivo de incluir de
dois instrumentos de pesquisa no estudo. A primeira, refere-se a questbes de papeéis de género na
sociedade, composta por 20 gquestoes, a serem aplicadas aos adolescentes, presentes no questionario
confidencial. Cada vez mais nossa sociedade tem tomado consciéncia da importancia de se entender e
progredir em termos de igualdade de

género no Brasil. Temos registro de desigualdade importantes do ponto de vista de remuneracao,
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Conlinuagao do Parecer; 3.678.783

com as mulheres percebendo salarios significativamente mais baixos gue os homens, muita baixa presencga
feminina na representagéo politica e um quadro muito preoccupante em relagio a violéncia relacionada a
género e feminicidios. Em vista disso, é essencial conhecer melhor como nossos adolescentes percebem os
papéis sociais de homens & mulheres, suas responsabilidades e a aceitabilidade da violéncia. Assim,
incluimos no questionario a ser respondido de forma andnima pelos adolescentes sobre papéis de género
para aprofundar nosso conhecimento sobre esta questdo. Ainda, no questionario confidencial do
adolescente, em virtude da popularizagdo do uso de cigarros eletrénicos em nivel mundial, optou-se por
incluir questdes referentes a isso. O segundo grupo de guestes a serem incluidas refere-se a questbes de
uso de substancias psicoativas, aplicado as maes dos adolescentes, por meio do instrumento ASSIT em um
questionario confidencial, ndo previsto no protocolo original (Alcohol, Smoking and Substance Involvement
Screening Test, APENDICE 2). Este instrumento foi desenvolvido pela Organizagio Mundial da Saude
(OMS) & tem o objetive de detectar o uso de alcool, tabaco e outras substancias psicoalivas, Este
instrumento foi traduzido para varias linguas, inclusive para o portugués falado no Brasil, ja tendo sido
testado quanto & sua confiabilidade e factibilidade (WHO, 2002).

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
oK

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
oK

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Anexo 3: Metodologia para coleta e afericao do cortisol capilar.

MANUAL PARA COLETA DE CABELO COORTE 2004

Acompanhamento 15 anos (2019-2020)
=> Instrucdes de coleta para o PARTICIPANTE

1. Explicar a coleta ao participante. Deixar claro que:
Vocé precisara coletar aproximadamente uma quantidade equivalente ao didametro de um lapis da

regido da cabega conhecida como “coroa”, conforme figura 1 abaixo:

Figura |

2. Pedir ao participante que fique sentada(o) em uma cadeira.
= Em caso de recusa ou questionamentos sobre o corte de cabelo, mostrar a quantidade de cabelo
que sera coletado usando o mostrudrio e tentar reverter a recusa.
2 INSTRUCOES DOS PROCEDIMENTOS DE COLETA
= Descriciio do material de coleta

1. Tesoura

o

Folhas papel toalha

Alcool 70%

Clipe de escritorio (1)

Etiquetas de identificagdo doparticipante
Medidor de coleta

Lixo contaminado

© NS kW

Secador de cabelo
9. KIT de coleta

= Descricio do kit de coleta

[—

Saco Ziplock

o

Cartao de papel
Papel toalha

3
4. Pente e clipes de cabelo (2)
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5. Clipe de escritorio (1)
6. Barbante
= Organizacio do Material
» Em uma mesa, organizar o kit de coleta;
» Abrir o kit de coleta na frente do participante a ser coletado. A coleta seré feita apenas
no adolescente;
» Registrar no caderno de campo a coleta;
» Iniciar o preenchimento da folha de coleta;
» Higienizar a tesoura de coleta de cabelo na frente do participante;
» Identificar o material de coleta com a ctiqueta contendo o ID e nome do participante a
ser coletado;

» Abrir o cartdo de armazenamento do cabelo cortado.

Vocé precisara coletar aproximadamente uma quantidade equivalente ao diametro de um lapis

coletados SOMENTE da regido da cabega conhecida como “coroa”, conforme figura 2 abaixo.

Ansterrva ¢ Cobers

Figura 2

PASSO A PASSO PARA A REALIZACAO DA COLETA DO CABELO

A) O participante deve estar sentado perto da mesa do coletador. Posicionar-se atras do participante,
a fim de tirar a amostra da “coroa” posterior da cabega (figura 3). Nao coletar cabelo da parte superior
da cabeca; os niveis de cortisol sdo diferentes e queremos garantir a padronizagio das amostras. Se o

cabelo estiver molhado, usar o secador de cabelo.

Figura 3
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B) Higienizar as mdos antes da coleta.

C) Na parte de trés da cabega, tragar uma linha imagindria acima da ponta da orelha, separar o cabelo
e o prender com um clipe acima da area a ser coletada se o participante tiver cabelo longo;

D) Selecionar a mecha de cabelo a ser coletada, torcer o feixe de cabelo se possivel, usar o medidor
de cabelo para verificar a quantidade adequada de cabelo, enlagar a mecha com o barbante e ajustar
para cortar o cabelo o mais rente possivel do couro cabeludo (lado das raizes) com a tesoura sem
ponta.

ATENCAOQ! Para ajudar na quantidade necessaria da coleta de cabelo, utilizar o cartio coletor para

medir, abrindo-o e colocando a mecha selecionada no orificio (Figura 4).

Figura 4
INSTRUCOES PARA CORTE DE CABELO DE DIFERENTES TAMANHOS

» Se o cabelo for curto:

Se o cabelo a ser coletado tiver menos que 3,0 cm, a quantidade de cabelo devera ser o dobro
da sugerida para coleta. O cabelo podera ser coletado de diversos pontos para prevenir falhas
esteticamente indesejaveis.

Utilizar o pente na linha imaginaria para ajudar no corte da mecha de cabelo. Usar um pente
para levantar o cabelo, colocar a tesoura perto do couro cabeludo e cortar duas ou trés vezes seguindo
a linha imaginaria. Usar o cartdo de coleta para sustentar os fios que estdo sendo cortados. O corte
deve ser feito transversalmente, ndo no formato de mecha.

OBS.: O cartao de coleta contém a medida de 3,0 cm impresso para indicar o tamanho da mecha do
cabelo a ser cortado.

» Se o cabelo for muito curto:

Se cabelo for muito curto: Seguir o corte natural da nuca ou das laterais, conforme o corte do
cabelo do participante de maneira a ndo prejudicar a estética.

OBS.: Cortar o cabelo diretamente no cartdo de papel.



E) Uma vez que a amostra de cabelo foi coletada, colocar os fios de cabelo no meio do cartio,
cuidando para que a ponta do cabelo mais proxima da raiz (ou couro cabeludo) fique voltada para a
direciio da seta, ao longo da linha pontilhada, e fechar o cartio;

OBS: o cartio contém a indicagio da direcdo correta que o cabelo dever ser armazenado.
F) Fixar a amostra de cabelo no cartio dobrado, utilizando o clipe de escritorio.

() Colocar o cartio identificado no saco Ziplock e selar o saco;

H) Oferecer o pente ¢ o grampo de cabelo utilizado ao participante caso queira levar para a
casa. Se ele(a) ndo quiser, descartar no lixo contaminado;
[) Descartar os papeis utilizados na higienizagio das tesouras no lixo contaminado;

I) Higienizar as mdos depois da coleta.
» FINALIZACAO

Preencher a folha de coleta respondendo as questdes e adicionar as observagoes de coleta,
comeo tamanho de cabelo, dificuldades, imprevisto ou qualquer informagio ndo prevista no protocolo
que julgue relevante para o procedimento. Indicar com um “X" no esquema o los i coletada
4 amostra.

Ndo se esqueca de registrar a coleta no REDCap.
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LEVAR AAMOSTRA IDENTIFICADA E FICHA DE COLETA

CORRETAMENTE PREENCHIDA NA RECEPCAO DEIXANDO NA

CAIXA DE COLETA DE AMOSTRAS
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COORTE 2004 - 15 anos (2019) - COLETA DE CABELO
1) ID:

2) Nome da Entrevistadora :

3) Nome do participante:

4) Data da coleta: f i 5) Horaro de inicio da coleta de cabelo :
) Coleta: (1) OK (2) PERDA (3) RECUSA

7) Observagaes sobre a coleta do cabelo:

&) O cabelo estava oleoso? (0) Néio (1) Sim (2) Néo sei

9) O cabelo tinha alguma quimica (mesmo que nio tenha sido relatado)? (0) Nao (1) Sim (2) Nio
Sei

10 O cabelo tinha piolho? (0) Nao (1) Sim (2) Nio sei
11) O cabelo tinha léndea? (0) Nao (1) Sim (2) Ndo Sei

Laboratério (Preenchimento EXCLUSIVO no laboratdrio)

( ) Curto () Curto/pouco { ) Comprido ()
Comprido/pouco

Observacdes:
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CORTE DE CABELO
Medir com uma régua 3cm de cabelo (extremidade do couro cabelo/ponta final do cabelo), cortar a

amostra de cabelo e guardar no tubo ja identificado para aguardar a etapa de lavagem.

LAVAGENS
Lavagem 1
1) Adicionar 12 mL de isopropanol no tubo falcon com a amostra de cabelo;
2) Inverter manualmente o tubo falcon por 2 minutos;
3) Deixar o cabelo no fundo do tubo e descartar o isopropanol sem perder a amostra de cabelo.
Lavagem 2
1) Adicionar 12 mL de isopropanol no tubo falcon com a mostra de cabelo;
2) Inverter manualmente o tubo falcon por 2 minutos;
3) Retirar a tampa ¢ higienizar a parte superior do tubo falcon;
4) Deixar o tubo falcon aberto por 48 horas para secar (protegido por tenda de papel aluminio);
5) Apos as 48hs, triturar a amostra de cabelo do tubo falcon.

MOAGEM DO CABELO

1) Colocar 4 bolas na extremidade mais rasa do tubo da moagem e a amostra de cabelo na
extremidade mais funda do tubo;

2) Utilizar uma pinga para retirar amostra de cabelo do tubo falcon para o tubo da moagem;

3) Limpar todo material com etanol entre as amostras (inclusive a borracha de vedagdo);

4) Colocar a amostra no Cryomill e deixar correr por 3 minutos na frequéncia de 25 Hz;

5) Remover o tubo da moagem do equipamento Cryomill, bater na superficie em ambos os lados
do frasco (FECHADO) por 2 minutos para soltar particulas de cabelo das paredes do mesmo;

6) Pesar e zerar o papel da moagem (papel aluminio);

7) Depositar o cabelo moido, no papel da pesagem (papel aluminio);

8) Abra o tubo com a ponta rasa no topo;

9) Usar colher e pincel para retira todo o p6 de cabelo do papel;

10) Bater o papel de pesagem na balanga, pesar o cabelo em p6 para que fique entre 0,03 e 0,035
¢ (registre o valor real) (descarte o pod restante se houver);

11) Depositar no tubo eppendorf de 2,0 mL o pd de cabelo;

12) Adicionar 1,0 mL de alcool absoluto + p6 de cabelo, agitar o tubo;

13) Colocar o tubo eppendorf maquina Mix-All - ajuste a 22 rpm por 48h.

EXTRACOES

Primeira Extra¢do das amostras

1) Passar as amostras no vortex por 2-3 segundos,

2) Centrifugar a 3500 rpm por 15 minutos; ao remover da centrifuga, deve se formar um pellet
no tubo

3) Enquanto os tubos estdo na centrifuga, dispor novos tubos eppendorf de 2,0 mL para pipetar
o sobrenadante do tubo prévio *;

4) Pipetar 800 puL do sobrenadante no tubo identificado (novo)*
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5) Deixar os tubos com o sobrenadante® aberto, secando de 24-48 horas para garantir a
evaporagdo completa do solvente;

6) Adicionar 1,0 mL de alcool absoluto aos tubos originais que continham o pellet, agitar para
misturar;

7) Colocar o tubo original com pellet +alcool no agitador por outras 48horas.

Segunda Extracgio de sobrenadante

8) Passar as amostras que estavam no agitador overnight (original) no vortex por 2-3 segundos,

9) Centrifugar a 3500 rpm por 15 minutos;

10) Pipetar 1000 pL do sobrenadante para o microtubo com o asterico™;

11) Secar tubos de 24-48 horas para garantir a evaporagao completa do solvente

12) Eluir a amostra em 150 pL tampdo laranja Salimetrics (diluente do ensaio);

13) Passar vortex nas amostras (5 segundos) até que esteja totalmente dissolvida;

14) Deixar descansar por 24 horas;

15) Antes do ensaio, centrifugar a amostra 2.800 rpm durante 10 minutos.
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ALTERACOES NO PROJETO DE PESQUISA

Ao longo da execucao da tese algumas modificacdes dos artigos planejados foram
necessarias. A seguir, serdo expostas as alteracdes realizadas e suas fundamentagoes.

Artigo 1: “Sequenciamento do exoma completo na caracterizagdo e investigacao da
etiologia da deficiéncia intelectual: uma revisao sistematica. ”

Os termos da chave de busca nas bases bibliograficas do primeiro artigo (artigo de
revisdo) proposto no projeto foram alterados, o que resultou em maior especificidade e
sendo mais coeso com os critérios de inclusao e exclusao dos artigos buscados. A chave
utilizada foi: ("intellectual disability" OR "mental retardation” OR "mental deficiency" OR
"developmental disorders" OR "neurogenetic disorders" OR "monogenic disorder") AND
(whole exome sequencing OR "high-throughput DNA sequencing" OR "massively
parallel sequencing" OR "exomes" OR "exome sequencing" OR "whole-exome
sequencing") AND ("genetics") NOT ("syndrome" OR "case reports" OR "case report").
Adicionalmente, foi possivel realizar meta-analise com os dados das taxas de
diagnostico para DI via WES dos artigos incluidos, o que nao havia sido previamente
planejado. Neste sentido, o artigo intitulado “The contribution of whole-exome
sequencing to intellectual disability diagnosis and knowledge of underlying molecular
mechanisms: A systematic review and meta-analysis.” substitui o artigo proposto.

Artigo 2: “Estudo de sequenciamento de exoma para identificacdo de
variantes/mutagdes de novo causais/marcadores de deficiéncia intelectual em casos
idiopaticos da Coorte de Nascimentos de Pelotas de 2004”

O segundo artigo (artigo original 1) proposto no projeto foi substituido pelo artigo:
“Evaluation of genomic factors and early childhood stimulation on intelligence in children
from a Brazilian birth cohort: the primary role of independent factors”. Essa modificagédo
foi necessaria ja que os dados do sequenciamento de exoma, necessarios para realizar
o artigo proposto no projeto, ndo evidenciaram mutagdes patogénicas ou provavelmente
patogénica nos 13 individuos avaliados. Apenas um individuo teve uma mutagao de
significado clinico incerto (VUS-do inglés Variant of uncertain significance). Esses dados
foram publicados como resumo no congresso “2021 World Congress of Psychiatric
Genetics” (doi: 10.1016/j.euroneuro.2021.08.050) (Anexo A). Foi consenso que esses
dados teriam maior adequagao como publicacdo em peridédico com perfil clinico do que
como epidemiolégico e de saude publica. Com este novo enfoque, o artigo ndo se
adequa dentro de uma tese proveniente de um Programa de Pds-graduagdo em
Epidemiologia. Assim, o novo artigo, que substitui o inicialmente proposto, avalia a
associacdo de fatores genéticos e escore de estimulagdo durante a infancia com
inteligéncia (Ql) aos 6 anos, e possivel interagéo entre esses fatores.

Artigo 3: “Niveis de cortisol capilar e sua associagdo com deficiéncia intelectual em
adolescentes de 15 anos de idade da Coorte de Nascimentos de Pelotas de 2004”

Por fim, o artigo 3, agora intitulado: “Association between intellectual disability and hair
cortisol concentration in adolescents from a Brazilian population-based birth cohort.”,
manteve seu objetivo original de comparar as concentragdes de cortisol capilar entre
individuos com e sem DI, na coorte de nascimentos de Pelotas de 2004. Adicionalmente
decidiu-se verificar se a etiologia da DI modifica a associagédo com os niveis de cortisol
na adolescéncia. O modelo de analise final foi modificado em relacdo ao DAG
apresentado no projeto. Foram incluidas apenas variaveis associadas a técnica de
dosagem de cortisol capilar e variaveis socioeconémicas.
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Titulo da Tese: “Aspectos genéticos e fisioldgicos envolvidos na deficiéncia intelectual:
identificagcado de mutacdes de novo por sequenciamento de exoma completo e avaliagao
de estresse cronico por cortisol capilar. ”

Como consequéncia destas modificagdes, o titulo da tese sofreu alteracdo para o
seguinte: “Aspectos genéticos e fisioldgicos envolvendo estresse crénico relacionados
a deficiéncia intelectual e habilidades cognitivas de criangas e adolescentes da coorte
de nascimentos de Pelotas de 2004”, englobando os itens alterados.



119

ll. RELATORIO DE TRABALHO DE CAMPO



Universidade Federal de Pelotas

Faculdade de Medicina

Departamento de Medicina Social @ . I?‘ E

Programa de Pés-Graduaciao em Epidemiologia

COORTE DE NASCIMENTOS DE 2004 DE PELOTAS-RS:
ACOMPANHAMENTO DOS 15-16 ANOS

Relatorio Geral de Trabalho de Campo

Relatorio Financeiro de Trabalho de Campo

" COORTE

TUIS WLt

Pelotas, RS
2021




Autora:

Isabel Oliveira Bierhals

Colaboradores:

Luciana Tovo Rodrigues

Deise Cristina Modesto

Karen Sénchez

Pedro Augusto Crespo da Silva
Riceli Rodeghiero



SUMARIO

. RELATORIO GERAL DE TRABALHO DE CAMPO ......ovuvieiiiecieteiesessee s s sasse s 4
1.HISTORIA BREVE DA COORTE DE
NASCIMENTOS DE 2004 .......cocvuvuiueveieeiessiesessaessssesesssesessssessssssessssssessssessssssessssssessssesssssessansns 126
2.ACOMPANHAMENTO DOS 15-16 ANOS
(2019/2020).....0ccueuieeeeiiieieiseiesstsiess ettt ettt ettt 127
3.ATIVIDADES ANTERIORES AO
TRABALHO DE CAMPO ..ottt sttt sse bbbt s st s s sesanes 127
3.1 Recrutamento de pessoal (auxiliares de pesquisa)..........ccccevvevvereeneerieseereenenn 129
3.2 LocalizagAo dos PartiCIPaNTES .........cccvieiieieieriesie e 130
3.3 Recrutamento de pessoal (entrevistadores € psSicOlogos).......cccuvvreererrrencnene 132
3.4 Treinamentos ESPECITICOS. .. ...iiiiii i e 133
KT =] (1o [0 I o1 0] (o USSP 134
............................................................................................................................. INSTRUMENTOS
DE PESQUISA ...ttt bbb s bbbt a e s bbb st s aeaes 135
O = L T o TSRS 135
4.2 QUESTIONATIOS ....veevieiiiectie et ettt ste ettt ete e st e b e st e e be e saaeebeesbeeebeesaeesnbeennees 135
4.2.1 Questionarios aplicados & mae ou resSponSavel ............cccccecvvereeneneiencnnn, 135
4.2.2 Testes psicologicos aplicados @ mae ou responsavel ..........c.coceevvereeeeennen. 138
4.2.3 Questionarios aplicados ao(a) adolesCente............ccccevveveeveiieevecse e 139

4.3 EQUIPAMENTOS. ... .ecviitieiteeie et ettt te et ste et e ste e s aaeste e s e sbaenteansesaaesreenne e 143
4.3.1 Antropometria, pressao arterial e coleta de cabelo ...........ccocvvivevviiiieennne 143
e T = 1o | To RSP OURP 145
B.3.3DXA ettt 145
4.3.4 ACEIEIOMELIO ... 145
....................................................................................................................................... MANUAIS
DE INSTRUGAD ....cuutirtietiseietsesetet ettt ettt sttt 145
........................................................................................................................................ TRABALH
O DE CAMPO ...ttt ettt s et s et b et b s bbbt n et es s 146



123

6.2 Logistica do trabalno de CamPO .......cccoveiiiiiieice s 146
6.2.1 RecepGao dos(as) ad0lEeSCENTES. ........ccviirieieiieiesie e 146
6.2.2 ENLFEVISIAS ...veevveeieie ettt et et 148
IR oY ofo] (oo [0 1Y ) PSS 148
B.2.4 CANTAB ...ttt ettt sae st reene e 148
6.2.5 EQUIPAMENTOS ..ottt bbb 149
O Aot [T o] 411 - S 10
6.2.7 ENcerramento da VISITA...........cccueveeiieiieie e 156
6.2.8 Estratégias de busca dos(as) adoleSCENtES. ........cccvvivreeieerierieiesese e 159

7.SUBESTUDO DEFICIENCIA
INTELECTUAL ..ttt ettt ettt ettt et st e st s et esese s et et et s sesesesesesasanns 160
8.SITUACOES ADVERSAS E ALTERACOES
NA CONDUTA ...ttt sttt bbb s s s st be bbb s e s b et e s s s s snsesesessanas 161
9.CONTROLE DO ANDAMENTO DO
TRABALHO DE CAMPO ....oviiieceiieteieiieisie ettt bbbt s s s s s s s nssansesnas 162
10.CONTROLE DE QUALIDADE
DOS DADOS ....vireeeteteireeseseietesesseessss st s esesesesesesess s eseseseseses e esesesesesae e s ese s et et et e e nese s s s snas 162
1 TP T RPN REVERSAO
DE RECUSAS.....otitieiittietseetstststs e sesese sttt st sesesesssesesesss s s st s s ss s et esesesesesesesesesesesasasasensssssnsanns 163
12.HISTORICO DE COVID-19 NO BRASIL E
NO MUNDO ..ottt et ettt st sesesesssesesasas e s st sssssssesesesesesesesesesesesesasasasasssssnnsanns 163
13.COORTE 2004 E A PANDEMIA DO NOVO
CORONAVIRUS ..oetieitiseieiiie e tssse ettt s s ssse s s bbb st s st essnsesssnsesans 168
Lttt R ARt R AR s ARt tee ARttt e sttt ouT
RAS CIDADES .....ooteiveteteiieseseietetessesssesssesessssesssesesesess s ssssssesesessssesssesesesssassesssesesassssssnsesesessnnes 169
LSttt ettt ettt a e s bbbt bbbt et R AR s s s ettt s s s s s s et ebetenes GERENCIAMENTO
DOS DADOS .....ovitiiiieinesettststs sttt sttt se s st s essssse e s e e s sttt s s s s s et bbbt a et et et e s e s e s enn s 170

111 REDCAP ..ottt sttt sttt ettt nr et srenreenaene s 170

11,2 EQUIPAMENTOS. .. .vieiieieie ettt ettt s et e e e et e e et e e bt e anbeesraeenneeas 170

11.3 ANALISE A8 INCONSISTENCIAS ...eeeeeeeeeee et ea e 171



124

16.
BQUIPE ...ttt 171
14.1 Reunifes de trabaln0 ... 172
14.1.1 Pesquisadores, supervisao e colaboradores...........ccocooeveieiencienininnnn, 172
LA, 1.2 EQUIPE. ..ttt bbb bbb 173
14.2 AlteragOes na equipe no decorrer do trabalho de campo ..o 173
L7 ettt R AR A ARkttt a et ASPECTOS
FINANCEIROS.....cotetettreaeteesteetsesetess st se st sese b s st e s eseses e se b e e e s e b et e s esesee e sesesaesessneas 173
L8 ettt E ettt QUES
TOES ETICAS ..o eeeteeeeete et ese et ese e s et s et et s s ene e ssesnees 174
19.RESULTADOS PRELIMINARES DO
TRABALHO DE CAMPO ..ottt ettt 174
Il. RELATORIO FINANCEIRO DE TRABALHO DE CAMPO........oruinrirreninreeeeessenssesssinssssssesssnsseens 1266
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt s ettt nee 179

ANEXOS ..o e 62



125

|. RELATORIO GERAL DE TRABALHO
DE CAMPO



126

1. HISTORIA BREVE DA COORTE DE NASCIMENTOS DE 2004

A “Coorte de Nascimentos de 2004 ¢ um estudo longitudinal coordenado pelos
pesquisadores Dra. Ind Santos, Dra. Alicia Matijasevich, Dr. Aluisio Barros e Dra.
Luciana Tovo Rodrigues. No ano de 2004, todos os nascidos vivos na cidade de Pelotas,
cujas familias residiam no local, foram elegiveis para participar do estudo, que objetivou
avaliar aspectos da saude dos participantes. Das 4.263 criancas identificadas, os pais de
4.231 aceitaram participar do estudo, caracterizando o estudo perinatal e o tamanho de
amostra dessa coorte.

Foram realizados sete acompanhamentos desde 2004, aos 3, 12, 24, 48 meses ¢ 6-
7, 10 anos e 15-16 anos. Este relatorio descreve o acompanhamento de 15-16 anos da
coorte. No estudo perinatal, as maes foram entrevistadas quanto as caracteristicas
socioecondmicas, demograficas e reprodutivas e a utilizacdo de servicos de saude,
praticas de amamentacao, estilos de vida e morbidade. As entrevistas e exames de recém-
nascidos foram realizados nas maternidades. Nos acompanhamentos aos 3, 12, 24 ¢ 48
meses de idade, a mae ou cuidadora foi entrevistada ¢ a crianga examinada em casa.
Foram coletadas informagdes sobre caracteristicas socioecondmicas e demograficas,
utilizacao de servigos de saude, praticas alimentares, estilos de vida e crescimento infantil,
desenvolvimento € morbidade desde o nascimento. Em 2010/2011, foi realizado o
acompanhamento dos 6-7 anos de idade ja na clinica do Centro de Pesquisas
Epidemiologicas (CPE) Dr. Amilcar Gigante da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
Foram coletadas informacgoes detalhadas de saude, dieta e estilo de vida das familias,
condi¢des de moradia, comportamentos de satde, assisténcia médica e qualidade de vida
das criancas e maes. Também foram realizadas medidas antropométricas, avaliacdo da
composicao corporal e atividade fisica, espirometria e pressdo arterial, além da aplicagdo
de testes para avaliagdo da cognicdo e saide mental a todas as criancas. Em 2015, no
acompanhamento dos 10 anos de idade, as criangas e suas maes foram novamente
avaliadas na clinica do CPE. Foram aplicados dois questiondrios: um direcionado a mae,
contendo informacdes detalhadas sobre cuidados e satide da crianca, caracteristicas da
mae, familia e domicilio, além de satide materna e qualidade de vida; e outro aplicado a
crianca, contendo questdes sobre escola, atividade fisica, sono, alimentagdo, eventos
estressores, percepgao corporal, escala de faces, computador/internet, l6cus de controle,
saide bucal, menstruacdo (apenas para as meninas) € um questionario confidencial.

Também foram realizadas medidas antropométricas, avaliacdo da composicdo corporal,
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pressdo arterial e espirometria, além de testes para avalia¢do da cognicao e saide mental
das criancas e de suas maes e/ou responsaveis. Detalhes metodologicos referentes aos
acompanhamentos prévios da Coorte de 2004 ja se encontram publicados (Santos et al.,

2011; Santos et al., 2014).

2. ACOMPANHAMENTO DOS 15-16 ANOS (2019/2020)

O acompanhamento dos 15-16 anos foi realizado de maneira presencial entre
20/11/2019 e 17/03/2020, no CPE Dr. Amilcar Gigante da UFPel, ¢ de 31/03/2020 a
22/10/2020, em vigéncia da pandemia por COVID-19, via telefone. Ao todo, foram
entrevistados 2.029 adolescentes, correspondendo a uma taxa de acompanhamento de
50,4%. A Tabela 1 apresenta o numero de participantes incluidos em cada
acompanhamento. A taxa de acompanhamento em cada visita foi calculada dividindo-se
o total obtido pela soma entre o nimero de entrevistas realizadas e o nimero de 6bitos

acumulados no periodo pelo nimero de nascidos vivos.

3. ATIVIDADES ANTERIORES AO TRABALHO DE CAMPO

O planejamento do acompanhamento dos 15-16 anos teve inicio em maio de 2019,
a partir da selecdo e elaboracdo de instrumentos a serem utilizados e organizagdo da
logistica a ser seguida. A equipe de pesquisa do acompanhamento foi composta pela
coordenadora do trabalho de campo, Professora Luciana Tovo Rodrigues, pela pos-
doutoranda e supervisora do trabalho de campo, Isabel Oliveira Bierhals, doutorandos
Karen Sanchez, Pedro Augusto Crespo da Silva e Riceli Rodeghiero, p6s-doutoranda
Bianca Del Ponte da Silva e coordenadores do estudo, Professores Ina Santos, Alicia
Matijasevich e Aluisio Barros. Uma série de reunides mensais de equipe sucederam-se
até que o trabalho pudesse ser iniciado. Nestas reunides foram definidos a logistica, os
instrumentos e os exames a serem aplicados.

O presente relatorio de trabalho de campo descreve, a seguir, todas as atividades

desenvolvidas no acompanhamento dos membros da Coorte de 2004, em 2019/2020.



Tabela 1. Descri¢do dos numeros referentes a cada acompanhamento realizado na Coorte de Nascimentos de 2004. Pelotas-RS.
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Acompanhamento Perinatal 3 meses 12 meses 24 meses 48 meses 6 anos 10-11 anos 15-16 anos
Entrevistas realizadas 4.231 3.985 3.907 3.869 3.799 3.722 3.566 1.949
Obitos* - 66 82 88 94 95 98 102
Recusas (%) 32 (0,8) 26 (0,6) 26 (0,6) 40 (0,9) 51(1,2) 27 (0,6) 68 (1,6) 76 (1,8)
Perdas (%) - 154 (3,6) 216 (5,1) 234 (5,5) 287 (6,8) 387 (9,2) 499 (11,8) 2.104 (49,7)*
Perdas + Recusas (%) 32 (0,8) 180 (4,3) 242 (5,7) 274 (6,5) 338 (8,0) 414 (9,8) 567 (13,4) 2.180 (51,5)
Taxa de Acompanhamento (%) 99,2 95,7 94,3 93,5 92,0 90,2 86,6 48,5

*Numero cumulativo.

¥ Acompanhamento interrompido devido & pandemia de COVID-19.
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3.1 Recrutamento de pessoal (auxiliares de pesquisa)
Nos dias 04, 05 e 08 de julho de 2019, ocorreu a selecao da equipe de auxiliares

de pesquisa da Coorte 2004. O processo de selecdo deu-se por meio de um edital publico,
denominado Processo seletivo simplificado para os cursos de aperfeicoamento:
“Capacitagdo em planejamento e execug¢do de primeiras etapas de inquéritos
epidemiologicos I e I, divulgado de maneira on-line, no dia 10 de junho de 2019, no
site da UFPEL, site do Programa de P6s-Graduacao em Epidemiologia (PPGEpi), no
perfil do Facebook “Coortes Pelotas” e também enviado para divulgagdo, via e-mail, para
a rede de contatos da secretaria do PPGEpi.

Um grupo de 71 pessoas candidatou-se para as quatro vagas (uma para
secretariado e trés para telefonista). Na primeira etapa de selegdo, os critérios avaliados
para pontuagdo foram pos-graduagdo lato ou stricto sensu em qualquer area (1 ponto),
participagdo em trabalhos de campo em pesquisas epidemiologicas (1 ponto por projeto
— maximo de 4 pontos), experiéncia profissional em atividades administrativas de
pesquisa epidemioldgica (1 ponto por projeto — maximo de 4 pontos) e bolsa de iniciacdo
cientifica na graduacao (1 ponto), totalizando uma pontuagdo méaxima de 10 pontos. Um
total de 49 participantes enviaram a documentagdo completa exigida (requerimento de
inscri¢do, declaracao de ensino médio em escola publica brasileira, declaragao de etnia,
declaragdo de disponibilidade de 40 horas semanais, declaracdo de vinculo empregaticio
e documentos comprobatdrios dos critérios de avaliacdo). Destes, 12 foram selecionados
para participar do treinamento, que visou apresentar o trabalho a ser realizado, introducdo
as ferramentas REDCap (Harris et al., 2009) e Excel, além da atividade pratica de
agendamentos. O treinamento foi coordenado pelas Professoras Luciana Tovo Rodrigues
e Renata Moraes Bielemann, pelas pos-doutorandas Isabel Oliveira Bierhals e Bianca Del
Ponte da Silva e contou com a colaborag¢ao de Silvia Pinto, Neiva Vale, Carla Santos,
Pedro Augusto Crespo da Silva, Francine Costa e Luidi Vidaletti.

A avaliagdo dos candidatos foi realizada a partir de uma prova tedrica e um teste
pratico. A parte teorica constava de 18 questdes (ANEXO 1) sobre temas abordados no
treinamento. O teste pratico simulava a realizacdo do agendamento de uma visita de uma
participante da coorte, com o objetivo de observar a desenvoltura do candidato em uma
ligacdo telefonica. A partir destas avaliacdes, foram selecionados quatro participantes
para integrarem a equipe e darem inicio ao trabalho, que envolveu atividades de secretaria
e de localizagdo dos participantes (via ligacao telefonica e Facebook, para atualizagao de

cadastro). A equipe iniciou as atividades no dia 05 de agosto de 2019.
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3.2 Localizacdo dos participantes
A localizagdo dos participantes teve inicio em agosto de 2019 e estendeu-se

durante todo o trabalho de campo. Diversas estratégias de busca foram adotadas
simultaneamente, visando reduzir as perdas de acompanhamento. Quando localizados, os
pais ou responsaveis eram informados sobre a realiza¢ao de um novo acompanhamento
da Coorte 2004 e uma futura visita ao CPE. Cada um dos métodos de busca utilizados

sera descritos na sequéncia temporal dos acontecimentos.

v Atualizacio do banco de dados cadastrais dos 10 anos (2015)

A partir de agosto de 2019, dois auxiliares de pesquisa ficaram responsaveis por
realizar a atualizag¢@o de dados cadastrais dos membros da Coorte 2004. Para tal, utilizou-
se como base o banco de dados do ultimo acompanhamento, sendo geradas trés listas: (1)
Total de participantes da coorte, retirados os casos de obitos; (2) Total de participantes da
coorte menos 0s casos de obitos e participantes do subestudo de satde bucal; (3) Total de
participantes do subestudo de satde bucal menos os casos de obitos. A lista (1) foi
utilizada como a populagdo-alvo para o presente acompanhamento (adolescentes
elegiveis) e as listas (2) e (3) determinaram a ordem das ligacdes para atualizacdo de
cadastro. Tendo em vista que o subestudo de satide bucal foi realizado em 2017, esperava-
se que os acompanhados no subestudo estariam com o cadastro mais atualizado do que
aqueles que nao participaram. Por isso, a lista (2) foi a primeira a ser selecionada, e, apos
a conclusdo desta, seguiu-se para a lista (3).

Foram realizadas ligagdes do CPE para todos os contatos existentes no banco de
dados do ultimo acompanhamento. Em cada ligagdo, era realizada a atualizacdo de
enderecos, contatos telefonicos e demais informagdes (ponto de referéncia da residéncia,
nome e/ou endereco de trabalho do responsavel e contato de algum familiar ou conhecido
proximo). Também era informado sobre a brevidade do acompanhamento dos 15-16 anos
e que ligacdo futura, com o objetivo de realizar o agendamento, seria realizada. Quando
era localizado apenas o(a) adolescente, pedia-se o contato do seu responsavel. Desta
forma, sempre que possivel, o contato era realizado com alguém maior de idade, tanto
para atualizac¢do do cadastro, quanto para o agendamento da visita a clinica do CPE.

v’ Busca dos(as) adolescentes em redes sociais
A procura pelos adolescentes, mas principalmente pelos seus pais ou responsaveis

em redes sociais, iniciou também em agosto de 2019, por meio da rede social Facebook,
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utilizando a busca textual pelos nomes dos participantes e de seus pais ou responsaveis.
Esta busca foi realizada por um dos auxiliares de pesquisa. Nesta mesma rede social,
também houve interagdo com os participantes e divulgacdo de informagdes sobre o
acompanhamento via perfil “Coortes Pelotas” e via pagina (fanpage) da Coorte de 2004.
No decorrer do tempo, devido a auséncia de resposta aos telefonemas e as mensagens no
Facebook, iniciou-se a busca dos pais ou responsaveis por meio do aplicativo WhatsApp.
De maneira semelhante ao contato telefonico, quando era encontrado apenas o(a)
adolescente, logo pedia-se o contato do seu responsavel, para que todas as informagdes
fossem providas por alguém maior de idade.

Esta busca inicial manteve-se até o inicio do trabalho de campo, quando o referido
auxiliar de pesquisa foi deslocado para outra atividade e o trabalho, até entao realizado
por ele, foi dividido entre os outros dois auxiliares de pesquisa, inicialmente responsaveis

pela atualizagdo cadastral e agendamento dos participantes e seus responsaveis.

v Rastreamento dos(as)adolescentes nos domicilios

Em novembro de 2019 foi contratado o primeiro auxiliar de rastreamento para se
deslocar até os enderecos dos participantes, cujo contato telefonico ndo havia sido
possivel. Este era responsavel por visitar os enderegos fornecidos em visitas prévias
(pessoais e de pessoas conhecidas) e atualizar o banco de dados. Por motivos logisticos,
o primeiro teve que ausentar-se do trabalho e, em dezembro de 2019, contratou-se outro
profissional para dar andamento ao trabalho.

Um auxiliar de pesquisa era o ponto focal do rastreador, sendo responsavel por
selecionar e imprimir, do banco de dados cadastral, informag¢des de enderecos e contatos
secundarios (de familiares, vizinhos ou pessoas proximas), indicados no ultimo
acompanhamento. Uma vez localizado o domicilio do(a) adolescente, eram atualizados
os contatos e informado que, em breve, receberiam uma ligacdo convidando-os para
participar do acompanhamento, e, quando possivel, realizado o agendamento do(a)
adolescente e de seu responsavel para uma visita ao CPE.

Em fevereiro de 2020, contratou-se um segundo auxiliar de rastreamento para
realizar, simultaneamente, a busca dos enderecos dos participantes inicialmente nao

localizados.
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3.3 Recrutamento de pessoal (entrevistadores e psicélogos)
Entre os dias 30 de setembro e 04 de outubro de 2019, ocorreu a selecao da equipe

de entrevistadores e psicologos da Coorte 2004. O processo de selegdao deu-se por meio
de um edital publico denominado Processo seletivo simplificado para os cursos de
aperfeicoamento: “Capacita¢do em planejamento e execug¢do de primeiras etapas de
inquéritos epidemiologicos I e II”, divulgado de maneira on-line, no dia 02 de setembro
de 2019, no site da UFPEL, site do PPGEpi, no perfil do Facebook “Coortes Pelotas™ e
também enviado para divulgacdo via e-mail para a rede de contatos da secretaria do
PPGEpi.

Um grupo de 36 pessoas candidatou-se para as 10 vagas de psicologo
(denominado Categoria I) e 172 pessoas para as 29 vagas de entrevistador (denominado
Categoria II). Na primeira etapa de sele¢do, os critérios avaliados para pontuagdo na
Categoria I foram pds-graduagdo lato ou stricto sensu em qualquer area (1 ponto),
participagdo em trabalhos de campo em pesquisas epidemioldgicas e/ou experiéncia
comprovada em coleta de dados em satide mental (1 ponto por projeto — maximo de 7
pontos) e participacdo em projetos de pesquisa, ensino e extensao durante a graduacao (1
ponto — maximo de 2 pontos). J4 os critérios avaliados na Categoria Il foram pos-
graduacdo lato ou stricto sensu em qualquer area (1 ponto), participagdo em trabalhos de
campo em pesquisas epidemioldgicas (1 ponto por projeto — maximo de 7 pontos) e
participag@o em projetos de pesquisa, ensino e extensao durante a graduacdo (1 ponto —
maximo de 2 pontos).

Todos os candidatos a Categoria I e 160 candidatos a Categoria Il enviaram
documentacdo completa exigida (requerimento de inscri¢do, declaracdo de
disponibilidade de 36 horas semanais e documentos comprobatorios dos critérios de
avaliacdo). Destes, 20 candidatos a Categoria I e 60 candidatos a Categoria II foram
selecionados para participar do treinamento geral (apresentacdo do trabalho a ser
realizado) e treinamento especifico para aplicacdo do questiondrio do(a) adolescente e
do(a) responsavel. O treinamento foi coordenado pelas Professoras Luciana Tovo
Rodrigues e Renata Moraes Bielemann, pelas pds-doutorandas Isabel Oliveira Bierhals e
Bianca Del Ponte da Silva e contou com a colaboragao dos doutorandos Francine Santos
e Pedro Augusto Crespo da Silva, além de Silvia Pinto, Carla Santos, Bruna Schneider e
Gabriela Callo.

Nos ultimos dois dias de treinamento, os psicologos (Categoria I) participaram de

um treinamento especifico sobre um dos instrumentos de saude mental, Development and
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Well-Being Assessment (DAWBA). Este treinamento foi coordenado pelo Professor Tiago
Neuenfeld Munhoz, com colabora¢do da poés-doutoranda Gabriela Callo.

Todos os participantes receberam os questionarios ¢ manual de instrugdes em
papel, além de versdes em PDF terem sido enviadas via e-mail. Todos puderam aplicar e
tirar davidas sobre o contetido dos mesmos.

A avaliacdo dos candidatos foi realizada a partir de uma prova tedrica, contendo
20 questdes sobre temas abordados no treinamento (com trés questdes diferenciando os
candidatos das categorias [ e II - ANEXOS 2 e 3), e uma avaliagdo pratica, que ocorreu
ao longo de uma semana, utilizando como critérios: desenvoltura, participacdo, interesse
e presenga. A partir destas avaliagdes, foi selecionada a equipe de trabalho de campo ¢
designada a funcdo de cada um, assim como o turno de trabalho, conforme as vagas
disponiveis: entrevistadoras (10), psicélogos (10), recepcionistas (4), organizadores do
fluxo de entrevistas e exames (4), supervisores do questionario de frequéncia alimentar
(QFA) (2), antropometristas (4), operadores do BodPod (2), operadores do DXA (2) e
responsavel pela acelerometria (1). A partir desta subdivisao, ocorreram os treinamentos
especificos. A equipe iniciou o trabalho de campo no dia 18 de novembro de 2019, no dia

do estudo piloto.

3.4 Treinamentos especificos
Apods designada a funcdo de cada membro da equipe, deu-se inicio aos

treinamentos especificos, que ocorreram do dia 29 de outubro a 14 de novembro de 2019.

Estes foram divididos da seguinte forma:

v Antropometria: Ocorreu de 29 de outubro a 1° de novembro e foi coordenado pela
pos-doutoranda Bruna Schneider e pela Professora Renata Moraes Bielemann, com
colaboragdo da doutoranda Riceli Rodeghiero. Participaram as quatro
antropometristas e as duas supervisoras do QFA, as quais foram padronizadas para as
medidas de circunferéncia de cintura e quadril, altura em pé, altura sentada e pressao
arterial. As bolsistas selecionadas para coordenar o fluxo dos exames e aquelas
responsaveis pelos equipamentos de BodPod e DXA foram padronizadas para
realizagdo da medida da altura em pé.

v" DXA: O treinamento ocorreu no dia 04 de novembro, nos turnos de manha e tarde,
tendo sido coordenado pela Professora Renata Moraes Bielemann e pela doutoranda
Riceli Rodeghiero. Participaram as duas operadoras do DXA, além das duas

operadoras do BodPod.
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v" BodPod: O treinamento ocorreu no dia 05 de novembro, no turno da tarde, tendo sido
coordenado pela Professora Silvana Paiva Orlandi, com colaboragdo da Professora
Renata Moraes Bielemann e pela doutoranda Riceli Rodeghiero. Participaram as duas
operadoras do BodPod, além das duas operadoras do DXA.

v" QFA: O treinamento ocorreu nos dias 04 e¢ 05 de novembro, no turno da tarde, e foi
coordenado pela pds-doutoranda Gabriela Callo, com colaboragdo da doutoranda
Francine Santos. Participaram as duas supervisoras do QFA e duas entrevistadoras
nutricionistas (Fabiane Vidal e Francine Maagh).

v Entrevistas: O treinamento ocorreu nos dias 30 de outubro, no periodo da tarde, e 31
de outubro e 1° de novembro, nos turnos da manhi e tarde, tendo sido coordenado
pela pdés-doutoranda Isabel Oliveira Bierhals, com colabora¢do dos doutorandos
Francine Santos, Pedro Augusto Crespo da Silva e Riceli Rodeghiero. Participaram
as dez entrevistadoras e as quatro recepcionistas.

v Recepc¢io, Fluxo e Acelerometria: O treinamento ocorreu no dia 05 de novembro,
no turno da manha, e foi coordenado por Deise Modesto, Pedro Augusto Crespo da
Silva e pelo Professor Inacio Crochemore Mohnsam da Silva. Participaram as quatro
recepcionistas, quatro responsaveis pelo fluxo e pelo responsavel pela acelerometria.

v" Coleta de cabelo: O treinamento ocorreu no dia 13 de novembro, no turno da manha,
coordenado pela Professora Luciana Tovo Rodrigues e pela doutoranda Kéaren
Sanches, com colaboragdo de Clarice Brinck Brum. Participaram as quatro
antropometristas e duas entrevistadoras (Fernanda Bastos e Caroline Pinto).

v’ Psicologos: O treinamento ocorreu entre os dias 11 e 14 de novembro e foi
coordenado pelos Professores Tiago Neuenfeld Munhoz e Adriana Argeu, com
colaboragdo de Jéssica Mayumi Maruyama. Participaram os dez psicdlogos

selecionados.

3.5 Estudo piloto
O estudo piloto foi realizado no dia 18 de novembro de 2019. O trabalho foi

supervisionado pelos doutorandos, coordenadora e supervisora do trabalho de campo, que
observaram o funcionamento da logistica proposta para o acompanhamento 15-16 anos
da Coorte de 2004.

A equipe foi dividida conforme o turno de trabalho e realizou-se uma simulagao
de acompanhamento, com cinco adolescentes € maes voluntarios. A simulagao abrangeu

todas as estagdes da clinica, incluindo recepgdo, entrevistas e exames. Essa estratégia
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permitiu avaliar a logistica inicialmente proposta, desde a chegada do(a) adolescente a
clinica, até a sua saida, com entrega do brinde, dos resultados dos exames e colocagdo do

acelerometro, além de estimar o tempo de permanéncia em cada uma das estagoes.

4. INSTRUMENTOS DE PESQUISA

4.1 REDCap
O REDCap (Research Electronic Data Capture) foi desenvolvido e implantado

inicialmente na Universidade Vanderbilt, EUA, e atualmente tem apoio de um amplo
consorcio de parceiros internacionais.

O projeto REDCap foi desenvolvido para oferecer uma ferramenta intuitiva e
reutilizavel para a comunidade cientifica, para ser utilizada na coleta, armazenamento e
difusdo de dados de pesquisa. O REDCap possui uma interface acessivel, que permite ao

usuario inserir dados de estudos de forma segura e acurada (Harris et al., 2009).

4.2 Questionarios
As questdes elaboradas para a pesquisa foram agrupadas em blocos e entdo,

aplicadas a mae ou responsavel (questiondrio da mae) e ao adolescente (questionario
do(a) adolescente). Ambos também respondiam um questionario confidencial auto
aplicado. A mae ou responsavel respondia questdes relacionadas a satide mental, que
incluiam os instrumentos Development and Well-Being Assessment for Children and
Adolescents (DAWBA), Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI) e a Escala
Wechsler Abreviada de Inteligéncia (WASI). O(A) adolescente respondia ainda um
Questiondrio de Frequéncia Alimentar (QFA) auto aplicado e um teste neuropsicologico,
denominado Cambridge Neuropsychological Test Automated Battery (CANTAB).

Com excecao do CANTAB, que era aplicado com auxilio de um tablet, todos os
demais instrumentos eram aplicados utilizando computadores (desktop), sendo acessados
através de browser, contendo o questionario na plataforma REDCap. Prevendo possiveis
problemas técnicos com a rede de internet ou com os computadores, uma versao impressa
de todos os questionarios foi preparada. Além disso, se o(a) adolescente ou responsavel

apresentasse dificuldades para utilizar o aparelho, poderia utilizar a versdo impressa.

4.2.1 Questionarios aplicados a mde ou responsavel



136

4.2.1.1 Questiondrio geral da mde
Foi aplicado ao responsavel, preferencialmente a mae do(a) adolescente (ANEXO

4 ¢ 5). O questionario era composto pelos seguintes blocos:

BLOCO A (identifica¢do): continha cinco questdes, incluindo nome e namero de
identificacdo do(a) adolescente), nome da entrevistadora, data e horario do inicio da
entrevista, grau de parentesco do responsavel com o adolescente, se o responsavel residia
com o(a) adolescente, se o(a) adolescente tem irmao(3) gémeo(a) e, em caso afirmativo,

se este residia com ele(a).

BLOCO B (cuidado do adolescente): composto por 18 questdes, que abordavam
informagdes como nimero de moradores no domicilio e sua respectiva identificagao; se
o adolescente tem pai, mae e/ou irmaos falecidos; grau de contato do(a) adolescente com

0s pais bioldgicos e sociais; e como o(a) adolescente esta se saindo na escola.

BLOCO C (saude do adolescente): composto por 53 questdes contendo perguntas
relacionadas ao sono do(a) adolescente, saude geral, enfermidades, audi¢cdo e visdo,
morbidades (pneumonia e infeccdo urinaria), consultas médicas, hospitalizagcdes e

medicacdes utilizadas.

BLOCO D (caracteristicas da mde, da familia e do domicilio): composto por 30 questdes
tratando de temas como trabalho e escolaridade maternos, presenca de companheiro,

fumo, bolsa familia e renda familiar.

BLOCO E (bens de consumo): composto por 13 questdes abordando perguntas sobre

posse de bens domiciliares.

BLOCO F (eventos estressores): composto por sete questdes abordando temas

relacionados a eventos estressores dentro do domicilio e de condi¢des do bairro.

BLOCO G (saude da mae): composto por nove questdes que tratavam sobre gestagoes e

saude reprodutiva da mae.
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BLOCO H (Parent-Child Conflict Tactics Scales - CTSPC): composto por 18 questdes,
este instrumento avalia a violéncia contra o(a) adolescente por meio de perguntas que
descrevem variadas formas de disciplina. Ao longo do questionario, as medidas “mais
adequadas” sdo propositadamente intercaladas com as “mais inadequadas” e as
“violentas”. O instrumento original ¢ composto por 22 questdes, no entanto, para este
acompanhamento, quatro questdes foram excluidas, por tratarem de violéncia grave, o
que teria implicacdes éticas para o estudo, uma vez que sua identificagdo requereria

notificacao dos responsaveis as autoridades legais.

BLOCO I (Edinburgh Postnatal Depression Scale - EDINBURGH): composto por dez
questdes, com quatro opgoes de resposta. Este instrumento ¢ utilizado para avaliar a
frequéncia (“ausente” até “diaria”) de sintomas depressivos em mulheres no periodo pos-

parto, referentes aos sete dias anteriores a entrevista.

Nos casos em que o(a) adolescente tinha irmao(3) gémeo(a), aplicava-se um
questionario reduzido, contendo informagdes referentes ao segundo filho, sem que fosse
necessario refazer as questdes relacionadas a mae/responsavel e ao domicilio. Eram
aplicados os BLOCOS A (identificagdo), B (cuidado do adolescente), C (saude do

adolescente), F (eventos estressores) e H (CTSPC).

4.2.1.2 Questiondrio confidencial da méde
O questionario confidencial era aplicado apds o questionario geral. A mae era

questionada sobre a capacidade de manusear o computador, assim como sobre a
compreensdo das questdes. Caso ndo apresentasse dificuldades, o questionario era auto
aplicado, periodo no qual a mde permanecia sozinha na sala de entrevista. Se a mae
apresentasse dificuldade no uso com computador, o instrumento era aplicado na versao
impressa e/ou com auxilio da entrevistadora. Nesse tltimo caso, as questdes eram lidas e
a mae orientada para a marcacdo das respostas. Este questiondrio era composto por cinco
perguntas e baseou-se no instrumento Alcohol Smoking and Substance Involvement
Screening Test (ASSIST), sobre uma variedade de uso de substancias, incluindo alcool,
fumo e drogas ilicitas na vida e nos Ultimos trés meses, bem como sobre a idade de

experimentacdo da primeira substancia (ANEXO 6).
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4.2.2 Testes psicologicos aplicados a mae ou responsavel

4.2.2.1 WASI
A Escala Wechsler Abreviada de Inteligéncia (WASI) ¢ um instrumento breve de

avalia¢do da inteligéncia, aplicavel a criancas de 6 anos a idosos de 89 anos de idade.
Fornece informagdes sobre os Quocientes de inteligéncia (QI) Total, de Execugdo e
Verbal, a partir de quatro subtestes (Vocabulario, Cubos, Semelhangas ¢ Raciocinio
Matricial), em um curto espago de tempo. A escala ainda fornece a possibilidade de
avaliagdao do QI Total com apenas dois subtestes (Vocabulario e Raciocinio Matricial).

Este questionario foi aplicado a mae bioldgica e social do(a) adolescente.

4.2.2.2 DAWBA
O DAWBA ¢ um questionario dividido em duas partes: uma estruturada e outra

aberta. Este instrumento propde-se a fazer diagnésticos psiquiatricos segundo as
classificagdes diagnosticas do Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 4*
edicdo (DSM-IV) e da Classifica¢do Internacional de Doencas (CID-10), em criangas e
adolescentes de cinco a 17 anos de idade. O instrumento permite fazer o diagnostico de
Transtorno de Ansiedade de Separacdo, Fobia Especifica, Fobia Social, Transtorno de
Ansiedade Generalizada, Transtorno do Estresse Pos-Traumatico, Transtorno do Panico
e Agorafobia, Transtorno Obsessivo Compulsivo, Transtorno de Déficit de Atencdo e
Hiperatividade, Transtorno de Oposi¢ao e Desafio, Transtorno de Conduta, Transtornos
Alimentares (Anorexia nervosa, Bulimia nervosa, Transtorno de compulsao alimentar) e
Transtorno de Tiques (Sindrome de Tourette, Tiques motores e Tiques vocais). Além
disso, permite suspeitar de Transtorno Invasivo do Desenvolvimento e Transtorno Afetivo
Bipolar. O questionario DAWBA foi aplicado na versdo on-line e os dados estdo
depositados no site (www.dawba.com). Além disso, a versdo on-line foi adaptada para
uma versao em papel, para ser utilizada nas visitas domiciliares € nos momentos em que
0 acesso a internet ndo estivesse disponivel. Este questiondrio foi aplicado ao responséavel

do(a) adolescente, preferencialmente a mae.

4.2.2.3 MINI
Trata-se de uma entrevista diagnostica de curta dura¢do (15 a 30 minutos), que

visa classificar os entrevistados de forma compativel com os critérios do DSM-V e da
CID-10. Dentre os transtornos mentais avaliados pelo MINI, foram investigados:

Episédio Depressivo Maior, Risco de Suicidio, (Hipo) mania, Agorafobia, Fobia Social,
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Transtorno de Ansiedade  Generalizada e Transtorno de Déficit de

Atencao/Hiperatividade.

4.2.3 Questionarios aplicados ao(a) adolescente

4.2.3.1 Questiondrio geral do adolescente
O questionario aplicado ao(a) adolescente estd apresentado no (ANEXO 7), sendo

composto pelos seguintes blocos:

BLOCO A (identificagdo): composto por trés questdes, que incluiam a identificacao do

adolescente, nome da entrevistadora, data e horario do inicio da entrevista.

BLOCO B (escola): composto por oito questdes, que continham informagdes sobre o

desempenho do(a) adolescente na escola.

BLOCO C (percepgdo do ambiente escolar): composto por onze questdes, que tratavam

da percepcao sobre o comportamento proprio e dos colegas na escola.

BLOCO D (bullying): composto por 23 questdes, abordando agressdes fisicas e morais

sofridas no ambiente escolar.

BLOCO E (trabalho): composto por 12 questdes, tratando sobre trabalho e renda

proveniente do trabalho.

BLOGO F (lazer e tempo de tela): composto por 22 questdes, envolvendo atividades de
lazer, como encontrar amigos, ouvir musica, ir a festas, estudar outras linguas, ler livros
e praticar alguma religido, além de assistir televisdo, jogar em celular, tablet ou em

videogame, durante a semana e finais de semana.

BLOCO G (atividade fisica): composto por 18 questdes, que abrangiam uma lista de
exercicios praticados fora do ambiente escolar, como o(a) adolescente se desloca para a

escola e o tempo despendido para isso.
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BLOCO H (eventos estressantes): composto por 23 questdes, que abordavam a
experiéncia dos adolescentes com possiveis eventos estressantes em sua vida, desde os
11 anos de idade; mais cinco questdes sobre relagao com os pais; uma questao relacionada
ao bairro; sete relacionadas a sociedade e leis; e uma sobre a percepcao de onde o(a)

adolescente pensa estar neste momento de sua vida, em relagdo a outras pessoas no pais.

BLOCO I (escala de faces e percep¢do corporal): a escala de faces era composta por
uma questao, aplicada com o auxilio de uma figura que contém imagens de faces tristes
e felizes, dentre as quais o(a) adolescente deve escolher qual mostra melhor como ele(a)
se sentiu a maior parte do tempo no ultimo ano. A percepcao corporal foi avaliada por trés
questdes aplicadas com o auxilio de uma figura, com imagens corporais, que vao do
menor a0 maior (mais magro ao mais obeso). O(A) adolescente respondia sobre a

percepcao corporal atual, além de sua satisfagdo com a mesma.

BLOCO J (acidentes): composto por duas questdes sobre possiveis acidentes de transito

sofridos ap6s os 11 anos de idade.

BLOCO K (saude): composto por 35 questdes, envolvendo saude geral, saude bucal,

utilizagdo de servigos de satide bucal, chiado no peito, dores de cabeca e fumo passivo.

BLOCO L (sono): composto por 20 questdes sobre a qualidade e quantidade de sono
percebida pelos(as) adolescentes (indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh, Escala de
Sonoléncia de Epworth, Questionario de Cronotipo de Munique - MCTQ -, além de um

questionario sobre insdnia).

BLOCO M (locus de controle): composto por 12 questdes sobre o 16cus de controle, que
¢ o quanto o individuo acredita que ele mesmo, invés de forcas externas, detém o controle

sobre os desfechos que acontecem em sua vida.

BLOCO N (autoestima): composto por dez questoes relacionadas a autoestima do(a)

adolescente.

BLOCO O (controle emocional): composto por 16 questdes, envolvendo controle de

sentimentos e emogdes.
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BLOCO P (sentimentos e comportamentos e autocontrole): composto por 12 questdes
do instrumento Inventory of Callous-Unemotional Traits, para avaliagao de tracos de

insensibilidade, e quatro questdes sobre afetividade e autocontrole.

BLOCO Q (ramoro): composto por quatro questdes sobre relacionamentos amorosos.

BLOCO R (menstruagdo): apenas para participantes do sexo feminino, composto por
seis questdes sobre a menstruacdo, oito questdes sobre dismenorreia e 14 sobre tensdo

pré-menstrual.

BLOCO S (gravidez e filhos): composto por seis questdes, tratando sobre gestagdes e
filhos.

BLOCO T (comportamentos alimentares): composto por 26 questdes do instrumento

Eating Attitudes Test-26, envolvendo transtornos alimentares.

BLOCO U (café e chimarrdo): composto por sete questdes sobre consumo de chimarrdo

e nove sobre consumo de café.

BLOCO V (cortisol): composto por oito questdes, envolvendo informacdes sobre o

cabelo do(a) participante, como corte e tratamentos quimicos ja realizados.

4.2.3.2 Questiondrio confidencial do(a) adolescente
O questionario confidencial era aplicado ap6s o questiondrio geral. O(A)

adolescente era questionado(a) sobre a capacidade de manusear o computador, assim
como sobre a compreensdo das questdes. Caso ndo apresentasse dificuldade, o
questionario era auto aplicado, periodo no qual o(a) adolescente permanecia sozinho(a)
na sala de entrevista. Se apresentasse dificuldade no uso com computador, o confidencial
era aplicado na versdo impressa e se o(a) adolescente ndo fosse alfabetizado, as questoes
eram lidas pela entrevistadora, que orientava o(a) participante na marcagao das respostas.
O questiondrio aplicado estd apresentado nos ANEXOS 8 e 9, sendo composto pelos

seguintes blocos:
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BLOCO A (cigarros): composto por cinco questdes envolvendo consumo de cigarro e

cigarro eletronico.

BLOCO B (dlcool e drogas): composto por quatro questoes sobre consumo de bebidas
alcodlicas e trés questdes baseadas no instrumento Alcohol Smoking and Substance
Involvement Screening Test (ASSIST), sobre uma variedade de uso de substancias,
incluindo alcool, fumo e drogas ilicitas, na vida e nos ltimos trés meses, bem como sobre

a idade de experimentacao da primeira substancia.

BLOCO C (justica, brigas e violéncia): composto por trés questdes sobre a policia no
Brasil; quatro sobre experiéncias de vitimizacdo; trés sobre brigas e outros
comportamentos, que podem colocar jovens em problemas com a lei; 15 questdes sobre
situagdes, que poderiam ja ter acontecido na vida do(a) adolescente, como roubar,
arrombar casas ou carros ¢ vender drogas; nove questdes sobre brigas e violéncia; sete
questdes sobre relacdo do(a) adolescente com os pais € entre seus pais; ¢ mais duas

questodes sobre separagdo dos pais.

BLOCO D (situagoes na escola): composto por 23 questdes, abordando agressoes fisicas

e morais perpetradas no ambiente escolar.

BLOCO E (sexualidade): composto por dez questdes sobre orientacdo sexual, relagcdes

sexuais e desenvolvimento sexual, além de 20 questdes sobre papéis de género.

BLOCO F (relagdo intrafamiliar): composto por sete questdes, que envolviam relagdes

no ambiente familiar, incluindo agressoes, falta de alimentos e abuso sexual.

4.2.3.3 Questiondrio de frequéncia alimentar
O QFA era composto por 92 itens alimentares, contendo questdes sobre frequéncia

e quantidade de consumo semanal no ultimo ano; onze questdes sobre praticas
alimentares; trés sobre formas de perder ou ganhar peso; € uma sobre suplementagao
(ANEXO 10). O questionario semi-quantitativo continha as por¢des de consumo
padronizadas e a frequéncia de consumo fechada/categorizada. Foram inseridas fotos com
as por¢des médias de cada alimento, com o objetivo de tornar o layout do questionario

mais atraente para os participantes, bem como para auxiliar na quantificacao das por¢des.
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O QFA era preenchido pelo(a) proprio(a) adolescente diretamente no computador, salvo
aqueles com dificuldade para manusear o equipamento, os quais foram auxiliados pela

supervisora do QFA.

4.2.3.4 CANTAB
Originalmente desenvolvido na Universidade de Cambridge, o Cambridge

Neuropsychological Test Automated Battery (CANTAB) inclui medidas altamente
sensiveis, precisas ¢ objetivas da funcdo cognitiva, correlacionadas as redes neurais.
Inclui testes de memoria de trabalho, aprendizado e funcdo executiva; memoria visual,
verbal e episodica; atengdo, processamento de informagdes e tempo de reagdo;
reconhecimento social e emocional, tomada de decisdo e controle de respostas. O teste ¢
independente do idioma, culturalmente neutro, ndo invasivo € nao requer conhecimento
técnico ou familiaridade prévia com computadores, tornando-o adequado para estudos
com grandes amostras, em varios locais ¢ diversos grupos de participantes. E auto

aplicado e administrado utilizando um computador com uma tela sensivel ao toque.

4.3 Equipamentos

4.3.1 Antropometria, pressao arterial e coleta de cabelo
Para realizacao das medidas antropométricas e afericao da pressado arterial nos(as)

adolescentes, trés equipamentos foram utilizados: um estadidmetro, fita métrica

inextensivel e esfigmomandmetro digital.

v’ Estadiémetro

Para afericdo da altura foi utilizado o estadiometro do modelo portatil
Harpenden®, com altura maxima de 2,06 m e precisdo de 1 mm. Com ele foram
mensuradas a altura em pé e sentada (altura do tronco) do(a) adolescente. Para a
realizagdo da medida do tronco, foi construido um assento com 75 cm de altura, o qual

foi acoplado ao estadidometro.

V' Fita métrica inextensivel
Para aferi¢ao das circunferéncias da cintura e abdominal, foi utilizada fita métrica
inextensivel da marca CARDIOMED, com comprimento total de 150 cm e precisao de 1

mm.
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v’ Esfigmomanémetro digital

A pressao arterial foi aferida com aparelho automéatico modelo HEM 705CPINT
da marca Omron. Este aparelho era composto por um monitor e uma bragadeira pequena,
uma média e uma grande. A bragadeira pequena foi utilizada em adolescentes com até 23
cm de circunferéncia braquial e a média, naqueles com a circunferéncia maior que este
valor.

No aparelho digital HEM 742, a insuflagdo da bragadeira ¢ automatica e ocorre
por meio de uma bomba elétrica. A deflagdo ocorre por meio de uma vélvula ativa, de
liberagdo de pressao automatica. Este aparelho esta capacitado para medir pressdes entre
0 e 299 mmHg, pode ser utilizado em pessoas com arritmias cardiacas e foi validado
clinicamente pela BHS (British Hypertension Society) e pela AAMI (A4ssociation for the

Advancement of Medical Instrumentation).

Além disso, também foi realizada a coleta de uma mecha de cabelo dos (as)

adolescentes. Para a realizagao desta coleta, os materiais utilizados foram:

v' Material de coleta, uso coletivo:
1. Tesoura
2. Folhas papel toalha
3. Alcool 70%
4. Clipe de escritorio (1)
5. Etiquetas de identificacdo do participante
6. Medidor de coleta, retangulo de papel furado para padronizar a quantidade
de cabelo a coletar
7. Coletor de lixo contaminado
8. Secador de cabelo

9. Kit de coleta de uso individual

v Kit para coleta, uso individual e descartivel:
1. Saco Ziplock
2. Cartdo de papel
3. Papel toalha
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4. Pente e clipes de cabelo (2)
5. Clipe de escritorio (1)
6. Barbante

4.3.2 BodPod
O BodPod® Gold Standard — Body Composition Tracking System ¢ um

pletismégrafo que permite calcular o volume corporal através do deslocamento de ar. O
valor da densidade corporal ¢ obtido por meio da relagao existente entre a massa corporal
e o seu volume (estimado pelo deslocamento de ar em uma camara fechada). A massa
corporal (em Kg) ¢ obtida através de uma balanga acoplada ao sistema, enquanto o
volume (em L) ¢ mensurado pelo plestismografo. O peso dos participantes foi obtido a

partir da balan¢a do BodPod.

4.3.3 DXA
O Densitometro Osseo com Raio-X baseado em enCORE (modelo Lunar Prodigi

—marca GE Healthcare®) avalia a composi¢ao corporal através do principio de atenuacao
de raios X pelos diferentes tecidos corporais. Quando um feixe de raios X ultrapassa o
individuo, a intensidade com que chega ao outro lado esté relacionada com a espessura,
densidade e composi¢ao quimica dos tecidos. A atenuacdo desses raios pelo osso, tecido
magro e tecido adiposo ocorre de forma diferente, refletindo suas densidades e

composi¢do quimica.

4.3.4 Acelerbmetro
Os acelerometros utilizados neste acompanhamento eram da marca ActiGraph,

modelos wGT3X-BT e wActiSleep-BT, ambos com posicionamento de uso no punho, a
prova d’agua e de mesma captacdo de dados. Mais adiante, a se¢do 6.2.6 descrevera toda

a logistica envolvendo a acelerometria.

5. MANUAIS DE INSTRUCAO

Os manuais de instrugdes do estudo serviram como guia e apoio para o pessoal de
campo. Foram elaborados manuais de instru¢cdes para auxiliar as entrevistadoras
(ANEXO 11), supervisoras do QFA (ANEXO 12) as antropometristas (ANEXO 13 e 14)
e as operadoras do BodPod (ANEXO 15) e do DXA (ANEXO 16). Os manuais referentes

aos questionarios continham instru¢des e respostas as possiveis duvidas especificas de
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cada uma das questdes. Além disso, traziam orientagdes gerais sobre material basico,
rotina de trabalho, apresentagdo pessoal e postura, entre outras. Os manuais referentes a
antropometria ¢ operagao dos equipamentos continham o passo-a-passo para sua
aplicacdo. Exemplares dos manuais eram mantidos em cada sala de exame e na recepgao
da clinica, além de estarem disponiveis em formado PDF, em todos os computadores das

entrevistadoras.

6. TRABALHO DE CAMPO

6.1 Inicio do trabalho de campo
O trabalho de campo deste acompanhamento teve inicio no dia 20 de novembro

de 2019, no turno da manha, nas dependéncias do prédio B do Centro de Pesquisas
Epidemiologicas (CPE) Dr. Amilcar Gigante da UFPel. O atendimento aos adolescentes
e suas maes ou responsaveis foi realizado de segunda-feira a sibado, em dois turnos de
trabalho de seis horas corridas, os quais aconteciam das 8h30 as 14h30 horas (turno da

manha) e das 14h30 as 20h30 horas (turno da tarde).

6.2 Logistica do trabalho de campo
A coleta de dados deste acompanhamento ocorreu no CPE Dr. Amilcar Gigante,

uma infraestrutura Uinica no pais, voltada para a operacionaliza¢do de pesquisas de base
populacional na area da saude. Todos(as) os(as) adolescentes e seus responsaveis eram
convidados a comparecer na clinica, mediante agendamento telefonico. Inicialmente,
foram agendados 15 adolescentes por dia, trés em cada turno de trabalho. Esse numero
foi sendo aumentado gradativamente, até chegar a 15 agendamentos por turno de trabalho,

com o objetivo de que, a cada dia, pelo menos 22 adolescentes visitassem a clinica.

6.2.1 Recepcdo dos(as) adolescentes
O(A) adolescente agendado(a), ao chegar a clinica, era atendido(a) na recepgao.

Neste momento, eram solicitados documentos, para confirmacao de dados cadastrais do
adolescente (carteira de identidade ou certiddo de nascimento) e do responsavel (carteira
de identidade e CPF ou carteira de trabalho). O nome do(a) adolescente era conferido na
lista de agendamentos, que constava no sistema (ANEXO 17). No caso do(a) adolescente
ter comparecido a clinica sem ter sido agendado(a), os dados eram localizados no sistema

e o cadastro era realizado. Ainda na recepcdo, adolescente e responsavel recebiam
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crachés, previamente elaborados, para usar durante todo o tempo que estivessem na
clinica. Este crachd, além de identificar o(a) participante e seu responsavel, especificava
todos os locais (estagdes), pelos quais ambos deveriam passar, garantindo desta forma
que os acompanhados respondessem a todos os questionarios e realizassem todos os
exames previstos. Os crachds eram diferenciados pelo tamanho, sendo a versao menor da
mae ou responsavel e a maior, do(a) adolescente (ANEXO 18). Além disso, ambos
recebiam uma pulseira de identificagdo, que continha um cédigo de barras para leitura
nas salas de entrevistas € nos exames, evitando, assim, erros de digitagao dos nimeros de
identificagao (ID).

Apbs a entrega dos crachas e pulseiras, a recepcionista contatava (o)a responsavel
pelo fluxo das estagcdes (também denominado de “fluxo da frente™), para solicitar
disponibilizag¢do de entrevistadora e/ou psicologo(a). O responsavel pelo fluxo conduzia
o(a) participante e seu responsavel até a entrevistadora, que realizava a leitura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), destinado ao responsavel (ANEXO 19) e
do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), ao adolescente (ANEXO 20).
Todos os termos continham a identificacao do(a) adolescente e do responsavel. Ao final
do TCLE constava uma lista com os procedimentos (questionarios € exames), que seriam
realizados e o(a) adolescente e seu responsavel deveriam marcar um “X’’ em todos os que
estivessem de acordo em realizar. Se o(a) adolescente ou o responsavel recusassem ou
relatassem possuir algum impedimento para a realizagdo dos exames, a pos-doutoranda
ou o doutorando de plantdo era chamado para tentar reverter a recusa ou confirma-la.

Apos assinatura dos termos, o(a) adolescente era encaminhado para a entrevista,
CANTAB, QFA ou para os equipamentos (BodPod e DXA) e o responsavel, para
entrevista ou psicologo(a). A clinica ficou dividida em dois espacos: a parte da frente era
composta por salas de entrevistas (3), sala de psicologos(as) (3) e sala de aplicagcdo do
QFA (1), enquanto a parte dos fundos era composta por salas de entrevistas (2), sala de
psicologos (2) e sala de exames (3). Cada espago era controlado por uma pessoa com
acesso a um computador (fluxo de frente) e um nethook (fluxo de fundos). Portanto,
quatro pessoas (duas por turno) estavam responsaveis por esse controle. Na parte das
entrevistas, eram aplicados os seguintes instrumentos: questionario geral da mae,
confidencial da mae, questiondrio do(a) adolescente, questionario confidencial do
adolescente, QFA e CANTAB. Com os(as) psicdlogos(as) eram aplicados o WASI, MINI
e DAWBA. Na parte dos equipamentos eram realizados os seguintes exames:

pletismografia por deslocamento de ar (BodPod), densitometria (DXA), antropometria
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(altura em pé, altura sentado, circunferéncia da cintura e quadril), coleta de cabelo e
pressdo arterial. A ordem com que os(as) adolescentes e seus responsaveis realizavam o
acompanhamento era controlada pelos responsaveis pela distribui¢do (fluxo) da clinica.
Entre a realizacdo dos exames e dos questionarios, era oferecido aos entrevistados
(adolescente e responsavel), na sala de recreagdo (entretenimento), supervisionada pelo
responsavel pelo fluxo da frente, um lanche (sanduiche e suco) e acesso a televisao e Wi-
fi.

6.2.2 Entrevistas
No “fluxo” das entrevistas, priorizava-se o encaminhamento dos adolescentes,

tendo visto o tempo despendido entre os instrumentos. Em cada uma das cinco salas de
entrevista de questiondrio geral e confidencial, as questdes eram registradas em
computadores de mesa. Em momentos de fluxo intenso, os questionarios também eram
aplicados pela pds-doutoranda ou pelo(a)doutorando(a) de plantdo. O QFA era aplicado
em uma sala contendo quatro computadores ¢ o seu preenchimento era supervisionado.
Excepcionalmente, em caso de algum problema no sistema, as entrevistas e 0 QFA eram
realizadas em papel. No caso de duvidas das entrevistadoras em relacao as respostas do(a)
entrevistado ou qualquer outra situacdo, a pds-doutoranda ou o(a) doutorando(a)de

plantdo eram consultados.

6.2.3 Psicologos(as)
No “fluxo” dos psicologos(as), apds a chegada na clinica, a prioridade era que

todas as maes ou responsaveis fossem diretamente encaminhados, tendo em vista o tempo
despendido na aplicacdo dos instrumentos de satide mental. Em cada uma das cinco salas

de psicologos(as), os instrumentos eram aplicados em computadores de mesa.

6.2.4 CANTAB
No “fluxo” do CANTAB, havia uma divisao da aplicacdo entre entrevistadoras,

psicologos(as) e monitoras do QFA. Em momentos de fluxo intenso, também era aplicado
pela pos-doutoranda ou pelo(a)doutorando(a) de plantdo. A aplicagdo era realizada com
auxilio de um tablet (iPad 7* geragdo) e a orientacdo era que fosse uma das primeiras

etapas a ser realizada pelo(a) adolescente na clinica.
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6.2.5 Equipamentos
No “fluxo” dos exames, o(a) participante era convidado a colocar uma roupa

adequada, fornecida pela equipe da Coorte 2004, em um vestidrio proprio para isso. Era
necessaria a retirada de qualquer objeto de metal para a realizacdo dos exames de
composi¢ao corporal. Com a troca de roupa, os(as) adolescentes deixavam seus pertences
em armarios com cadeados e percorriam todos os exames de posse de sua chave. Durante
o fluxo na parte dos equipamentos, eram encaminhados apenas dois participantes por vez,

sendo atendidos alguns pré-requisitos, conforme segue:

v' BodPod

Juntamente com a antropometria, era o aparelho com prioridade, ou seja, dentre
os dois participantes encaminhados para os exames, um deles realizava a primeira medida
neste equipamento. Nesta estagdo era medido o peso ¢ a altura em pé do(a) adolescente,
sendo essa ultima anotada no crachd, para ser utilizado no DXA. Apds a realizagdo da
pletismografia, o(a) adolescente era encaminhado(a) para o DXA e, em seguida, para a
antropometria. No BodPod, o(a) participante permanecia dentro do aparelho (uma camara
fechada), por alguns segundos, e era orientado(a) a ndo se mexer. Era obrigatorio o uso
de uma touca de natacdo. O exame ndo era realizado em jovens cadeirantes nem em

adolescentes gravidas ou com suspeita de gravidez.

v’ Antropometria, pressdo arterial e coleta de cabelo

Juntamente com o BodPod, esta era a estagdo com prioridade, ou seja, dentre os
dois participantes encaminhados para os exames, um deles era encaminhado para a
antropometria. Nesta sala, eram aferidas medidas de pressao arterial, circunferéncia da
cintura e do quadril, altura em pé e altura sentada e, também, era coletada uma mecha de
cabelo. Havia duas antropometristas ¢ cada uma coletava todas as medidas uma vez.
Quando ocorria diferenca entre as medidas das antropometristas acima do erro aceitavel,
ambas realizavam uma segunda medida. O erro aceitavel para cada medida era 0,7 cm
para altura sentada e altura em pé, e 1 cm para a circunferéncia da cintura e quadril. A
medida da pressdo arterial era aferida duas vezes, a primeira ao inicio das medidas, apos
cinco minutos de descanso, e a segunda, apds dois minutos da primeira medida.
Normalmente, a coleta da mecha de cabelo era a tlltima etapa a ser realizada nesta estacao.

Nesta etapa, adolescentes gravidas ou com suspeita de gravidez ndo realizavam a medida
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das circunferéncias (cintura e quadril). Apds a realizagdo da antropometria, o(a)

adolescente era encaminhado(a) para o BodPod.

v’ DXA

Nesta etapa o(a) adolescente deitava-se em uma cama anexa ao aparelho e era
realizado um scanner do fémur, coluna e de corpo inteiro. O(A) adolescente nao poderia
ter pinos/placas nos ossos ou estar usando qualquer objeto de metal, com excecdo de
aparelho ortoddntico. Este equipamento exigia que as medidas de peso ¢ altura tivessem
sido aferidas previamente. O exame ndo era realizado em jovens cadeirantes, jovens com
deformidades osteoarticulares, aqueles com peso >120 kg nem em adolescentes gravidas
ou com suspeita de gravidez. Os jovens com altura >192 cm faziam apenas coluna lombar
e fémur (nd3o realizavam corpo inteiro). O DXA era a ultima etapa para ambos os

adolescentes encaminhados a cada vez para os exames (Figura 1).

— | Antropometria |mp BodPod = DXA

Dois

adolescentes

— BodPod = | Antropometria |mp DXA

Figura 1. Fluxo ideal dos equipamentos.

6.2.6 Acelerometria
Ao término dos exames e questiondrios, o(a) adolescente era encaminhado(a) a

recepcdo, onde era convidado a colocar um acelerdmetro no punho de seu brago nao
dominante. Tal aparelho era utilizado para mensuracdo objetiva de atividade fisica, sendo
responsavel pela captagao de movimentos corporais, para estimar os padroes de atividade

fisica dos(as) participantes.

6.2.6.1 Acelerbmetros
Durante o acompanhamento, estavam disponiveis um total de 149 acelerometros

do modelo Actigraph wGT3X-BT (Figura 2). Em geral, todos os acelerometros eram
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utilizados semanalmente em virtude do fluxo didrio de participantes ser compativel com
o total de acelerometros. A preparagdo dos aparelhos era realizada através do software

Actilife 6.11.6.623 BETA, assim como a conferéncia inicial dos dados (Figura 3).

(a) (b)
Figura 2. Acelerometro ActiGraph — modelo wGT3X-BT.

Figura 3. Acelerometros conectados para download dos dados.

6.2.6.2 Logistica de coleta de dados
Os aparelhos eram programados para captar dados a partir das 14 horas, para

acelerdmetros colocados no turno da manha, e a a partir das 20 horas, para aqueles
colocados no turno da tarde. Os acelerdmetros colocados nas segundas-feiras eram
retirados na segunda-feira da semana subsequente, e da mesma forma para os demais dias
da semana. Assim, a captacdo dos dados totalizava sete dias completos, restando ao menos

seis dias completos para analise. Devido ao numero total de acelerometros, ndo era
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possivel a utilizacdo dos equipamentos por oito dias, fato que resultaria em sete dias
completo de dados.

Os acelerometros eram preparados para captar os dados com uma frequéncia de
detalhamento das informagdes de 60Hz. Para identificacdo dos dados e registro dos
usuarios, eram usadas na preparacao do acelerometro as seguintes informagdes: (a)
numero identificador (ID); (b) primeiro nome e as iniciais do sobrenome; e (c) data de
nascimento. Além destas praticas, para a preparacao dos acelerdmetros, a bateria dos
mesmos era carregada até 100% de sua capacidade antes de serem acionados. Em caso de
preparagdo de acelerometro com urgéncia, era garantido que a carga estivesse em pelo
menos 90%. As principais instru¢des sobre a preparacao dos acelerometros constam no
manual de instrugdes da acelerometria (ANEXO 21).

Diariamente, a lista de agendamentos referente a cada turno era enviada para o
responsavel pela acelerometria. Com o ID e iniciais do nome do(a) adolescente, o
aparelho era configurado em um software e, depois de ativado para uso, era levado para
arecepgdo, a fim de ser colocado no punho dos jovens. Se um(uma) adolescente chegasse
a clinica para ser atendido(a) sem agendamento, realizava-se a programacdo enquanto
eram realizados os exames e as entrevistas. Na recepcao, as recepcionistas faziam o
registro do numero especifico do acelerometro, no cadastro do(a) adolescente no
REDCap.

Na recepcao, o(a) adolescente era orientado(a) sobre o uso do acelerometro e era
entregue um guia de orientagdes sobre a utilizagdo do equipamento (ANEXO 22). Era
perguntado ao adolescente qual era a sua mao dominante, sendo o aparelho colocado no
braco ndo dominante e com os pinos voltados para os dedos. A recepcionista orientava
o(a) adolescente sobre a utilizacdo durante as 24 horas do dia, inclusive no banho, para
dormir e em qualquer outra atividade. A necessidade de que o monitor de atividade fisica
fosse utilizado o méximo de tempo possivel, dentro do periodo determinado, era sempre
ressaltada. A primeira etapa para colocacdo do acelerdmetro pela recepcionista, era
questionar o(a) adolescente e seu responsavel sobre o melhor turno para retirada do
mesmo (que seria na semana seguinte a colocacao) e confirmar telefones de contato e o
endereco para retirada do equipamento. Estas informagdes eram preenchidas no REDCap.
Ap0s, era colocado o aparelho no(a) adolescente, explicado o uso e entregue as instrugoes,
que continham data e turno para retirada e o telefone para contato, em caso de alguma
davida ou problema no decorrer da semana. Depois deste processo, os responsaveis pela

acelerometria (Tiago Silva e Calebe Borges) preparavam uma planilha de coleta, que era
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entregue ao coletador (motoboy), para o recolhimento dos aparelhos no local e turno
marcados previamente. Esta planilha era entregue ao coletador um dia antes das coletas.
Era orientado que o acelerometro fosse retirado do punho pelo coletador, sempre que
possivel.

Posteriormente ao recolhimento do aparelho pelo coletador e chegada do
acelerometro na clinica do CPE, eram iniciados os procedimentos de download dos
arquivos registrados nos monitores, em um computador exclusivo para este fim.
Imediatamente a chegada dos arquivos, os mesmos eram checados e, em seguida,
enviados para o Dropbox da Acelerometria da Coorte 2004 para armazenamento e
backup. Sempre apds o download, o acelerometro tinha sua bateria recarregada para ser
disponibilizado para uso novamente.

Com os dados no computador, o soffware utilizado permitia ver quantos dias o(a)
adolescente havia utilizado o acelerometro. Para o dado ser considerado valido neste
momento, o(a) participante deveria ter mantido o aparelho fixado no punho por um
periodo equivalente a, no minimo, trés dias, do contrario este dado precisaria ser
novamente coletado. Nos casos em que os acelerometros retornavam com menos de trés
dias de uso, o(a) adolescente era considerado como pendente para acelerometria e a
equipe responsavel por contata-lo(a) e realizar o agendamento para a colocagdo do
aparelho novamente. Nesta situagdo, a colocagdo era feita pelo mesmo motoboy que
realizara o recolhimento do aparelho. Caso o(a) adolescente ndo aceitasse recolocar, o
mesmo passava a ser contabilizado como perda. Ressalta-se que essa recolocagdo era
realizada apenas quando havia equipamentos disponiveis de forma que ndo fossem
atrapalhar as coletas dos participantes que estava visitando a clinica de pesquisa.

Algumas exce¢des ocorriam quando o participante ndo podia colocar o
acelerdmetro na semana em que visitou a clinica. Isto ocasionava, também, uma
pendéncia. Nestes casos, o participante recebia uma ligagdo, para agendar um horario em
que o acelerometro pudesse ser levado em sua casa para colocagdo. Nesta situagdo, a
colocagdo era feita pelo mesmo motoboy que recolhia os aparelhos. Ainda, outras
situacdes caracterizavam o(a) adolescente como atendendo algum critério de exclusdo
para esta etapa especifica do estudo, sendo as seguintes: (a) incapacidade de deslocar-se
caminhando de um lugar ao outro; (b) disturbios mentais nos quais o(a) adolescente nao
permitia a colocagdo do aparelho; e (¢) ndo residir em Pelotas, exceto moradores de Capao
do Ledo (cidade vizinha) e quando os(as) adolescentes estavam de férias na cidade e

permaneceriam o tempo necessario para a retirada.



154

Para fins de controle de qualidade, o banco de dados era verificado
periodicamente, juntamente com a planilha de controle e o banco de dados da
acelerometria. A partir dessa rotina, eram identificados e corrigidos possiveis problemas
na programagdao dos acelerdmetros ou pendéncias e inconsisténcias. Além disso,
mensalmente, era realizado um monitoramento em relacdo ao numero de elegiveis, dados
coletados, acelerometros em uso no momento, pendéncias de colocagdo, perdas e recusas.

Os dados foram analisados de forma padronizada em comparagao a outras coortes
com a utilizacdo do pacote de Analise GGIR no Software R. As analises incluiram a
combinagdo de atividade fisica, comportamento sedentério e sono (parte 5 do cédigo de
andlise GGIR). A versdo do GGIR utilizada nesta analise foi 2.2-0 e um relatdrio
especifico sobre as analises estd disponivel com o gerente dos bancos de dados da Coorte
de 2004.

O total de dados analisados foi de 1.531, mas durante o processo de analise alguns
arquivos apresentaram problemas durante a detecgdo (ex: periodos de mensuragdo muito
curtos, etc). Neste acompanhamento, 10 arquivos apresentaram problemas de
processamento. Foram excluidos do banco também um total de 14 individuos que
apresentaram problemas em termos de padrdes de atividade fisica ndo compativel com o
movimento humano, que ndo tinham pelo menos um ciclo de 24 horas e com erro de
calibragcao > 0,02.

Todos os dados também tiveram seus plots visualizados a fim de identificar
qualquer padrao anormal. Foram identificados apenas um plot com padrao anormal, e
esse individuo foi excluido nesta etapa.

Para obtenc¢ao das médias semanais € importante verificar a confiabilidade dos
dias ao longo da semana. Para isso realizamos o teste Spearman-Brown Prophecy.
Procurou-se equilibrio entre o valor de confiabilidade ideal (0.70 ou mais) e a perda de
individuos na amostra. Variaveis de sono frequentemente tem menor confiabilidade em
relacdo as de atividade fisica. Neste sentido decidiu-se excluir participantes com menos
de trés dias de mensuracgdo. Assim, 22 individuos foram excluidos da amostra nesta etapa.

Abaixo segue os valores de Spearman-Brown Prophecy para dias nas variaveis testadas.
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Quadro 1. Spearman-Brown Prophecy de acordo com numero de dias.

Variavel 3 dias | 4 dias | 5 dias | 6 dias
Tempo total de sono 0.12 0.15 0.18 0.21
Janela de tempo de sono 0.07 0.09 0.11 0.13
AFMYV (sem bout) 0.73 0.78 0.82 |0.84
AFMV (bout 5 min) 0.66 (072 |0.77 ]0.80
AFMYV (bout 10 min) 0.61 0.68 0.72 | 0.76

Assim, o N total com informag¢ao de 24h no acompanhamento da Coorte de 2004
aos 15 anos foi 1.484. A Figura 4 apresenta o fluxograma do acompanhamento de acordo

com coleta e analise.

Coletados:1531

Problemas de
processamento:10

Figura 4. Fluxograma de coleta e andlise coorte de 2004 -15 anos. Analise 2021.

Exclusbes Exclusbes de
devido a individuos com
parametros de | > mzri\;)s gs 3
qualidade:15 S e
mensuragao:22

N final: 1484
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Por fim, torna-se importante fazer algumas observagdes importantes para futuros
pesquisadores(as) que irdo utilizar esses dados:

1) Nossas analises sdo conduzidas considerando a janela de um dia do
momento que o individuo acorda até o proximo momento que ele acorda (wake to wake).
Sendo assim, podemos ter ciclos com menos ou mais de 24 horas.

2) Variaveis de ENMO e ritmo (interdaily stability e intradaily variability)
nao sao disponibilizadas na parte 5 do GGIR. Por esse motivo sdo obtidas nos arquivos
part2 summary e, portanto, tem janela da meia noite a meia noite.

3) Variaveis de comportamento sedentdrio sempre precisam de cautela na
interpretagdo pois nossas medidas sdo baseadas somente em aceleragdo e ndo incluem
medida de postura que faz parte da definicdo de comportamento sedentario.

4) As variaveis relativas a periodos de inatividade sustentada geradas pelo
GGIR utilizam critério de bout diferente das de atividade fisica. Para estas varidveis o
codigo exige que o individuo esteja 90% do bout estabelecido em comportamento inativo.
Além disso, os bouts para inatividade das analises padrao sao de 10, 20 e 30 minutos. Por
esses motivos as variaveis de inatividade geradas pelo pacote ndo sdo um simples
complemento das variaveis de atividade fisica e sim um periodo de inatividade bem mais
exigente e com defini¢des diferenciadas.

5) Uma variavel de inatividade complementar a atividade leve (menos que
50mg) utilizando mesmos parametros da atividade fisica sem bout foi construida
(inat_complement/inat). Essa varidvel consiste em toda atividade com intensidade
inferior a 50 mg realizada fora da janela do tempo de sono.

6) Embora varidveis de sono tenham sido geradas, ¢ importante ressaltar que
a validagdo do presente algoritmo foi conduzida em uma amostra de adultos. As
estimativas, embora sejam compativeis com outras marcas, modelos e algoritmos de
acelerometro para esta idade, ndo sdo oriundas de métodos com validade testada.

7) Informagdes completas sobre processamento, dicionario de varidveis e

como citar o GGIR: https://cran.r-project.org/web/packages/GGIR/vignettes/GGIR.html.

6.2.7 Encerramento da visita
Antes de deixar a clinica o(a) adolescente recebia uma ajuda de custo pelo seu

deslocamento (R$ 50,00), entregue ao seu responsavel apos a assinatura de um recibo do
valor (ANEXO 23). O(A) adolescente ou seu responsavel poderiam solicitar atestados

para comprovar falta na escola e/ou trabalho, o qual era prontamente fornecido. Tais
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documentos (ANEXO 24) ficavam a disposi¢do na recep¢do e eram assinados pela
coordenadora de campo. Alguns resultados de exames também eram fornecidos ao final,

como peso, altura, pressao arterial e o percentual de gordura medido pelo BodPod

(ANEXO 25).

6.2.7.1 Tempo de permanéncia na clinica
O tempo médio que os jovens permaneciam na clinica variou do inicio a metade

do trabalho de campo (Figura 5). Inicialmente, os jovens ficavam, em média, 3h 54 min.
Na metade do campo, a média de tempo foi de 3h 53 minutos, atingindo seu menor tempo
na 10* semana, quando o tempo de permanéncia foi reduzido para 3h 37 min (uma
diferenca de 16 minutos, em relagdo a primeira semana). Na ultima semana de campo, 0s
participantes permaneceram na clinica, em média, 3h 46 min (Figura 5). Na Tabela 2 sdo

apresentadas as médias de tempo despendido sem cada estacao.
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Figura 5. Tempo médio (em horas) de permanéncia dos participantes na clinica, por

semana, no acompanhamento dos 15 anos.
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Tabela 2. Tempo médio gasto por estagdo na Clinica do CPE.

ESTACAO M,F];)DI/I‘;‘,(I;E

MAE

Questionarios — tempo total 20 min
Geral 17 min
Confidencial 3 min
Saude mental — tempo total 1h 28 min
DAWBA 42 min
WASI 36 min
MINI 10 min
Tempo total da mae 1h 48 min
ADOLESCENTE
Questionarios — tempo total 1h 26 min
Geral 47 min
Confidencial 17 min
QFA 22 min
Equipamentos — tempo total 34 min
Antropometria, pressdo arterial e coleta de 15 min
cabelo
BodPod 7 min
DXA 12 min
Teste Psicologico (CANTAB) — tempo total 39 min

Tempo total do adolescente 2h 40 min

6.2.8 Estratégias de busca dos(as) adolescentes

6.2.8.1 Rastreamento de enderegos ndo encontrados
Durante o trabalho de campo, trés rastreadores trabalharam na localizagdo dos

domicilios daqueles adolescentes que nao tinham telefone/contato. Inicialmente, apenas
uma rastreadora era responsavel por essa tarefa, mas, em seguida, ela solicitou
afastamento da fun¢do e outra pessoa foi contratada. Ao final do trabalho de campo, houve
a necessidade de contratar mais um rastreador.

Com base em um levantamento dos enderecos dos acompanhamentos anteriores,

os rastreadores deslocavam-se até estes enderecos, do mais antigo aos mais recentes,
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registrados em uma folha de rosto. Uma vez localizado o adolescente, os rastreadores
deixavam um informativo em sua casa ou na residéncia de algum familiar e, em alguns
casos, contatavam o CPE para que ja fosse realizada a atualizagdo dos dados cadastrais e

agendamento da visita.

6.2.8.2 Divulgagdo na imprensa local e redes sociais
Com o objetivo de divulgar o acompanhamento dos 15 anos da Coorte de 2004 ¢

incentivar a participacao dos(as) adolescentes no estudo, foi realizada a divulgagdo do
acompanhamento dos 15 anos no perfil da coorte no Facebook

(https://www.facebook.com/coorte2004/? fref=ts).

6.2.8.3 Jovens residentes em outros municipios e entrevistas telefénicas
Alguns adolescentes estavam residindo fora da cidade de Pelotas. Para esses

participantes, era feita a proposta de agendarem a visita a clinica durante as festas de final
de ano, férias escolares ou ainda, durante o feriado de carnaval. Estas foram as principais

datas em que foi possivel entrevista-los.

7. SUBESTUDO DEFICIENCIA INTELECTUAL

Este estudo, coordenado pela Dra. Simone Karam, teve por objetivo reavaliar os
individuos identificados com deficiéncia intelectual (DI) e avaliar individuos com
possivel transtorno do espectro autista (TEA), pertencentes a Coorte 2004. Os
participantes passaram por avaliagdo clinica e coleta de sangue ou de saliva, assim como
seus pais, caso necessario.

O individuo caracterizado como “especial” em etapas anteriores, era convidado a
ser reavaliado. Individuos ndo caracterizados anteriormente como ‘“‘especiais’, porém
cujos pais solicitaram avaliacao por suspeita de DI ou TEA, passaram entdo por avaliagdao
genético-clinica que incluia anamnese, exame fisico e dismorfoldgico e avaliacdo do
comportamento adaptativo. Em caso de ficar caracterizado como uma das duas condi¢des
ja referidas, o individuo era incluido no estudo. Na clinica, uma sala foi reservada para
avaliacdo pela Dra. Simone e para a coleta do material biologico. Inicialmente, 164
individuos foram selecionadas para a avaliagcdo genética, dos quais 107 foram avaliados
entre os meses de janeiro a marco de 2020.

ApoOs andlise, os participantes e suas familias eram chamados para

aconselhamento genético e orientagoes.
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. SITUACOES ADVERSAS E ALTERACOES NA CONDUTA

DXA estragou: O equipamento apresentou problemas entre 16 e 28 de janeiro de
2020, impedindo a realizagdo dos exames. Um total de 231 adolescentes
compareceram a clinica neste periodo e foram perdas para o exame.

Mudanca na aplicacio do CANTAB: Inicialmente, era aplicado apenas por
psicologos, apos, para diminuir o tempo de permanéncia dos(as) adolescentes na
clinica e melhorar o aproveitamento da equipe, entrevistadoras, supervisoras do
QFA e doutorandos também passaram a aplicar este instrumento.

Mudanca na aplicacido dos instrumentos de Satide Mental: Em setembro de
2019, em reunido anterior ao inicio do trabalho de campo, decidiu-se que todos os
instrumentos de Satide Mental seriam aplicados a todas as pessoas que estivessem
acompanhando o(a) adolescente. Porém, em uma reunido realizada em fevereiro,
os coordenadores decidiram que o MINI e o WASI seriam aplicados apenas as
maes bioldgicas e sociais. Apos retomada do assunto e avaliagdo do mesmo em
uma reunido realizada em marco, o grupo decidiu que o WASI deveria ser aplicado
somente as maes bioldgicas, o MINI para maes biologicas ou sociais e 0 DAWBA,
a todos que estivessem acompanhando o(a) adolescente.

Mudanca na aplicacdo do confidencial do responsavel: O questionario
confidencial também sofreu alteragdes. No inicio do campo, era aplicado a todas
as pessoas que estivessem acompanhando o(a) adolescente. Em reunido realizada
em fevereiro, os coordenadores solicitaram excluir as informag¢des dos
confidenciais respondidos por pais ou outro responsavel, que ndo fosse a mae
biologica ou social. Em uma reunido realizada em margo, os coordenadores
reafirmaram que este instrumento deveria ser aplicado apenas para as maes
bioldgicas e sociais.

Segundo treinamento de Saiide Mental: De 06 a 10 de janeiro de 2020, devido
as diversas solicitacdes de desligamento, foi necessario realizar um novo
treinamento para aplicagdo dos instrumentos sobre Satde Mental. Pelo edital
contemplado pela Fundacdo Delfim Mendes Silveira, havia dez bolsistas na
supléncia, porém, sem treinamento especifico para todos os instrumentos de saude

mental. Desta forma, era necessario deixa-los aptos para o trabalho de campo, em
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caso de futura contratagdo. Outro motivo para a realizagdo deste treinamento foi
a necessidade de contratagdo de dois novos psicologos, por uma segunda fonte de
recursos financeiros, para poder aumentar o fluxo do campo e nao sobrecarregar

0s psicologos, que estavam atuando naquele momento.

9. CONTROLE DO ANDAMENTO DO TRABALHO DE CAMPO

Um controle semanal da evolugao do trabalho de campo era realizado por meio de
um relatorio elaborado pela pos-doutoranda supervisora. Esse relatorio continha um
resumo da producdo a cada sete dias, sempre contabilizando os dados de segunda a
sabado. Neste arquivo, era apresentado o numero acumulado e por semana de
participantes  acompanhados. Esse conteudo era enviado semanalmente,
preferencialmente na segunda-feira, para informar aos pesquisadores, doutorandos e

demais envolvidos, sobre o andamento do trabalho de campo (Figura 6).

Acompanhamento Coorte 2004 - 15 anos
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Figura 6. Panorama semanal do nimero de acompanhados aos 15 anos.

10. CONTROLE DE QUALIDADE DOS DADOS

No més de dezembro de 2019, iniciaram-se as ligagdes para o controle de
qualidade (CQ) das entrevistas realizadas com os membros na Coorte. Foram sorteados
10% da amostra estudada, totalizando 254 adolescentes e 252 maes ou responsaveis. O(A)

adolescente sorteado era contatado por telefone e eram feitas dez perguntas, sendo nove
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em relagdo ao questiondrio geral e uma para avaliagdo do atendimento na clinica
(ANEXO 26). De maneira semelhante, a mae ou responsavel sorteado também era
contatado por telefone e eram feitas outras dez perguntas, sendo nove em relagdo ao
questionario geral e uma para avaliacdo do atendimento na clinica (ANEXO 27). O
sorteio do CQ esteve sob responsabilidade da doutoranda Karen Sanches. As entrevistas
foram realizadas por uma bolsista de apoio técnico (Ana Paula Maciel) diretamente no
REDCap. O banco foi transferido para o programa estatistico Stata 16.0®, onde foram

realizadas as analises de concordancia.

11. REVERSAO DE RECUSAS

Alguns adolescentes recusaram participar do acompanhamento no primeiro
contato com a responsavel pelos agendamentos na clinica, ou, ainda, aceitavam o
agendamento varias vezes, mas ndo compareciam. Portanto, ao longo do
acompanhamento, os responsaveis pelos agendamentos ligavam para os jovens e
tentavam reverter tal situa¢do, por meio de propostas como trocar horarios ou entdo
negociar sobre os procedimentos que despertavam medo ou desconfianga por parte
dos(as) adolescentes. No entanto, em funcao da paralisagao do campo devido a pandemia
do novo Coronavirus, em 17 de marco de 2020, esta etapa do trabalho de campo nado
chegou a ser concluida, pois pretendia-se, ainda, tentar reverter as recusas com auxilio

dos doutorandos e supervisora do trabalho de campo.

12. HISTORICO DE COVID-19 NO BRASIL E NO MUNDO

Em margo de 2020, a COVID-19, causada pelo novo coronavirus Sars-CoV-2 e
relatada pela primeira vez em dezembro de 2019, como um surto de pneumonia de
etiologia desconhecida, ocorrido em Wuhan, provincia de Hubei, China (Wuhan
Municipal Health Commission, 2019), foi declarada uma pandemia global pela
Organizagao Mundial de Sauade (WHO, 2020), instanciando distanciamento fisico e
ordens de quarentena para mitigar sua rapida transmissdo (Cookea et al., 2020). Neste
sentido, as autoridades de satde de muitos paises ao redor do mundo passaram a impor
medidas de distanciamento social, na tentativa de 'achatar a curva', reduzir o surto ¢ nao
sobrecarregar os sistemas de saude (Wu & McGoogan, 2020).

A COVID-19 tem sido considerada uma parente da sindrome respiratdria aguda

grave (SARS), que tem a possibilidade de transmissao de animais para humanos (Nature,
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2020). Até o momento, a fonte do SARS-CoV-2 permanece desconhecida. No entanto, a
infec¢do por SARS-CoV-2 foi associada ao contato com um vendedor local de frutos do
mar em Wuhan, que vendeu ilegalmente alguns animais selvagens, incluindo morcegos
(Wang et al., 2020a). O periodo médio de incubacao da COVID-19 ¢ estimado em 5,2
dias, com ampla variagdo entre os pacientes (Li, 2020), podendo ser passivel de
disseminagdo assintomatica (Rothe, 2020; Ryu & Chun, 2020). Os sintomas de infeccao
incluem febre, calafrios, tosse, coriza, dor de garganta, dificuldade para respirar, mialgia,
nausea, vomito e diarreia (Chen, 2020). Casos graves podem levar a lesdo cardiaca,
insuficiéncia respiratéria, sindrome do desconforto respiratdrio agudo e morte (Holshue,
2020).

A epidemia de COVID-19 foi considerada uma ameaga global a satide (Wang,
2020) e ¢ de longe o maior surto de pneumonia atipica, desde o surto de sindrome
respiratoria aguda grave (SARS) em 2003. Poucas semanas apds o surto inicial, 0 nimero
total de casos e mortes ja havia excedido o da SARS (Hawryluck, 2004).

A seguir, a linha do tempo com as principais informagdes sobre COVID-19.

08 de dezembro 2019: Os primeiros casos de coronavirus foram registrados em um
hospital de Wuhan, na China. As vitimas seriam frequentadores de um mercado atacadista
de animais.

05 de janeiro 2020: E publicado o primeiro comunicado da Organizagdo Mundial da
Satde a respeito do assunto. No documento, sao relatados 44 casos de “pneumonia de
causa desconhecida” em Wuhan/China.

09 de janeiro 2020: Divulgado o primeiro codigo genético do novo coronavirus.

09 de fevereiro 2020: Trinta e quatro brasileiros que viviam na cidade chinesa de Wuhan,
epicentro do novo coronavirus, foram repatriados. Duas aeronaves da Forca Aérea
Brasileira aterrissaram no Brasil com o grupo, que ficou de quarentena por 14 dias,
na Base Aérea de Anapolis, em Goias.

26 de fevereiro 2020: Confirmado o primeiro caso de coronavirus no Brasil. O paciente
era um homem de 61 anos, que havia viajado a Itdlia, e deu entrada no Hospital Albert
Einstein, em Sao Paulo, no dia anterior.

05 de marco 2020: Sobe para oito o nimero de casos confirmados do novo coronavirus
no Brasil: seis em Sao Paulo, um no Espirito Santo e um no Rio de Janeiro. Também foi

registrada a primeira transmissao interna no pais.
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09 de marco 2020: O Ministério da Saude anunciou a realizagdo de teste para o
coronavirus em todos os pacientes internados em hospitais publicos ou privados, com
quadro respiratorio grave, independentemente do historico de viagem ao exterior.

10 de margo de 2020: A Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do Sul, por meio
do Centro Estadual de Vigilancia em Saude (Cevs), confirmou o primeiro caso de
infec¢@o pelo novo coronavirus no Rio Grande do Sul. Tratava-se de um homem, de 60
anos, residente em Campo Bom, que teve historico de viagem para Mildo, na Italia, entre
os dias 16 e 23 de fevereiro de 2020. O anuncio foi feito pelo governador Eduardo Leite,
em coletiva a imprensa no Palacio Piratini.

11 de marco 2020: A Organizagio Mundial da Satde declaroua pandemia de
coronavirus, estimando que o numero de pessoas infectadas, mortes e paises atingidos
deveria aumentar nos dias e semanas seguintes.

13 de marco 2020: O Ministério da Saude regulamentou critérios de isolamento e
quarentena, que deveriam ser aplicados pelas autoridades sanitdrias em pacientes com
suspeita ou confirmacdo de infeccdo por coronavirus. O primeiro paciente brasileiro
diagnosticado com coronavirus foi curado. A Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
considerando as ponderagdes do Comité Interno para Acompanhamento da Evolugao da
Pandemia por Coronavirus, formado por representantes do Hospital-Escola, das
Faculdades de Medicina e Enfermagem, das pro-reitorias de Ensino, de Assuntos
Estudantis ¢ de Gestao de Pessoas ¢ da Coordenacdo de Comunicagao Social, em reuniao
realizada na manhd do dia 13 de margo de 2020, decidiu suspender as atividades
académicas pelo periodo minimo de trés semanas, a partir do dia 16 de margo de 2020. A
medida adotada fazia parte de uma estratégia elaborada pela UFPel, com o intuito de
minimizar a disseminag¢do do Coronavirus e propiciar condi¢des para que a Universidade
pudesse se estruturar para o atendimento em satide a comunidade.

16 de marco 2020: Capitais do Rio de Janeiro e Sdo Paulo ja registravam transmissao
comunitaria (quando nao € identificada origem da contaminacao). Isso fez com que o pais
entrasse em nova fase da estratégia de contencdo da COVID-19, que era criar condi¢des
de prevencao.

17 de marco 2020: O Ministério da Saude € notificado da primeira morte por coronavirus
no Brasil. A vitima foi um homem de 62 anos, que tinha historico de diabetes e
hipertensdo arterial, que estava internado na rede de hospitais Prevent Senior, em Sdo
Paulo e ainda ndo estava na estatistica do governo. Considerando a orientacao dada pela

UFPel, de suspensao das atividades académicas, e levando em consideragdo a seguranca
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e a saude da equipe e dos participantes da Coorte e seus familiares, a coordenacio da
Coorte 2004 entendeu que seria necessario suspender o acompanhamento dos 15 anos.
20 de marco 2020: O Ministério da Saude declara reconhecimento de transmissao
comunitaria do novo coronavirus em todo o territério nacional, apesar de nem todas as
regides apresentarem esse tipo de transmissdo. A declaragdo dd ao Ministério da Saude
autoridade diante de todos os gestores nacionais, que devem adotar medidas que
promovam distanciamento social e evitem aglomeragdes.

24 de marco 2020: Foram registrados casos de Covid-19 nos 26 estados e no Distrito
Federal.

25 de margo de 2020: O primeiro caso do novo coronavirus foi registrado em Pelotas. A
confirmac¢do do Laboratorio Central do Estado (Lacen/RS) foi anunciada pela prefeita
Paula Mascarenhas, em coletiva de imprensa online. Tratava-se de uma mulher de 71
anos, que se encontrava em isolamento domiciliar, com bom estado de satde, sem
apresentar sintomas graves da doenga. A senhora teve contato com um familiar que havia
estado em Porto Alegre recentemente.

28 de marco 2020: O avango da Covid-19 no Brasil é considerado acelerado. Passaram-
se 25 dias desde a confirmacao do primeiro caso até que se chegasse a marca de mil casos;
mas em apenas seis dias, foi alcancada a marca de 2 mil casos.

16 de abril 2020: Completado um més desde a primeira morte pelo novo coronavirus no
Brasil, o nimero de 6bitos chegou a 1.952. O total de casos confirmados de Covid-19 em
todo o Brasil era de 30.891.

21 de abril 2020: A taxa de mortalidade entre os casos diagnosticados de coronavirus no
Brasil era de 6,3%. Todos os estados brasileiros registravam casos € mortes decorrentes
da doenca. Sdo Paulo concentrava a maior parte das notificagdes: 15.383 casos e 1.093
obitos.

29 de abril 2020: Em 24 horas, foram registradas 6.276 contaminac¢des. No mesmo
periodo, foram contabilizadas 449 mortes.

30 de abril 2020: Os dados colocavam o Brasil com mais casos confirmados do que a
China, onde a epidemia comegou. Outra marca: estudo do Imperial College London
aponta que o pais tem a maior taxa de contagio da Covid-19 em todo o mundo.

03 de maio 2020: Ja passava de 100 mil o nimero de casos do novo coronavirus no
Brasil, e de 7 mil o nimero de 6bitos.

10 de junho 2020: Balango do Ministério da Saude registrava, pelo segundo dia

consecutivo, alta superior a 32 mil novos casos do coronavirus.
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Foram 32.913 diagnosticos em 24 horas, levando a 772.416 o total de casos da Covid-19.
O numero de 6bitos registrados em um dia chegou a 1.274. Com a atualizagdo, o total de
mortes passou para 39.680. Os dados colocam o Brasil como lider na média diaria de
mortes, superando Estados Unidos e Reino Unido em total de dbitos.

27 de junho 2020: O Ministério da Satde atualiza cronologia da COVID-19 no Brasil,
ao afirmar que primeira morte pela doenga aconteceu em 12 de margo. Segundo a pasta, a
primeira vitima no pais foi uma mulher de 57 anos, que deu entrada no Hospital
Municipal Dr. Carmino Caricchio, Sao Paulo, no dia 11 de margo.

15 de dezembro 2020: A primeira quinzena de dezembro mostrou um aumento mais
sustentado no nimero de mortes por COVID-19, tendo nas ultimas 24 horas sido
registrados 964 mortes. Logo no inicio do més, finalmente o Governo Brasileiro
apresentou o rascunho de um plano de vacinacgdo. Este seria realizado em quatro etapas,
que iriam variar de acordo com grupos prioritarios. Na primeira fase, seriam prioridade
para receber a vacina os profissionais da saude, idosos com mais de 75 anos, ou com mais
de 60 anos que vivessem em instituicdes de longa permanéncia, e a populagdo
indigena, Na segunda fase, idosos com idade entre 60 e 74 anos; na terceira fase,
individuos com risco de doenca grave, como portadores de doengas cardiovasculares ou
renais; e, por fim, na quarta fase, os professores, profissionais da area de salvamento e
forca de seguranca, funcionarios do sistema prisional e populagdo privada de liberdade.
30 de janeiro 2021: O inicio da segunda quinzena de janeiro foi marcado por uma decisao
importantissima para o pais. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
concedeu aprovagdo para uso emergencial de duas vacinas, a CoronaVac e a Vacina de
Oxford. Um dia seguinte apos a aprovacao, que aconteceu no dia 17 de janeiro, avides
da forca aérea brasileira decolavam para distribuir as vacinas pelo pais e, na mesma
semana, cada estado j4 iniciava a campanha de vacinagdo. Inicialmente, 6 milhdes de
doses da CoronaVac encontravam-se em solo brasileiro e mais 2 milhdes de doses da
Vacina de Oxford seriam trazidas da India. Estas eram doses importadas, mas tanto o
Instituto Butantan, em S@o Paulo, como a FioCruz, no Rio de Janeiro, produzirdo doses
das vacinas que serdo entregues ao Ministério da Saude.

A previsdo era de que a FioCruz produziria 100 milhdes de doses da Vacina de Oxford
até o final do primeiro semestre de 2021 e mais 100 milhdes até o fim do ano. Ja o Instituto
Butantan pretendia produzir 86 milhdes de doses da CoronaVac até o fim do ano. Havia
ainda a possibilidade de o Brasil receber 42,5 milhdes de doses de vacinas por fazer parte

do Covax Facility, um consorcio liderado pela Organizagdo Mundial de Saude.
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Nas ultimas 24 horas foram registrados 58.462 novos casos e 1.194 6bitos de COVID-19.
Uma nova variante do virus SARS-CoV-2, identificada como P.1, inicialmente na cidade
de Manaus, foi detectada pela primeira vez em outro estado brasileiro, em Sao Paulo.

19 de fevereiro 2021: O Brasil seguia em campanha de vacinagdo, sendo que 49,34% das
doses recebidas pelos estados ja haviam sido aplicadas, significando que 5.756.502
brasileiros ja haviam recebido ao menos uma dose da vacina. A segunda dose da vacina
havia sido aplicada a 1.051.406 brasileiros. O Ministério da Satde negociou com
produtores de vacina da Russia e India, responsaveis pelas vacinas Sputnik V e Covaxin,
respectivamente, para que as vacinas fossem disponibilizadas no Brasil.

09 de marco 2021: Com o registro de 1.972 mortes, a data ¢ a pior da pandemia, segundo
dados divulgados pelo Conselho Nacional de Secretarios da Saude (Conass). Foram
identificados também 70.764 novos casos da doenga. O dia marca a pior semana do Brasil
durante a pandemia do novo coronavirus.

23 de marg¢o 2021: O Brasil registrou novo recorde do nimero didrio de mortes por
COVID-19. Em 24 horas, foram registradas 3.251 mortes, segundo dados enviados pelos
estados ao Ministério da Saude e ao Conselho Nacional de Secretarios de Saude (Conass).
Era a primeira vez que o pais ultrapassava 3 mil 6bitos causados pela doenca, em apenas
um dia desde o inicio da pandemia.

24 de marco 2021: O Brasil atingiu o indice de mais de 300.000 mortes desde o comego
da pandemia. Os casos confirmados de COVID-19 somavam 12.183.338. O Brasil ¢ o
pais com o maior nimero diario de mortes por Covid-19 desde 5 de margo. O pais
responde por 11% das mortes por Covid-19 de todos os paises até agora, segundo dados
da Universidade Johns Hopkins, EUA. Até entdo, o acompanhamento dos 15 anos da

Coorte 2004 ndo teve suas atividades retomadas e o campo foi dado como concluido.

13. COORTE 2004 E A PANDEMIA DO NOVO CORONAVIRUS

Apds 18 semanas do inicio do trabalho de campo, tivemos que interromper o
acompanhamento, frente & nova condi¢do vivenciada e indicagcdo de isolamento social,
decorrente da pandemia do novo Coronavirus. Desta forma, dia 17 de margo de 2020 foi
o ultimo dia de trabalho presencial da Coorte 2004. Nesta data, haviamos atingido o
nimero de 1.949 diades mae-adolescente entrevistados na clinica do CPE.

A partir de entdo, pensou-se em alternativas para continuar entrevistando os(as)

participantes e suas maes ou responsaveis. Desta maneira, a secretaria da Coorte 2004, de
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forma remota, em home-office, seguiu fazendo atualiza¢do de cadastros e entrevistas via
telefone. Nestas ligagdes, mde e adolescente respondiam apenas seus respectivos
questionarios gerais. Ao total, no periodo de marco a outubro e 2020, foram entrevistados

80 maes ou responsaveis e 64 adolescentes, conforme descreve a Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo do numero de entrevistas via telefone, realizadas com a mae ou

responsavel, a cada més de 2020, durante a pandemia por COVID-19.

Més Numero de entrevistas
Margo 1

Abril 6

Maio 19

Junho 18

Julho 10

Agosto 5

Setembro 12

Outubro 9

Total 80

14. OUTRAS CIDADES

Alguns(mas) adolescentes, aos 15-16 anos, estavam residindo fora da cidade de
Pelotas. Para esses(as) adolescentes, era feita a proposta de agendarem a visita a clinica
durante alguma vinda a Pelotas, como no periodo de férias escolares ou em feriados, tendo
em vista que, para este acompanhamento, ndo se teve verba para ressarcir possiveis gastos
com passagens. Desta forma, tentava-se conciliar a visita a clinica com a vinda a Pelotas.

Dentre os participantes avaliados neste acompanhamento, 268 moravam fora do
municipio de Pelotas. Dessa forma, foi realizado contato telefonico com estes jovens e
seus responsaveis, sendo que 1.937 compareceram a clinica para acompanhamento e 79
responderam ao questiondrio por telefone (no periodo ap6s o inicio da pandemia do novo
Coronavirus). A Tabela 4 especifica o nimero de adolescentes residentes em Pelotas, em
outra cidade do RS, Santa Catarina e em outro estado, e as entrevistas realizadas na clinica

ou por telefone.
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Tabela 4. Entrevistas realizadas na clinica e por telefone com adolescentes residentes em

Pelotas, outra cidade do RS, Santa Catarina ¢ em outro estado (N=2.016).

Entrevista
Local Adolescentes
Clinica Telefone
Pelotas 1.748 1.748 0
Rio Grande do Sul 218 175 43
Santa Catarina 35 11 24
Outro estado 15 3 12
Total 2.016* 1.937 79

*Sem dados de cidade/estado de residéncia: 13.

15. GERENCIAMENTO DOS DADOS

11.1 REDCap
Todos os computadores utilizados para a coleta de dados estavam vinculados ao

servidor do REDCap no CPE, onde os instrumentos para coleta de dados foram
desenvolvidos. Um icone para acesso rapido ao ambiente de coleta foi configurado na
area de trabalho de cada computador. O acesso ao ambiente de coleta era exclusivamente
feito a partir da rede local (dentro das dependéncias da clinica), visto que o servidor
central foi configurado somente para este fim. Cada membro da equipe necessitava de um
identificador e uma senha para ingressar no ambiente virtual. Além disso, cada membro
da equipe tinha acesso somente ao seu setor, ndo sendo possivel adentrar outra estagdao
equivocadamente.

Os dados coletados na clinica eram registrados em tempo real no servidor central
do REDCap, para evitar que possiveis falhas do sistema acarretassem em perda de dados.
O processo de extracao de dados do servidor e a traducao destes dados para bancos Stata®

eram feitos semanalmente.

11.2 Equipamentos

v' BodPod
Os dados eram armazenados no banco de dados do aparelho e extraidos

semanalmente, em formato de texto, com os dados das variaveis separados por tabulacdes.
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Era gerado um banco em Stata®, através do comando “infix”, e rodado um script para
renomear, organizar e criar rotulos para as variaveis, separando as observagdes por

individuo.

v DXA

Os dados coletados durante o exame foram armazenados em tabelas do Microsoft
Access®, através de uma consulta, que gerou uma nova tabela, contendo os dados do(a)
adolescente (nquest, nome, idade, etc.) e os resultados de sua composi¢ao corporal
(densidade 6ssea, massa magra e massa gorda). Foram gerados dois bancos de dados,
utilizando-se o StatTransfer®: composi¢ao corporal e densidade dssea. Apos, foi rodado
um script em cada banco para renomear, criar rotulos para as varidveis e organizar as

observagoes por adolescente.

11.3 Analise de inconsisténcias
A cada semana, era realizada uma analise das inconsisténcias do banco de dados

pelo doutorando Pedro Augusto Crespo da Silva, por meio de um dofile, quando era
conferida a coeréncia das respostas. Semanalmente, a doutoranda Riceli Rodeghiero
analisava as inconsisténcias diretamente via ferramenta do REDCap, com foco principal
em valores aberrantes da antropometria, pressdo arterial e BodPod. Uma planilha com as
inconsisténcias detectadas era repassada as entrevistadoras, para que cada situagdo fosse

corrigida.

16. EQUIPE

A coordenacao do Estudo de Coorte de Nascimentos de 2004 em Pelotas ¢ dos
professores Ind Santos, Alicia Matijasevich e Aluisio Barros. A area de Saude Mental foi
coordenada pelos Professores Alicia Matijasevich e Tiago Neuenfeld Munhoz. A
coordenacdo geral do acompanhamento foi realizada pela Professora Luciana Tovo
Rodrigues e a supervisdo da clinica, pela pés-doutoranda Isabel Oliveira Bierhals. As pds-
doutorandas Bianca Del Ponte da Silva, Bruna Schneider e Gabriela Callo, bem como os
Professores Renata Moraes Bielemann e Indcio Crochemore Mohnsam da Silva também
apoiaram todo o trabalho de campo. Este acompanhamento também contou com a
colaboragdo integral dos doutorandos Kéren Sanches, Pedro Augusto Crespo da Silva e

Riceli Rodeghiero, que, por meio de uma escala de revezamento, realizavam plantdes
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dirios. Ainda, o trabalho de campo teve a participag¢do da aluna de doutorado Francine
Santos e de duas alunas da Universidade de Sdo Paulo, sendo elas Jessica Mayumi
Maruyama e Ana Beatriz Bozzini. A equipe de trabalho da clinica foi composta por 49
pessoas, distribuidas em diferentes cargos e em dois turnos, conforme demonstra a Tabela

5.

Tabela 5. Distribuicao da equipe conforme a fungao.

Funcio Niamero de pessoas
Recepcao 4
Fluxo frente 2
Fluxo fundo 2
Entrevistadoras 10
Psicélogo(a) 10*
Monitora do QFA 2
Antropometria 4
BodPod 2
DXA 2
Acelerometria 2
Atualizacdo de cadastro e agendamento 4¥
Secretaria 1
Total 49

*De janeiro a mar¢o de 2020 foram contratados mais dois psicdlogos, para auxiliar a
atender a demanda da clinica.

¥Foram contratadas mais duas pessoas para auxiliar na atualizagdo de cadastro e
agendamento dos participantes, uma inicialmente contratada em novembro de 2019 e

a outra, em fevereiro de 2020.

14.1 Reunides de trabalho

14.1.1 Pesquisadores, supervisdo e colaboradores
A equipe de professores pesquisadores, coordenadora, supervisora, colaboradores

e doutorandos tinham reunides mensais para a discussao de estratégias de logistica e busca
dos(as) adolescentes, distribuicao de tarefas e responsabilidades e atualizagao do trabalho

de campo.
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14.1.2 Equipe
Ao longo do trabalho de campo, foram realizadas reunides com a equipe de

campo, com o objetivo de informar eventuais mudancas na logistica, questiondrios,
postura e etc. As reunides eram organizadas pela supervisora do trabalho de campo (Isabel

Oliveira Bierhals), em conjunto com a secretaria da Coorte (Deise Modesto).

14.2 Alteragdes na equipe no decorrer do trabalho de campo
No decorrer do trabalho de campo, alguns bolsistas solicitaram o desligamento,

sendo necessarias novas contratacdes para substitui-los. Foram trés desligamentos de
psicologos no primeiro més do trabalho de campo. Por este motivo, no inicio de janeiro
de 2020, realizamos outro treinamento de Satide Mental, com todos os suplentes que ndo
haviam sido selecionados pelo edital da Fundacdo Delfim Mendes Silveira, sendo os
primeiros trés melhores classificados contratados para substituir os desligamentos de
dezembro. Neste mesmo treinamento, selecionamos mais dois psicélogos com verba de
outro projeto de pesquisa, para agilizar o fluxo na clinica. Em janeiro, houve mais dois
desligamentos e substitui¢cdes, uma bolsista psicologa e outra bolsista que atuava no QFA.
Em fevereiro, cinco bolsistas solicitaram desligamentos (duas psicologas, duas
entrevistadoras e um bolsista responsavel pelo fluxo na clinica). Foi necessério realizar

contratagdes para substitui-los, pois a demanda do campo ainda era alta.

17. ASPECTOS FINANCEIROS

O controle financeiro da pesquisa ficou a cargo da coordenadora Luciana Tovo
Rodrigues, com colaboragdo da secretaria Deise Modesto. O presente trabalho de campo
contou com fonte de verba de trés projetos de pesquisa. Os recursos provenientes do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia (DECIT) era administrado pela Fundacao Delfim
Mendes Silveira, enquanto que as verbas provenientes de projetos dos Professores Cesar
Victora e Alicia Matijasevich eram administradas pelo financeiro do CPE. Um
detalhamento maior deste item podera ser encontrado no Relatorio Financeiro de

Trabalho de Campo.
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18. QUESTOES ETICAS

O acompanhamento dos 15-16 anos da Coorte de 2004 foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Pelotas por
meio do numero e parecer 3.554.667 (CAAE: 20183419.1.0000.5317) (ANEXO 28).
Todos os participantes assinaram o TCLE e tiveram a garantia de sigilo das informacgdes
fornecidas. Maes ou responsaveis em risco de suicidio recebiam orientacdes gerais dos
psicologos e eram orientados a procurar servico de atendimento médico, assim como
quando a mae relatava risco de suicidio do(a) adolescente. Uma lista dos servigos de saude

disponiveis na cidade era entregue aos responsaveis (ANEXO 29).

19. RESULTADOS PRELIMINARES DO TRABALHO DE CAMPO

A seguir sdo apresentados alguns dos principais resultados do trabalho de campo.

Como panorama geral do acompanhamento, observa-se, conforme Figura 5, nas
semanas 1 a 3, um nimero menor de jovens sendo acompanhados, devido ao
agendamento ter sido programado para tal. Eram as semanas de adaptacdo dos
entrevistadores e psicologos e a logistica ainda estava sendo testada. A partir da semana
4, houve um aumento importante no nimero de atendimentos. Observa-se um declinio
nas semanas seguintes, devido as festas do final do ano de 2019. Apds, houve um aumento
substancial no nimero de acompanhados, atingindo seu 4pice na semana 12, com um total
de 161 entrevistadas. O trabalho de campo teve duracdo de 18 semanas, tendo sido
interrompida no dia 17 de margo de 2020, devido a pandemia do novo Coronavirus. Nesta
semana, composta por apenas dois dias, foram acompanhados 46 adolescentes.

Das 4.231 criangas nascidas vivas em 2004, 102 foram detectadas como Obitos
(até o ano de 2020). Dentre os 4.129 restantes, 1.949 realizaram as entrevistas na clinica
(entre 2019 e 2020) e 80 via telefone (em 2020, no periodo de pandemia). Dessa forma,
os individuos que completaram as entrevistas, somados aos 0bitos, resultaram em uma
taxa de acompanhamento de 50,4%.

Em 2022, quando a pandemia estava controlada, e apos a finalizacao do estudo do
impacto COVID-19, realizado com os adolescentes acompanhados aos 15 anos quando
completaram 17 anos, decidiu-se ndo incluir no acompanhamento dos 15 anos os dados
coletados por telefone. Essa decisao foi tomada em virtude de os dados terem sido

coletados durante a pandemia, o que poderia diferenciar esse grupo do grupo entrevistado
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pré-pandemia. Assim, o N final do acompanhamento dos 15 anos foi 1949 e a taxa de

acompanhamento foi 48,5%.
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. RELATORIO FINANCEIRO DE
TRABALHO DE CAMPO
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O estudo da Coorte de Nascimentos de 2004 de Pelotas teve inicio no dia 20 de
novembro de 2019. No entanto, as estimativas com os gastos relacionados ao trabalho de
campo ja estavam sendo previstas e organizadas nos trés meses anteriores. Os recursos
destinados para os nove meses de campo foram de financiamentos de projetos, por meio
de orgdos de pesquisas: Departamento de Ciéncia e Tecnologia (DECIT), Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e Associagdo Brasileira
de Saude Coletiva (ABRASCO).

O financiamento pela verba do DECIT foi administrado pela Fundag¢ao Delfim
Mendes da Silveira, de acordo com as demandas de gastos, que seriam necessarias para
os nove meses de campo. Foi elaborada uma planilha com as estimativas do que seria
necessario para dar inicio e continuidade as atividades.

Estabelecemos os gastos com a equipe de auxiliares de pesquisa, que seria
responsavel pela atualizagdo de cadastro e posterior agendamento dos participantes e seus
responsaveis e pelo processo de secretariado da coorte, totalizando quatro bolsistas.
Também foram contabilizados os gastos com o pessoal que atuaria na coleta direta de
dados com os participantes (totalizando 39 bolsistas, que atuariam em diferentes fungdes).
Além da equipe de trabalho, o estudo também contou com duas bolsistas de pos-
doutorado, que ficaram responsaveis pela escrita de artigos, administragdo do banco de
dados da coorte e supervisdo do trabalho de campo.

Foram ainda previstos gastos com uma pessoa, que faria os rastreamentos, ou seja,
a procura direta dos enderegos dos participantes ndo encontrados via telefone ou rede
social; e outra pessoa, que seria responsavel pelo recolhimento dos acelerometros nas
residéncias dos participantes.

Por esta mesma verba, foram estimados ainda gastos com géneros de alimentagao
e lanches aos participantes, materiais de expediente, materiais de higiene e limpeza,
servico de lavanderia, impressdes de materiais para divulgacdo, reprodugdo de
documentos, brinde aos participantes, taxas de importacdo e materiais que seriam
utilizados no campo pelos participantes, como pulseiras e crachas. Soma-se ainda a este
recurso a ajuda de custo fornecida a cada participante, como auxilio de deslocamento,
custos com treinamentos da equipe e testes especificos de saude mental, que foram
adquiridos diretamente de sites e plataformas.

Conforme citado anteriormente, a Coorte 2004 recebeu apoio financeiro da
ABRASCO. Por esta verba, foram planejados alguns gastos que ndo haviam sido

previstos no or¢amento do DECIT. Dentre eles temos a contratacdo de uma pessoa para
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limpeza da clinica depois das 16hs e aos sabados; manutengao do aparelho BodPod e do
DXA; compra de um dos testes de Saude Mental; pagamento das maes de participantes
com deficiéncia intelectual, que precisaram retornar a clinica; e produtos e materiais, que
foram necessarios no decorrer do campo.

Foi possivel também o apoio financeiro por um projeto do CNPq da Professora e
coordenadora da Coorte 2004, Alicia Matijasevich Manitto. Este projeto deu suporte para
que fossem contratados bolsistas, que ndo estavam previstos no projeto inicial. Incluem-
se neste grupo dois psicologos extras, duas pessoas para auxiliar no agendamento e dois

supervisores para os testes de Saude Mental.

Nota: Anexos disponiveis no link: http://www.epidemio-

ufpel.org.br/site/content/coorte_2004/questionarios.php
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PARTICIPAGAO DA DOUTORANDA NO TRABALHO DE CAMPO:

Atividades desenvolvidas (15 anos coorte 2004):

e Treinamento, re-treinamento tedrico e pratico das antropometristas na coleta de
cabelo e padronizagdo de medidas de coletas de cabelo;

o Edicdo do manual de coleta de cabelo.

e Supervisido de todas as atividades relativas ao trabalho de campo na clinica;

e Atualizacdo diaria do numero total de participantes acompanhados, perdas e
recusas;

e Controle do numero de exames pendentes em cada participante da coorte;

¢ Anadlise de consisténcia dos dados, durante o campo e pdés-campo;

e Sorteio do numero de participantes para fazer o controle de qualidade;

¢ Participacao na elaboracao do Relatério final de Trabalho de Campo.

Atividades desenvolvidas (COVID coorte 2004):
e Treinamento tedrico e pratico das antropometristas na coleta de cabelo e
padronizacdo de medidas de coletas de cabelo;

o Edicido e adequacao do manual de coleta de cabelo, para coletas domiciliar.

Atividades desenvolvidas (18anos coorte 2004):
e Supervisao de todas as atividades relativas ao trabalho de campo na clinica,

diariamente, nos meses de agosto a dezembro do ano 2022.
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ABSTRACT

Whole-exome sequencing (WES) is useful for molecular diagnosis, family genetic
counseling, and prognosis of intellectual disability (ID). However, ID molecular
diagnosis ascertainment based on WES is highly dependent on de novo
mutations (DNMs) and variants of uncertain significance (VUS). The
quantification of DNM frequency in ID molecular diagnosis ascertainment and the
biological mechanisms common to genes with VUS may provide objective
information about WES use in ID diagnosis and etiology. We aimed to investigate
and estimate the rate of ID molecular diagnostic assessment by WES, quantify
the contribution of DNMs to this rate, and biologically and functionally
characterize the genes whose mutations were identified through WES. A
PubMed/Medline, Web of Science, Scopus, Science Direct, BIREME, and
PsycINFO systematic review and meta-analysis was performed, including studies
published between 2010 and 2022. Thirty-seven articles with data on ID

molecular diagnostic yield using the WES approach were included in the review.
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WES testing accounted for an overall diagnostic rate of 42% (Confidence interval
(Cl): 35-50%), while the estimate restricted to DNMs was 11% (CIl: 6-18%).
Genetic information on mutations and genes was extracted and split into two
groups: (1) genes whose mutation was used for positive molecular diagnosis, and
(2) genes whose mutation led to uncertain molecular diagnosis. After functional
enrichment analysis, in addition to their expected roles in neurodevelopment,
genes from the first group were enriched in epigenetic regulatory mechanisms,
immune system regulation, and circadian rhythm control. Genes from uncertain
diagnosis cases were enriched in the renin angiotensin pathway. Taken together,
our results support WES as an important approach to the molecular diagnosis of
ID. The results also indicated relevant pathways that may underlie the
pathogenesis of ID with the renin-angiotensin pathway being suggested to be a

potential pathway underlying the pathogenesis of ID.

Keywords: ID diagnostic yield; ID reverse phenotype; ID epigenetic regulation;
ID immune activation; ID circadian rhythm control.

1 Abbreviations: WES: Whole-exome sequencing; ID: intellectual disability; DNMs: de novo
mutations; VUS: variants of uncertain significance; NGS: next-generation sequencing; IEM:
inborn errors of metabolism; ASD: autism spectrum disorder; NDD: Neurodevelopmental
Disorders; QUADAS-2: Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies-2; CNV: copy number
variation; CNVs: copy number variations; HPO: human phenotype ontology; CMA: chromosomal
microarray; MLPA: multiplex ligation-dependent probe amplification; gqPCR: quantitative PCR;
CNV-seq: CNV-sequencing; HK1: Hexokinase 1; RAS: renin-angiotensin systems; GATK:
Genome Analysis Toolkit

1. INTRODUCTION

Intellectual disability (ID) is a developmental disorder characterized by
impairments in intellectual function and adaptive behavior that occurs before 18
years of age [1]. It is a condition with medical, educational, and social impacts [2]
affecting approximately 2—3% of the global population [3]. A varying proportion of
ID cases (ranging from 17 to 50%) are attributable to genetic causes [4,5].

Different next-generation sequencing (NGS) methods [6] have improved the
process of diagnosing ID when compared with traditional tests, such as
karyotyping, FISH, DNA microarray, testing of specific genes, and inborn errors

of metabolism (IEM) [1]. Whole-exome sequencing (WES), despite being
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restricted to evaluation of exons only, and to tag the vast majority of the exome
(generally 95 -98% of exome is sequenced) is useful in these cases, as
approximately 85% of pathogenic mutations are located in exons [7]. WES is
considered a powerful approach for the genetic evaluation of phenotypically
heterogeneous and monogenic conditions, such as ID, and represents an
accurate diagnostic procedure to be implemented in cases without a conclusive
diagnosis. [8-10]. It is estimated that approximately 25% of ID cases with WES
recommendations achieve a positive molecular diagnosis [11-14]. However, the
diagnostic rate can vary from 9.43 to 100% [15,16], leading to a wide range of
cases that remain unsolved. Understanding the possible factors associated with
the wide variation in diagnostic rate might benefit clinical research on ID and
provide further information on ID etiology. Therefore, the usefulness of WES
continues to be a focus of discussion in clinical research.

High variability in diagnostic estimates could be indicative of major challenges,
such as methodological difficulties in detecting de novo mutations (DNMs) and
poor knowledge about the clinical impact of variants, such as the detection of
variants with uncertain clinical significance (VUS). WES is a widely used
approach to detect DNMs, and its relevance for ID positive diagnosis has been
reported [17-22]. However, the estimated proportion of positive ID molecular
diagnoses that are attributable to DNMs, as well as the factors associated with
the detection of DNMs (i.e., study design), have not been explored so far.
Detection of VUS, another important cause of unsuccessful molecular diagnosis
using WES, is commonly observed. Unsolved cases comprise situations in which
clinical synopsis associated to the identified variant/gene is not consistent with
the patient’s phenotype, mainly owing to a lack of evidence in favor of its clinical
relevance based on available evidence [23]. The rate of VUS identified through
WES for neurology practice reported thus far varies from 25.3 to 86% [10,24].
The WES approach has provided a great number of potential genes involved in
ID etiology, whose compilation could be important in summarizing the functional
information about them. Understanding the biological pathways and mechanisms
impaired by the mutations detected in cases of ID positive molecular diagnosis
and those identified in subjects with inconclusive diagnosis, such as VUS, may
allow us to broaden the knowledge of their relevance in the pathogenesis of

disease and, therefore, to better understand their clinical significance.
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Few systematic reviews focusing on the use of WES for molecular diagnosis of
ID have been published thus far (Table S1). The reviews, including narrative
ones, show a notable disparity in terms of the inclusion criteria. They are
sometimes too strict, including cases of specific patterns of ID inheritance or a
specific phenotype regarding ID severity [25]. In contrast, they may also be too
broad, encompassing several neurodevelopmental outcomes [26-28], such as
epilepsy, autism spectrum disorder (ASD), other neurodevelopmental disorders
(NDDs), or NDD plus associated conditions [29,30]. The variability in terms of the
genomic regions assessed is also noteworthy. Current reviews comprise reports
providing the results of WES [31,32], as well as other approaches, such as
targeted gene panel sequencing [33] and whole-genome sequencing [32].
Therefore, a reliable estimate of ID molecular diagnosis yield through WES is
absent in the current literature. Notably, none of the reviews published so far have
aimed to systematically characterize the biological mechanisms present in the
relevant genes reported to date.

In this study, we performed a systematic review of the literature concerning the
use of WES for molecular diagnosis of ID to address the above-mentioned gaps
in the literature. This study aims to (i) estimate the ID molecular diagnostic yield
through meta-analysis, (ii) quantify the contribution of DNMs in ID molecular
diagnostic yield, (iii) explore the role of study design in each of the molecular
diagnosis estimates, and (iv) characterize, in terms of biological functions and
mechanisms, the set of genes whose mutation was used to ascertain the ID
molecular diagnosis and the set of genes whose mutations did not allow for the

molecular diagnosis, such as VUS or nonpathogenic mutations.

2. METHODS

This study was registered in the International Prospective Register of Systematic
Reviews (PROSPERO) under the protocol number CRD42021236178. This
systematic review was conducted in accordance with the Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines [34].

A structured search was performed using six databases (PubMed/Medline, Web
of Science, Scopus, Science Direct, BIREME, and PsycINFO) until February 28,
2022. Relevant MeSH terms were comprised of the following key words:

("intellectual disability" OR "mental retardation” OR "mental deficiency" OR
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"developmental disorders” OR "neurogenetic disorders” OR "monogenic
disorder”) AND (whole exome sequencing OR "high-throughput DNA
sequencing” OR "massively parallel sequencing” OR "exomes" OR "exome
sequencing” OR "whole-exome sequencing”) AND ("genetics") NOT ("syndrome”
OR "case reports" OR "case report"). All retrieved records were uploaded into the
referencing software Zotero [35] to build a virtual library. Duplicate records were
excluded from this software using DOl numbers and the authorship of the articles.
Articles aimed at evaluating or describing the genetic causes of ID in children or
adults were included. All studies were conducted on humans without restrictions
on their study design or publication period. The exclusion criteria were as follows:
articles referring to major forms of developmental delay as the main issue, studies
referring to specific syndromes, candidate gene studies, and in silico studies.
Letters to the editor, comments, conference abstracts, case reports, case series,
and articles with a sample size of less than ten people were also excluded. Two
independent reviewers (KS and MC) read all titles, abstracts, and full texts, and
evaluated the papers included in the review. In case of disagreement, the
reviewers attempted to reach a consensus. Persistent disagreements were

resolved by a third reviewer (LT-R) who made the final decision.

After full-text reading, the following information was extracted: authors, year,
country, study design, sample size, age range, sex composition, IQ measurement
method, WES, and variant calling methodologies. For articles with missing
information, inconsistencies, or unavailable data, the missing data were
requested by e-mail. A second reminder e-mail was sent after three weeks. If it
was not possible to verify the information, the data were excluded from the review.
Among the selected articles, overlapping results (i.e., duplicate reports of
individuals) were detected between two articles: de Ligt (2012) and Willence
(2013) [36,37]. In this case, the results reported in the original article were
retained for both review and meta-analysis. Citations in the included papers were
also searched to avoid missing studies.

Articles included were divided into four categories according the “unit of analysis
design”: (1) cohort (or singleton), which included unrelated individuals based on
common phenotypic characteristics; (2) trio, in which ID sporadic patients and

both biological parents had the exome sequenced; (3) familial, genotyping of
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multiple individuals with ID in the same family; and (4) reanalysis, comprising
studies of reanalysis of a dataset. The last category mainly included cohort or trio
studies with persistently negative or uncertain diagnosis results for WES after the
first data evaluation. In this case, the raw sequencing data were reanalyzed using
a new analytical pipeline or reinterpretation of all confirmed variants. The
classification was performed based on the authors’ report in the paper or
according to the most representative category in the diagnostic rate calculation.
For example, McSherry et al. (2018) which included families (more than one
affected child and its parents) and a greater proportion of trio cases (one affected
child and its parents), was considered for the present study as a trio sequencing
approach.

Article quality was assessed using a modified Quality Assessment of Diagnostic
Accuracy Studies-2 (QUADAS-2) [38] (details in the Supplementary
Methodology). QUADAS-2 is a tool which evaluates a diagnostic study’s quality,
examining “risk of bias” and “concerns regarding applicability” separately. Items
were evaluated for risk of bias according to four domains: patient selection
(description of methods used for patient selection), index test (description of the
index test [WES] and how it was conducted and interpreted), reference standard
(description of standard reference [clinical diagnoses] and how it was conducted
and interpreted), and flow and timing (description of the interval and any
interventions between index tests and the reference standard). Applicability of the
studies was evaluated for the first three key domains in each study: (1) Are there
concerns that the included patients do not match the review question? (2) Are
there concerns that the index test, its conduct, or its interpretation differs from the
review question? (3) Are there concerns that the target condition defined by the
reference standard does not match the review question? Each domain was
classified as low risk of bias, high risk of bias, or “unclear,” indicating a lack of
sufficient information. Two reviewers (KS and MC) independently coded the
domains, and a third reviewer (LT-R) resolved any disagreement.

2.1. Diagnosis rate meta-analysis

The molecular diagnostic rate was retrieved from each study according to the
authors’ report or was recalculated based on the inclusion criteria of this review.
It comprises mutations classified or interpreted as pathogenic or likely

pathogenic, which explains the patient’s phenotype. For recalculation, we used
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the data reported by the authors to establish the molecular diagnosis rate of ID.
Only variants reported in unrelated probands were considered (in the case of
affected siblings, only one was considered in the calculation).

A random-effects meta-regression to determine molecular diagnostic yield of the
full sample, and samples grouped by category (by “unit of analysis design”) was
run in R (version 4.0.3) “meta” package [39]. The diagnosis rate was analyzed
using generalized linear mixed models (GLMM; recommended for meta-analysis
of single proportions) weighted by the number of cases in each study. The 95%
confidence intervals (Cls) were calculated for each study using the exact binomial
interval (Clopper—Pearson interval [default]). The pooled results are summarized
as forest plots. Statistical significance was set at P <0.05 (2-sided). Two meta-
analyses including different data were performed: one aimed to assess the overall
molecular diagnostic performance via WES (n positive patients/n total patients),
and the other to assess the diagnostic proportion due to DNMs on the entire
sample (n positive due to DNMs patients/n total patients). In both cases, point
mutations, indels, and copy number variation (CNV) were considered within the
positive diagnostic rate. For each meta-analysis, the data from the original articles
were stratified by a “unit of analysis design” category.

The magnitude of the between-study heterogeneity was quantified using the
12 statistic. A priori, we decided to report the pooled, weighted estimate generated
by random-effects models to account for a potentially high degree of between-
study heterogeneity. Plots were created using the “meta” and “ggplot2” packages
in R [40]. Publication bias results are shown as a funnel plot. Funnel plot
symmetry was assessed using Peter’'s and Egger’s tests and was run in the R
(version 4.0.3) “meta” package [39].

The relationship between the ID molecular diagnosis rate and the evolution of
NGS technology was also assessed. For this, a chart plotting ID molecular
diagnostic rates according to the date of publication of the study was created.
Plots were created using the “meta” and “ggplot2” packages in R [40].

2.2. Gene dataset and functional analysis

For the included papers, all reported genes whose variants were identified
through WES were extracted and classified into two groups according to whether
their mutations were sufficient to provide the ID molecular diagnosis. The first

group comprised all genes with variants used to confirm the diagnosis (“ID
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Molecular Diagnosis gene set”), as reported in the original articles. The second
comprised genes reported in ID individuals with inconclusive molecular diagnosis
(“Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene set”). Most genes in this set had a
VUS. Copy number variations (CNVs) that encompassed several genes (e.g.,
12p13.33 del) were excluded from this analysis to avoid introducing bias into the
gene set composition. To avoid bias in data interpretation, for genes overlapping
both gene sets, we used a priori criteria to keep them only in the “ID Molecular
Diagnosis gene set.” Those genes were initially not associated with ID or
associated phenotypes and were subsequently considered or classified as genes
for ID after well-established functional and/or clinical evidence. Therefore, the
“Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene set” contained unique genes after
eliminating the genes that it had in common with the “ID Molecular Diagnosis
gene set.”

The GeneBank gene identifier number was obtained to verify both “symbol gene”
and alternative names (“Aliases name”), using the R “clusterProfiler” package [41]
to ensure the updated “symbol/name” identification of the genes and to eliminate
replicates.

To characterize both sets in terms of putative biological mechanisms common to
the genes included in each group, we conducted a functional enrichment analysis
for each gene set using the FUMA 1.3.6 [42] online tool (available at http:/
fuma.ctglab.nl). To test for overrepresentation of biological functions, both lists of
genes were tested independently against gene sets obtained from MsigDB (Gene
Ontology biological processes (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG), miRNA targets, and positional gene set) using hypergeometric tests.
This type of analysis [43] is a common secondary analysis of the collection of
genes, owing to its ability to provide valuable insight into the collective biological
function underlying a list of genes [44]. By systematically mapping genes and
proteins to their associated biological annotations (such as GO terms [45] or
pathway membership), enrichment analysis can identify terms that are
statistically over-represented or under-represented within the list of interest [46].
In this study, this analysis was used to explore potential biological mechanisms
enriched in the “ID Molecular Diagnosis gene set” and “Inconclusive ID Molecular
Diagnosis gene set”. The coding genes (number of background genes = 20,260)

in the genome were used as the background set. Multiple testing correction (i.e.,
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Benjamini-Hochberg) was performed for each data source for the tested gene
sets. FUMA reported gene sets with an adjusted P-value of <0.05. A minimum of
five genes were included in each function. For a less strict secondary analysis,
we also performed a new test using the whole genome as reference (number of

background genes = 57,241).

3. RESULTS

3.1. Selection of studies

The search returned 2,256 articles, 833 of which were duplicates. After reading
the titles and abstracts, 128 articles were selected for full-text review. Of these,
91 articles were excluded for the following reasons: 65.9% (n = 60) considered
major forms of developmental delay as an outcome or referred to specific
syndromes; 9.9% (n = 9) were based on the candidate-gene approach or were in
silico studies; 5.5% (n = 5) were related to the development of a new strategy for
variant calling; and 18.7% (n = 17) covered several disorders; therefore, it was
not possible to extract the specific data for ID. A PRISMA flowchart is presented
in Figure 1. Thirty-seven studies were included in the present review. Table 1
summarizes the characteristics of the studies included in the review and Table 2
lists the relevant characteristics of each study.

3.2. Study characteristics

The sample sizes ranged from 10 to 318 individuals, with a median of 61 (n total
individuals = 2,252) (Tables 1 and 2). The majority of samples were from Europe
(Netherlands) and Asia (lran, Pakistan, Saudi Arabia, Oman, Turkey, Syria,
China). Considering the study design classification, the most frequent was trio
(59.45%), followed by family (24.32%) and cohort (10.81%). Only two studies
have estimated the yield based on the reanalysis of ID case exome data [47,48].
In these studies, data from patients for whom ID molecular diagnosis was not
possible in the first analysis were reanalyzed. Both studies reported positive
molecular diagnosis cases of ID. This included raw WES data, clinical

information, and/or data re-annotation.

All articles included both sexes, except for two studies that exclusively included

women [16,49]. However, information regarding the total sex sample composition
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was not presented in most studies. Regarding the age at which the participants
were submitted to a WES test, about half (45.9%) of the articles included adults,
while 37.8% lacked age information or reported age only for individuals who were
successfully diagnosed. For ID classification, the majority of papers did not report
the instrument used for ID ascertainment or it was unclear. Most papers
mentioned that patients were referred after specialist medical evaluations, such
as those conducted by neurologists and geneticists, and/or described the
patients’ phenotypic characteristics according to the Human Phenotype Ontology
(HPO). Less than 31.43% of studies reported using a standardized instrument to
assess 1Q, evaluation of developmental milestones, and adaptive skills or
performance on cognitive tasks.

Considering sequencing technology, all studies included in the review had a
coverage greater than 36.5 Mb of human protein coding regions (~18,000 genes).
The HiSeq System (lllumina, Inc.) and SOLID™ System are the most commonly
used platforms (Tables 1 and 2). A few studies have used a combination of both
(8.10%). For identifying single nucleotide polymorphism (SNPs) and indels in
germline DNA data, the Genome Analysis Toolkit (GATK)-Broad Institute [50],
was used in 51.35% of studies, (Table 1). However, almost one-third of the
studies followed custom bioinformatic analysis pipelines. Most of the papers
(88.57%) reported using Sanger sequencing, which is the standard procedure for
SNPs and indel variant verification (Table 1).

The vast majority of studies reported that patients had a prior negative molecular
diagnosis for traditional tests, such as chromosomal microarray (CMA), before
the implementation of WES. Subsequently, WES was used as an alternative test
after molecular screening. As an exception, Xiang et al. (2021) [51] used WES as
the first-choice molecular diagnostic tool.

This review included articles published between 2010 and 2021, most of which
were published in the last five years, between 2016 and 2021 (Table 1). To
evaluate whether the molecular diagnosis rates could have been affected by the
evolution of NGS technology, we plotted the rate of positive diagnoses according
to the year of study execution/publication (Supplementary Figure S1). No clear
temporal trend was observed. A lack of trend was also observed when
considering the unit of analysis.

3.3. Quality assessment of studies
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The risk of bias assessment and concerns regarding the applicability of the
selected studies are summarized in Table 2 and Figure S2. More than 65% of the
articles were considered to have a low risk of bias regarding patient selection,
diagnostic criteria, and use and interpretation of the WES. Regarding the risk of
bias and patient selection (domain 1), seven studies (judged as uncertain risk)
did not report sufficient information regarding patient sampling or
inclusion/exclusion criteria. Two studies (judged as high-risk) used secondary
data based on a reanalysis of previous negative results. Thus, the sample
selection and criteria were not well defined (Table 2). Regarding WES conduct
and interpretation (domain 2), nine studies were classified as having an uncertain
risk of bias for this domain, given that they used results obtained from different
kit-platforms or customized pipelines. One study was judged as having a high
probability of bias because it did not employ any methodology to confirm its
findings, unlike the rest of the articles (Table 2). For the reference standard
(domain 3) in all studies, the standard reference (diagnosis/clinical phenotype)
was present in the patients prior to the implementation of WES. Therefore, all
studies were judged to have a low risk of bias.

Regarding the applicability of the studies for the systematic review for patient
selection (domain 1), 35 studies were classified as having low concern for
applicability for the review. The remaining two studies (Li et al., 2019 and Al-
Nabhani et al., 2018) [47,65] that directly used patients’ data (reanalysis) were
classified as having uncertain applicability, since the results provided were not
comparable to others, as it was not the first time that a WES was performed in
the sample. Regarding WES conduct and interpretation (domain 2), all studies
were applicable for our purposes. Regarding clinical diagnosis (domain 3), all
studies used WES after negative results in previous molecular tests, except for
one (Xiang et al., 2021). Xiang et al. (2021) [78] applied WES as the first line of
molecular diagnosis, which hindered its interpretability/comparability with other
studies. Therefore, we classified it as having uncertain applicability.

3.4. Variant/gene characterization
3.4.1. Variant type
The vast majority of mutations reported in the literature comprise point mutations

and indels, including inherited recessive variants and dominant DNMs. Only one
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study reported maternal germ cell mosaicism in two cases [61]. At least one case
of compound heterozygotes was detected in 10 studies [51,52,62,65,73—-77,82].
At least one DNM was detected in 31 of the 37 studies (Figure 3). Twelve studies
were aimed at detecting CNVs. For exome-based CNV detection, a
comprehensive tool, such as medical resequencing analysis pipeline (MERAP),
was used for CNV calling in 11 studies (Table 1). Of these, 5 studies reported
CNVs in patients with molecular diagnoses (Table 2) [51,60,61,64,76]. CNVs
confirmation by other methods, including multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA), quantitative PCR (qPCR), and CNV-sequencing (CNV-
seq), was reported in 3 of the 5 studies (Table 1) [51,60,64]. Additionally, Nouri et
al. 2021 [69] reported CNVs in patients; however, the tool (pipeline) and
confirmation results have not been reported.

3.4.2. Classification/interpretation of variants

More than half of the studies (56.76%) reported the variants considering the
following classification: pathogenic, likely pathogenic, VUS, likely benign, or
benign (Table 1), using the classification criteria suggested by the most
comprehensive and up-to-date guidelines of the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) [83]. The remaining articles used specific
classification. For example, Kvarnung (2018) [64] performed variant annotation
using Annovar, a software tool used to annotate single nucleotide variants and
indels, including examining their functional consequences on genes [84].
Schuurs-Hoeijmakers (2013) [75] annotated the variants according to the
following criteria: gene linked to neurological phenotype, mRNA expression in
brain, missense variant(s) predicted to be “disease/damage causing”, and high
conservation among vertebrates.

In most studies, the molecular diagnosis of individuals is based on the
identification of a variant classified as pathogenic/likely pathogenic. In general,
VUS and variants that were not scored as pathogenic led to individuals without
molecular diagnostics. Among the 37 included studies, 14 reported variants were
only in diagnosed individuals and 23 studies additionally reported variants in
individuals with an inconclusive molecular diagnosis of ID. In specific cases,
based on sufficient clinical and functional evidence, the initial VUS variants were
considered to have a positive diagnostic rate [81]. These results are mainly linked

to novel genes associated with ID.
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3.5. Molecular diagnosis rate meta-analysis

To estimate the overall molecular diagnosis of ID detected using WES, two meta-
analyses were performed. The first accomplishes molecular diagnostic yield of all
of the 37 included studies, while the second presents the yield due to detected
DNMs in successful molecular diagnosis for the same studies (Figures 2 and 3,
respectively).

The random-effects meta-analysis revealed an overall molecular diagnostic yield
of 42% (95%; Cl: 35%—-50%) (Figure 2). The forest plot presents an overall
measure based on the proportions of positive molecular diagnoses (n positive
patients/n total patients) and is specific to each unit of analysis. The highest
diagnostic yield was observed in the family study design (n = 9 articles, 56%; CI:
40-71%), followed by trio (n = 22 articles; rate of 41%; Cl: 33-49%), cohort (n =
4 articles; rate of 40%; Cl: 10-79%), and reanalysis studies (n = 2 articles, rate
of 11%, Cl: 0-82%). We found the greatest heterogeneity (I value) for the
reanalysis, followed by cohorts, trios, and families. Funnel plot asymmetry was
not significant and there was no evidence of publication bias (Figure S3).

The secondary random-effects meta-analysis (n = 37 articles) revealed a
molecular diagnostic yield due to DNMs of 11% (CIl: 6-18%) (Figure 3). The
highest diagnostic rate was observed in the trio category (n = 22 articles, rate of
25%; Cl: 19-31%), followed by cohort (n = 4 articles, rate of 9%; Cl: 1-61%), and
reanalysis (n = 2 studies; rate of 6%; Cl: 0—99%) studies. The lowest diagnostic
rate was observed in the family category (n = 9 articles), with a yield of 1% (ClI:
0-6%). Again, we found the greatest heterogeneity (12 value) for the reanalysis,
followed by cohorts, trios, and families.

3.6. Functional gene sets enrichment analyses

A total of 1,097 genes (with unique EntrezID-Symbol) were reported in 37 studies.
Of those, 573 were reported as having a mutation linked to a positive ID molecular
diagnostic (“ID Molecular Diagnosis gene set”) (Supplementary Material Table
S2) and 524 had VUS or nonpathogenic mutations, making the ID molecular
diagnostic unfeasible (“Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene set”)
(Supplementary Material Table S3). A total of 77 genes were ascribed to both

gene sets (Supplementary Material Table S4). Specifically, they were identified
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as inconclusive ID molecular diagnostic cases, and other studies reported
sufficient evidence to establish an association with ID (i.e., a novel ID gene).
Therefore, these 77 genes were removed from the “Inconclusive ID Molecular
Diagnosis gene set”. Finally, the “Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene set”
consisted of 447 genes (524 minus 77 genes) and the “ID Molecular Diagnosis
gene set” set consisted of 573.

In the main functional enrichment analysis, a greater number of pathways and
mechanisms were observed for the “ID Molecular Diagnosis gene set” compared
to the “Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene set.”. A summary of the most
significant results and/or results representative of the range found for both gene

sets is presented in Table 3 (full result in Supplementary Material Table S5).

3.6.1. Gene sets: ID diagnoses cases

For the “ID Molecular Diagnosis gene set,” 341 GO terms and 25 KEGG
pathways were obtained (Table 3). Several pathways involved in development,
neurodevelopment, neuromuscular processes, synapsis signaling, and cellular
processes (involving cell cycle regulation, gene expression, and ion transport)
have been identified.

Gene expression regulation was overrepresented in the functional analysis using
GO terms. Exactly 17.45% (n = 100 genes) of set genes were annotated as
positive regulation of gene expression. Other processes related to gene
expression epigenetic regulation (involving chromatin remodeling and H3 histone
methylation) and also related to immune system interferon type | production.
Epigenetic function was also enhanced by the enrichment of miRNA motifs in the
3'-untranslated region. These genes were enriched for regulation by 83 miRNAs.
Specific miRNAs, such as MIR9, MIR19A, MIR19B, MIR128, MIR422, and
MIR507 were observed.

A series of health conditions were also found, including circadian rhythm,
cardiomyopathy, various cancers, and type Il diabetes mellitus (Table 3). For the
positional gene enrichment analysis, only the chromosome (chr) Xp11 gene set
was statistically significant.

Secondary enrichment analysis, using the whole genome as a background, was

consistent with the above-described findings for both biological processes and
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miRNA motifs in the 3'-UTR region. Interestingly, we identified several pathways
involved in stress response that did not appear in the analysis described above
(Supplementary Material Table S6). For positional gene enrichment analysis,

chrXpll, chr9g34, and chrl16qg24 loci were statistically significant.

3.6.2. Genes with unclear mutation effect on ID

The main functional enrichment analysis for the “Inconclusive ID Molecular
Diagnosis gene set” revealed a few statistically significant potential mechanisms.
We did not obtain any GO terms or miRNAs. This set was enriched for the
regulation of blood volume and systemic vascular resistance. For positional gene
enrichment analysis, 17.67% (n = 79 genes) of the set was enriched in chrXp11,
22, and chXg21, 22, 23, 24, 26, and 28 loci.

Secondary and less strict enrichment analysis revealed 305 GO term and 9
KEGG biological pathways. Approximately 13% (n = 59 genes) of genes in the
set were represented by a process that mediates the transfer of information from
one cell to another and were also the most statistically significant. Other biological
processes are related to neurodevelopment and its regulation, processes
involved in intracellular signaling (such as ERK and ERK2 cascade, regulation of
the mitogen-activated protein kinase (MAPKS) activity), regulators of blood
volume and systemic vascular resistance, hypertrophic cardiomyopathy,
regulation of response to stress, and the immune system.

The KEGG pathways as hypertrophic cardiomyopathy and intercellular junction
were observed in the “ID Molecular Diagnosis gene set.” Epigenetic regulation by
MiRNAs has also been reported. These genes were enriched for regulation by 49
miRNAs. Noticeably, regulation by the genic products of MIR9, MIR19A, and
MIR19B was also observed in the “ID Molecular Diagnosis gene set”. Positional
gene enrichment analysis confirmed the loci identified in chrX (Supplementary
Material Table S7).

4. DISCUSSION
This review showed that among patients with ID, WES testing accounted for an

overall diagnostic rate of 42% (Cl: 35-50%). The diagnostic yield was appreciably

greater when both biological parents were evaluated or several affected family
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members were tested. We also showed that the diagnostic rate specifically for
DNMs was 11% (Cl: 6-18%), supporting the fact that the WES test is useful to
investigate unexplained ID. Genes carrying mutations used for assertive
molecular diagnosis were enriched in several pathways. In addition to their
expected roles in neurodevelopment, they were also enriched in epigenetic
regulatory mechanisms and the immune system. Genes whose mutations
provided inconclusive molecular diagnostics were enriched at several loci on the
X chromosome, as well as in the regulation of blood volume and the systemic
vascular resistance pathway.

4.1. Usefulness of WES in ID diagnostic yield

The diagnostic yield observed in this review (42%) was higher than that reported
previously [11,13,14]. Srivastava (2019) [29] reported an overall yield of 36%,
with 31% for isolated NDD, and 53% for NDD with associated comorbidities.
Regarding the analyses of the trio design, the diagnostic yield in a clinical setting
was approximately 30% [68,85], which was lower than that observed in this
review (42%; Cl: 35-50%). Despite making an extensive review of the total
number of autosomal recessive IDs (including families studied via WES), Mir and
Kuchay et al. (2019) [25] did not present a global estimate of diagnosis. It is
important to emphasize that the estimate reported here is clearly related to the
use of WES as an alternative approach, since all the papers, except one, included
cases with a negative ID molecular diagnosis in previous traditional molecular
tests. Data from our work do not allow us to infer the diagnostic rate of WES as
a first-level approach to ID. A review study revealed that, among patients with
NDDs (as GDD, ID, and/or ASD), WES outperforms the currently accepted first-
tier test for NDDs by 10-28%, assuming a range of 30-43% for WES and 15—
20% for chromosomal microarray (CMA). WES produces a higher molecular
diagnostic yield than CMA, so by this criterion, it should become a first-tier test
[29].

The high diagnostic rate observed in our study was obtained from a total sample
with a higher representation of male individuals and recessive mutations (as a
consequence of inbreeding). The high rate of male subjects is consistent with
previous knowledge of ID [16], explained by factors such as sex chromosome
involvement, hormonal regulation of genes, sex-specific imprinting, and female

protective effects, among others [86,87]. Consanguinity was present in 54.3% of
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the studies, which led to a high rate of detection of recessive mutations. It
enhanced the usefulness of WES as a diagnostic tool for ID families, since the
highest diagnostic yield was obtained in the family category, achieving 56%.
Many sources of heterogeneity in the ID molecular yields were observed across
the included studies. Among them, we can highlight the age at ID clinical
diagnosis, age at WES test, heterogeneity of phenotypes, differences in
sequencing, variant calling methodologies, and study design. These differences
can impact the interpretation of results owing to difficulties in ID clinical
assessment criteria and the emergence of health complications throughout life as
a consequence of ID [88,89]. The likelihood of identifying disease-causing
variants is reduced in the absence of key elements in the clinical description of
patients [90]. Considering that classic or core phenotypic characteristics may not
yet have been completely developed in infancy [91,92] and that IQ cannot be
assessed at that time in life, molecular diagnosis may be inconclusive because
the phenotype is not well characterized. Contrastingly, adult patients lacking
proper treatment or care throughout life may develop health issues as a
consequence of ID, which may also hamper the association between clinical
outcomes and mutation findings through WES [93]. Efforts are still needed to
establish an optimal time window for diagnosis via WES.

Clinical outcomes such as ID severity and diagnostic criteria also varied across
the included studies. The description of standardized methods for assessing 1Q
or cognitive skills was often difficult to identify and resulted in an absence/unclear
characterization of patient phenotypes in 20 of the included studies. On the other
hand, all studies, except one, included in this review, have chosen patients who
have sometimes gone through a diagnostic odyssey in reference centers, with a
large number of clinical evaluations and negative results in previous molecular
tests, with uncertain diagnosis at the time of study. In this sense, we consider that
the phenotypic complexity of ID was represented by the studies included in the
review; therefore, the observed diagnostic rate may be a reliable estimate.
Differences in sequencing, data processing, and variant calling pipeline methods
across studies are another possible source of variability in the rates of diagnosis
found in this review. The different methods used in WES may lead to differences
in nucleotide incorporation error rates [94—96] and differences in DNA target

region selection [97]. However, all of these factors may have Ilimited
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comparability. There were small differences in sensitivity or specificity between
kits used to target exons and platforms, with the HiSeq System (lllumina, Inc.)
and SOLID™ System, the most commonly used platforms. We did not consider
these aspects to be relevant factors of bias, especially if the results of the study
were confirmed using Sanger sequencing. The most frequently used data
processing workflow in these studies was the GATK (43.24%), and 32.46% used
a custom bioinformatic analysis pipeline. CNVs analysis from WES data was
recently incorporated. Almost one-third of the papers explicitly report the
implementation of an additional, more efficient pipeline for CNV detection. This
represents an incredible advance in WES optimization, as it can be used without
prior microarray analysis [98]. However, this requires that the detected variants
be confirmed using conventional methods for diagnostic purposes.

Regarding the effect of the time of publication on ID molecular diagnostic rates,
although the frequency of studies increased over the years, following the
development of NGS technology and decrease in exam costs, a trend of increase
or decrease in molecular diagnostic yield on the overall estimate was not
observed. No trend in the estimates was observed across the categorization due
to the study design. (Supplementary Figure S1). A more exhaustive analysis in
this regard would require greater homogeneity in WES detection methodologies
among the studies.

Differences in the pathogenicity classification criteria may also have affected the
yield rate. For classification of variants (pathogenic, likely pathogenic, VUS, likely
benign, or benign), the current gold standard, the ACMG guidelines were used in
56.7% of the studies. This low frequency can be partially explained by the fact
that many of the studies were available before the ACMG criteria were published
in 2015. The use of a customized pipeline and a variant classification different
from that of ACMG was considered an unclear risk of bias. The only study that
did not report Sanger sequencing confirmation was considered to have an
increased risk of bias in reporting its results. Despite the better quality and read-
length sequence data from current sequencing technologies [99], Sanger
sequencing to confirm sequence variants is still recommended for diagnostic
purposes [100]. False-negative and positive results may be attributed to human
error or as a result of poor base-calling software [101]. Even though it is difficult

to speculate on the possible bias involved in papers that do not confirm variants
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through Sanger sequencing, we can assume that false positives would be lower
using Sanger sequencing.

To our knowledge, the current study is the first to describe the diagnostic yield of
WES stratified by study design category. Given the inclusion and exclusion
criteria used in our search strategy, we were able to provide an estimate of the
overall molecular diagnosis for ID based on WES. We were also able to assess
the contribution of DNM and the study design to the ID molecular diagnostic rate.
This approach may contribute to identifying better strategies and designs for
exploring the complexity of ID phenotypes. Cohort, family, trio, and dataset
reanalysis studies have been shown to be valid designs for the application of
WES [102]. As expected, the non-consanguineous parent trio-and cohort-type
studies obtained an overall lower diagnostic rate compared to family studies, in
which clinical presentations may be confirmed or shared with family members.
DNMs were identified in 83.78% of studies, resulting in a diagnostic rate of 11%.
DNMs are most frequently reported in trio analysis design, a strategy that almost
exclusively allows for the detection of DNMs by WES [19,22]. We also report the
highest contribution of DNMs to ID in this design, which yielded 25% (CI: 19—
31%). DNMs were also relevant to the cohort study design (diagnostic rate of 9%;
Cl: 1-61%). However, it should be noted that in this design, the parents (when
available) were also evaluated to verify the inheritance pattern of a suspected
DNM. Although recessive causal mutations are expected to be enriched and are
the main cause of ID in populations with high rates of inbreeding, pathogenic
DNMs can also be linked to ID [103]. We observed the lowest diagnostic rate in
this design category (1%; CI: 1-6 %).

The presence of VUS in disease-relevant genes may be a challenge for
physicians and families alike and requires detailed analysis, including the
elucidation of inheritance through parental analysis [104]. Given the continuous
improvement in bioinformatics tools (alignment and variant-calling tools),
literature, and genomics database updating [105,106], the reanalysis of WES raw
data has become a frequent and promising approach that could improve
diagnostic rates in patients without an initial molecular etiology [105,107].
Negative and uncertain results can be reanalyzed from stored raw sequencing
data or through the reinterpretation of all variants in the file primarily detected.

Resequencing/reanalysis has been reported to result in ~15% new molecular
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diagnoses owing to the addition of family members and new gene-disease
associations [24,108], which focuses on updates of variants reported as
pathogenic/likely pathogenic in public databases of clinical interest [109]. In this
review, only two studies reanalyzed a dataset obtained by WES [47,65].
Assuming that patients undergoing resequencing could have a more difficult
diagnosis, this approach was the one with the highest heterogeneity, with a
diagnostic yield of 11% for general mutations and 6% for DNMs. In both studies,
the window of time between the two analyses was less than 2 years. Reanalysis
of the exome sequencing data is recommended every 1-3 years [105]. Our study
could not detect a clear temporal trend in the rate of diagnosis. However, in this
sense, we want to emphasize the relevance of reanalysis (supported by
technological and bioinformatic progress) as a practice that has the potential to
generate additional contributions to the diagnosis and etiology of ID. In the
context of the dynamic and multidisciplinary nature of the ID diagnostic process,
the importance of the analysis and, in some cases, reanalysis of exome data,
including the reverse phenotyping approach (defined as a strategy used to refine
the phenotype based on the interpretation of genetic data [110]) could be helpful
to solve the diagnostic ascertainment pitfall. The WES reanalysis, in addition to
several ID patient follow up times along life, and to a detailed clinical evaluation,
could be an important toolkit to refine the ID diagnosis. The reverse phenotyping
approach has been used for the diagnosis of other NDD and epilepsy [111-113],
and it has revealed new candidate genes and atypical phenotypes for ID and
Autism Spectrum Disorder [78] Our results support the importance of reporting
mutations found in patients who are “initially” categorized as unsolved cases, in
most cases because they have VUS-type variants. A total of 77 genes reported
in patients with inconclusive diagnoses have been associated with ID in other
studies. Novel ID genes can be identified by observing variations in the same
gene in multiple unrelated ID patients with phenotypic similarity, which underlines
the importance of detailed documentation of patient phenotypes and sharing data
between clinical laboratories and research initiatives [114]. It does reinforces and
encourages the use of the freely accessible Genematcher tool [115,116], as an
example, to reduce the gap between clinical and research related information. In
retrospect, individuals with variants of these 77 genes may have been
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underdiagnosed. Recent studies have incorporated statistical analysis to identify
clinical conditions associated with the molecular diagnosis of ID [60,69].

4.2. Biological and functional characterization of genes reported in the literature
The search for feature enrichment is a widely used method to characterize a set
of genes, given that it is difficult to distinguish the contribution of each gene
specifically owing to the pleiotropic effect of some genes. Even well-studied
genes should be revisited iteratively to identify novel features that previous
technologies could not detect [99]. Enrichment analysis might be an interesting
approximation and contribution to the knowledge of the molecular mechanisms
underlying ID. Therefore, it constitutes a potential tool for the elucidation of new
biological processes or novel genes involved/associated with already known or
emerging processes in the etiology of ID.

The genes included in the “ID Molecular Diagnosis gene set” are mainly involved
in classical processes involved in neurodevelopment and nervous system
functioning, such as central nervous system development, synapse processes,
cognition, memory, learning, and neuromuscular and cellular processes, which
are widely described in the literature [117-120]. In addition, enrichment analysis
revealed many biological processes somewhat less explored in the literature, but
potentially involved with ID: epigenetic regulation, circadian rhythm, immune
system activation, and disease-associated conditions (cardiomyopathies,
diabetes, and cancer).

Regarding epigenetic changes, the regulation of histone modifications, such as
histone methylation, as well as post-transcriptional expression modulation
through microRNAs, were enriched pathways among the genes currently used
for ID diagnosis. Chromatin organization, which controls compartmentalization of
distinct functional domains, has a fundamental impact on the correct temporal
and spatial gene expression required for proper development and cognition in the
mammalian genome [121,122]. In addition to known ID genes, such as the X-
linked gene encoding methyl-CpG binding protein 2 (MECPZ2), which mutation
leads to Rett Syndrome [123], an increasing number of genes involved in
chromatin structure and epigenetic regulation due to altered brain plasticity [124]
have been implicated in various developmental disorders, including ID [125]. For
instance, among the genes reported in the diagnostic gene set, mutations in
lysine demethylase 5C (KDM5C) [126,127] and euchromatic histone lysine
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methyltransferase 1 (EHMT1) support the dynamic nature of histone methylation
in activity-dependent gene transcription and neuronal plasticity [128—130].
Impaired chromatin regulation due to mutations in EHMT1 may lead to
pathophysiological changes in neuronal excitability, resulting in aberrant network
activity and seizures, which positively or negatively regulate transcriptional
enhancers [124]. Mutations in KDM5C are associated with X-linked NDDs, with
intellectual disability as a core feature [131]. The processes involved in the
regulation of histone modifications were confirmed using secondary enrichment
analyses.

MicroRNAs, which are abundant in the nervous system, play key roles in
development and are likely mediators of plasticity [132,133]. Dysfunction of
miRNA signaling contributes to neurodevelopmental disorders, such as fragile X
syndrome (FXS) and RTT, as well as complex behavioral disorders, including
schizophrenia, drug addiction, and depression [134,135]. This review supports
the role of regulation through specific miRNAs (MIR9, MIR19A, MIR19B, and
MIR128) in the diagnostic gene set used in the current diagnosis. MIR9 in
particular is an important regulator of brain segmentation [136], neuronal
maturation [137,138], and neurogenesis and angiogenesis during brain
development [139]. Similarly, FXS results from the loss of function of fragile X
mental retardation protein, which has been reported to be regulated by MIR128
and MIR9 [140]. MIR19A and MIR19B were recently shown to be enriched in
neural progenitor cells in the adult hippocampus [141]. Epigenetic gene control is
an intrinsic mechanism of normal brain development, and abnormalities in the
molecules associated with this mechanism are known to cause congenital
neurodevelopmental diseases, including ID [142]. Because epigenetic
mechanisms are reversible and variable, unlike most mutational changes,
epigenetic information can potentially be used as a disease marker and target for

disease treatment [142].

Circadian rhythm disturbances can also affect health. A significant number of
individuals with developmental disabilities have disordered sleep, although
prevalence estimates vary from 13 to 86% [143]. One of the most significant
aspects of development is the establishment of sleep states [144], which is

important for the underlying neural plasticity [145]. One potential mechanism
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whereby prenatal stress, which has direct effects on neurogenesis, neuronal
migration, cellular differentiation, and synaptic refinement that occur during the
prenatal period [146], influences fetal development is by modifying the
programming of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, a major system
controlling the organism’s response to stress and regulating certain circadian
activity [147]. Biological processes related to circadian rhythms open new

possibilities for further studies to help elucidate their mechanism of action on ID.

The production of inflammatory molecules was also over-represented in the
diagnostic gene set. Over the last few years, inflammation has been recognized
as a trigger for neonatal encephalopathy and seizures, and evidence has
indicated that this inflammation plays a role in the long-term neuronal damage
experienced by survivors [148]. Among these genes, DExH-box helicase 58
(DHX58), which facilitates ATP-dependent unwinding of RNA secondary
structures, has recently been implicated in neurodevelopmental disorders and ID
[62,149]. However, the mechanisms underlying these associations are not yet
known. The possible neuroprotective effects that could be achieved by using anti-
inflammatory drugs in the treatment of encephalopathy has been investigated
[148]. Our data suggest that the potential role of immune/inflammation-related
proteins in the context of neurodevelopment should be explored in future clinical
and molecular investigations. The role of processes involved in the immunological

system in the etiology of ID should be explored.

Some genes within the “ID Molecular Diagnosis gene set” were found to be
associated with various health conditions. People with intellectual disabilities are
2.46 times more likely to have diabetes than controls [150]. Hexokinase 1 (HK1)
phosphorylates glucose to glucose-6-phosphate, the first rate-limiting step in
glycolysis. Variants of HK71 have been identified in families with
neurodevelopmental disorders associated with developmental delay [151]. One
study compared cancer-related mortality between people with and without ID in
the Netherlands. Death due to cancer is approximately 1.5 times more frequent
among people with ID [152]. In our functional analysis, many genes were
significantly enriched in cancer-related pathways. Regarding cardiac diseases, in

ID individuals, congenital heart defect is a more frequent congenital malformation
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[153]. A study reported that Australian people with ID, who had heart conditions
and epilepsy, were more than twice as likely to die during the 10-year study period
than people without heart conditions or epilepsy [154]. These results are
consistent with the high prevalence of these health conditions in patients with ID,

and they raise the prognostic possibilities for some patients.

With respect to the “Inconclusive ID Molecular Diagnosis” gene set, only one
biological pathway associated with renin-angiotensin systems (RAS) was
observed. The brain-specific RAS plays an essential role in brain homeostasis
[155]. Growing evidence indicates that the brain RAS affects microglial
polarization,  neuroinflammation, brain  homeostasis, alterations in
neurotransmitter secretion, and cognition [156-158], but there are still certain
limitations and controversies regarding the mechanisms involved. Recent studies
have shown that in the brain, the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) gene
is expressed in glial cells and neurons [159,160] and has been associated with
neuronal inflammation and neuronal disorders caused by viral infection [161].
Therefore, it is important to conduct further studies to establish possible
associations between this pathway and ID.

One group of ID-associated genes is located on the X chromosome, which is
associated with sex-linked inheritance in this pathology, due, at least in part, to
the fact that the prevalence of ID is more important in male hemizygous for a
pathogenic variant in recessive X-linked conditions. The results of positional gene
enrichment of the "Inconclusive Molecular Diagnosis of ID" gene set, could reveal
specific genes of interest in aberrant regions of the X chromosome that deserve
further study, for example, the accessibility and expression of this specific
chromosomal region in different tissues. Using the whole genome as background,
other pathways, such as those related to the ERK/MAPKSs signaling pathway, cell
junction organization, and protein signaling through phosphorylation, among
others, were also observed, revealing the potential role of this set of genes.
Neurodevelopmental disorders arising from mutations in these pathways exhibit
related neurological phenotypes including cognitive dysfunction, autism, and ID
[162]. Importantly, our secondary analysis found convergence between classical
processes related to neurodevelopment and the functioning of the nervous
system overlapping with diagnostic genes, as discussed above. For example,



209

these pathways could be prioritized when performing reanalyses of these
variants. This gene set deserves further functional studies to allow the
investigation of possible new associations with the pathophysiology or even
causal mechanisms of ID.

4.3 Strengths and limitations

This study has certain limitations. This review encompasses the wide
heterogeneity and phenotypic complexity of ID. Therefore, it is possible that some
confusion in estimating the diagnosis rate arises from related phenotypes, for
example, phenotypes related to ASD, which sometimes cannot be distinguished
from ID. Second, a poor representation of the global population is noteworthy, as
there is a lack of information on ID from Latin America, North America, Africa, and
Oceania, which could make it difficult to derive a general assessment of ID
diagnostic rates in a broader setting. More studies on less-represented continents
should be the focus of future studies. Another limitation was the classification of
the study design. In many cases, the study design is mixed. For example,
proband-only and trio-WES or family and trio-WES analyses, which limited our
ability to establish 100% homogeneous WES-design categories in some studies.
Thus, the DNMs detection rate may have been overestimated in this group. The
reanalysis design comprises a mixture of designs, which can reflect its high
estimated heterogeneity. We decided to analyze this set separately because it
may not represent the overall sample that was assessed for the first time through
WES. Although an estimate of the diagnostic rate considering WES as a first
clinical approach could provide important information for future directions for
WES usage, the data presented in this study do not allow us to infer the diagnostic
rate of WES as a first-tier approach for ID. Of the 37 included studies, 36
described the use of WES in patients with previously negative molecular
diagnostic tests. Although it is the current indication for ID, it is difficult to
determine the extent to which this is biased by the reported diagnostic rates.
Another important aspect is that possible differences in diagnosis rates resulting
from different sequencing platforms or analyses (variant calls and classifications),
within or between studies, were not considered. WES is a term commonly used
in the literature to refer to large-scale exome sequencing. Even though the
sequencing covers maijority of the exon regions of the nuclear genome (generally

95 -98% of exome is sequenced), a small part of the exome is not tagged by the
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technique used in this approach. Thus, the term “sequencing most of the exome”
would be more appropriate to refer to that. In this study, the term WES was used
since it was one of our search key-words and it is also used in the included
studies. Regarding our functional enrichment analysis, the list included in the
“Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene set” was underestimated. Several
studies have not reported the variants observed in subjects with inconclusive
diagnoses. Therefore, caution should be exercised when interpreting the results.
This limitation reinforces the need for further studies to report VUS findings.
Moreover, functional secondary analysis, using the whole genome as
background, may lead to a false positive, even though they confirmed the main
mechanisms enriched for the “ID Molecular Diagnosis gene set”. Therefore,
caution is needed when interpreting the results.

Importantly, most of the papers included in this review presented a low probability
of bias. The literature retrieved for this review was composed of studies of 10
unrelated probands or more, which could be considered to have a reduced
publication bias (as demonstrated by the asymmetry analysis of the funnel plot),
as well as a better level of evidence in ID diagnostic research, with a minimum
reported diagnostic rate of 9.43% [16]. We used a meta-analysis as a systematic
method to synthesize the results from different empirical studies, providing a
more precise and reliable estimate.

To our knowledge, this is the first review and meta-analysis focused on the WES
diagnostic rate involving only patients with ID, encompassing their clinical
heterogeneity, and that complemented this analysis with a functional genetics
approach. Furthermore, new hypotheses of associations between genes and
biological processes involved in the etiology or pathophysiology of ID have been
postulated, opening new possibilities for future studies.

5. CONCLUSIONS

Our results support the use of WES as an approach of choice that offers clinical
and research benefits for ID diagnosis. WES testing accounts for an overall
diagnostic rate of 42%, with special contribution from studies involving genetic
testing of biological parents or several affected family members. The diagnostic
rate for DNMs, although lower (11%), supports the fact that the WES test is useful
to investigate the causes of sporadic ID. Our results also revealed potential

mechanisms impaired in patients with ID. Given the pleiotropic character of the
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mutated genes, the overall genes identified through WES identified potential
biological deficits in epigenetic regulatory mechanisms, the immune system, and
circadian rhythm, in addition to neurodevelopment. Genes from inconclusive
molecular diagnostic sets were enriched in the blood volume regulation and
systemic vascular resistance pathways. Future studies should explore the
relationship between this pathway and ID to better understand and provide
insights about the molecular mechanisms underlying ID.
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Figure 1. Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) flowchart of scoping review article inclusion.
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Figure 2. Forest plot of random-effects meta-regression to estimate WES
molecular diagnostic yield (including de novo and inherited mutations) of full
sample (n patients positive/n patients total) and stratified/grouped by unit of
analysis (i.e., family, cohort, trio, and reanalysis). Confidence interval [CI]. n = 37
articles included.
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Figure 3. Forest plot of random-effects meta-regression to specifically estimate
WES de novo mutation (n positive-DNMs/n total) molecular diagnostic yield of full
sample, and in subgroups, according to unit of analysis (i.e., family, cohort, trio,
and reanalysis). Confidence interval [CI]. n = 37 articles included.
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Tables:

Table 1: Summary of general, demographic, clinical, and technical characteristics of
studies included in the systematic review (N=37).

Number of (%)
Characteristics studies °
Year of publication
2016-2021 31 83,78
2010-2015 6 16,22
Continental origin of sample
Europe 16 43,24
Asia 16 43,24
North America 2 5,41
Oceania 1 2,7
Africa 1 2,7
South America 1 2,7
Sample size (number of ID
probands) n total=2252
10-25 14 37,84
26-100 17 45,95
101-318 6 16,22
Age groups
All ages 17 45,95
Under 18 years old 6 16,22
Not reported/unclear 14 37,84
Sex proportion
Predominantly males 13 35,14
Predominantly females 7 18,92
No reported/unclear 17 45,95
Presence of Consanguinity*
Yes (in any degree) 19 54,29
No 8 22,86
No reported/unclear 8 22,86
Study analytical design unit
Trio 22 59,46
Family 9 24,32
Cohort 4 10,81
Reanalysis 2 5,41
WES used as first line
No 32 86,49

Yes 1 2,7
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Not reported/unclear 4 10,81
IQ measurement method *
Validated instrument 11 31,43
Milestone 4 11,43
Not reported/unclear 20 57,14
Sequencing platform [lumina 25 67,57
SOLID 7 18,92
Mixed 3 8,11
Other 2 5,41
Pipeline for variants calling
GATK 16 43,24
2w
Others 5 13,51
GATK + another 3 8,11
Not reported/unclear 1 2,7
Standard classification (ACMG)
Yes 21 56,76
No 15 40,54
Not reported/unclear 1 2,7
Mutation confirmation through
Sanger sequencing*
Yes 31 88,57
CNYV analysis from WES data No 4 11,43
Pipeline for CNVs calling
Yes 11 29,73
No 26 70,27
Detected and reported CNVs
Yes 6 16,22
No 31 83,78
CNVs confirmation (**)
Yes 6 16,22
No 31 83,78

* N=35, the 2 studies based on data sets were excluded for these categories. Genome Analysis Toolkit (GATK).
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Intelligence quotient (IQ).
** Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) or quantitative PCR (qPCR) or CNV sequencing (CN V-

seq).
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Table 2: General, demographic, clinical, technical, and quality evaluation characteristics of studies included in the systematic review (N=37).

QUADAS-2 Domains

Reference

Descriptive characteristics of the studies

Patient Index Reference standard
selection test

Al-Nabhani et
al. 2018

This study evaluated dataset from Oman (n=50), using the Illumina platform.
BCFtools/ANNOVAR tools were used for variants calling. Its results were reported according to
the Standard classification (ACMG), obtaining a diagnostic rate of 12.00%.

Bowling et al.
2017

This study evaluated trios from USA (n=127). Individuals of several ages were included and 1Q

was assessed using validated instrument. Illumina platform was used for sequencing and
GATK/Burrows-Wheeler Alignment tool (BWA) was used for variants calling. Its results were
confirmed by Sanger sequencing and were reported according to the Standard classification
(ACMQ), obtaining a diagnostic rate of 29.92 %

Bruno et al.
2021

This study evaluated trios (n=19) from Italy. Individuals of several years were included. [llumina
platform was used for sequencing. Custom bioinformatic analysis pipeline was used for variants
calling. Its results were reported according to the Standard classification (ACMG), obtaining a
diagnostic rate of 42.1 %

Charng et al.
2016

This study evaluated trios from Saudi Arabia (n=12), using the Illumina platform. The variants
calling was based on HGSC Mercury analysis pipeline. Its results were confirmed through Sanger
methodology and were reported according to the Standard classification (ACMG), obtaining a
diagnostic rate of 83.33%

high low low
low low low
unclear  low low
unclear  low low
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Chen et al. This study evaluated a cohort (n=49) from China. Individuals under 18 years old were included low low low
2021 and IQ assessment was done through validated instrument. Illumina platform was used for

sequencing. Custom bioinformatic analysis pipeline was used for variants calling. Its results

were confirmed by Sanger methodology and reported according to the Standard classification

(ACMQ), obtaining a diagnostic rate of 51 %
de Ligt et al. This study evaluated trios from The Netherlands (n=100). Individuals of several ages were low low low
2012 included and IQ was assessed using validated instrument. SOLID platform was used for

sequencing, and the variants calling was based on SOLiD Small InDel Tool. The results were

confirmed through Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate of 16.00%
Ewans et al. This study evaluated trios from Australia (n=21), using the Illumina platform for sequencing. The low low low
2018 variants calling was done through GATK. The results were confirmed using Sanger methodology

and reported according to the Standard classification (ACMG). The reported diagnostic rate was

of 38.10%
Fieremans et This study evaluated a cohort from France (n=19). It included only females of several ages and unclear  low low
al. 2016 used Illumina platform for sequencing. Variants calling was done using GATK. The results were

confirmed through Sanger methodology. The reported diagnostic rate was of 52.63%
Halvardson et This study evaluated trios from Sweden (n=39), using SOLiD, Illumina and Thermo Fisher low unclear low

al. 2016

platforms. The pipeline for variants calling was GATK. The results were confirmed through
Sanger methodology and were reported according to the Standard classification (ACMG). The
diagnostic rate was of 28.21 %
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Hamdan et al. This study evaluated trios from Vancouver (n=41), Canada. Individuals of several ages were low low low
2014 included. It used the Illumina platform for sequencing. The pipeline for variants calling was
GATK and the results were confirmed through Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate
0f29.27 %
Harripaul et This study evaluated families from Pakistam/Iran (n=192), using SOLID platform for low low low
al. 2018 sequencing. The pipeline for variants calling was GATK/BWA-mem. The results were confirmed
using Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate of 45.83%.
Hiraide et al. This study evaluated trios (n=101) from Japon, individuals of several ages were included and IQ low low low
2021 assessment was by valid instrument. Used the [llumina platform, the pipeline for calling variables
was GATK. CNVs were reported from the WES data. Its results were confirmed by Sanger
methodology and reported according /to the Standard classification (ACMG), obtaining a
diagnostic rate of 53.5 %
Huetal. 2019 This study evaluated families from Iran (n=318), using Illumina platform for sequencing. The low low low
pipeline for variants calling was MERAP. CNVs were reported from the WES data. The results
were confirmed by Sanger methodology and reported according to the Standard classification
(ACMGQG). The reported diagnostic rate was of 53.46%.
Jarveld et al. This study evaluated trios from Syria and Finland (n=41), individuals of several ages were low low low

2021

included. Illumina platform was used for sequencing. The pipeline used for variants calling was
GATK. The results were confirmed through Sanger methodology and were reported according to
the Standard classification (ACMG). The reported diagnostic rate was of 46.34 %
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Kahrizi et al. This study evaluated trios from Iran (n=100). Individual 1Q was assessed using validated low low low
2019 instrument. Illumina platform was used for sequencing. The pipeline used for variants calling

was MERAP. The results were reported according to the Standard classification (ACMG). The

reported diagnostic rate was of 58.00%
Kvarnung et This study evaluated families from Sweden (n=15), using the Illumina platform for sequencing. low low low
al. 2018 Variants calling was done through GATK. CNVs were reported from the WES data. The results

were confirmed using Sanger methodology The reported diagnostic rate was of 73.33%.
Lietal. 2019  This study evaluated dataset from Pekin/China (n=76), including individuals under 18 years of high low low

age. [llumina platform was used fir sequencing. Variants calling was done through GATK. The

results were reported according to the Standard classification (ACMG), obtaining a diagnostic

rate of 10.53%.
McSherry et This study evaluated trios from Turkey (n=21), and included individuals of several ages. [llumina low low low
al. 2018 platform was used for sequencing and custom bioinformatic analysis pipeline was used for

variants calling. The results were confirmed through Sanger methodology and reported according

to the Standard classification (ACMG), obtaining a diagnostic rate of 47.62 %
Megahed et This study evaluated families from Cairo, Egypt (n=18), and individuals of several ages were low low low
al. 2016 included. Illumina platform was used for sequencing and GATK was used for variants calling.

The results were confirmed using Sanger methodology. The reported diagnostic rate was of
50.00%.
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Monroe et al. This study evaluated trios from The Netherlands (n=17), using the Illumina platform for low unclear low
2016 sequencing and a custom bioinformatic analysis pipeline for variants calling. The results were

confirmed though Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate of 29.41%
Nouri et al. This study evaluated trios (n=61) from Iran. Individuals under 18 years old were included. low low low
2021 Illumina platform was used for sequencing and a custom bioinformatic analysis pipeline was

used for variants calling. CNVs were reported from the WES data. Its results were confirmed by

Sanger methodology and reported according to the Standard classification (ACMG), obtaining a

diagnostic rate of 65.6%
Preiksaitiené  This study evaluated trios from Lithuanian individuals (n=12) of several ages. SOLID platform low low low
etal. 2016 was used for sequencing and GATK was used for variants calling. The results confirmation was

not reported. The reported diagnostic rate was of 41.67 %
Rauch et al. This study evaluated trios from Germany/ Switzerland (n=51). IQ was assessed using validated low unclear low
2012 instrument. [llumina platform was used for sequencing and a custom bioinformatic analysis

pipeline was used for variants calling. The results were confirmed using Sanger methodology,

obtaining a diagnostic rate of 54.90 %
Reuter et al. This study evaluated families (n=152) from Syria (46.7%), Turkey (22.4%), Egypt (12.5%), low high low

2017

Jordan (4.6%), and from other countries (13.8%). Individuals of several ages were included and
IQ was assessed using validated instrument. SOLID and Illumina platforms were used for
sequencing and a custom bioinformatic pipeline was used for variants calling. The results were
confirmed though Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate of 36.84 %
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Riazuddin et This study evaluated families from Pakistan (n=121). IQ assessment was classified as milestone. unclear  unclear low
al. 2017 SOLID platform was used for sequencing and custom bioinformatic pipeline was used for

variants calling. The results were confirmed though Sanger methodology, obtaining a diagnostic

rate of 56.20%.
Rump et al. This study evaluated trios (n=35) from The Netherlands and included individuals of several ages. low low low
2016 [llumina platform was used for sequencing and GATK was used for variants calling. The results

were confirmed using Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate of 28.57 %
Santos-Cortez This study evaluated families (n=22) from Pakistan, and included individuals of several ages. unclear low low
etal. 2018 [llumina platform was used for sequencing. GATK was used for variants calling. The results

were confirmed using Sanger methodology and were reported according to the Standard

classification (ACMG), obtaining a diagnostic rate of 100.00%.
Schuurs- This study evaluated families (n=19) from The Netherlands, using the SOLID platform for wunclear  unclear low
Hoeijmakers  sequencing. A custom bioinformatics pipeline was used for variants calling. The results were
etal. 2013 confirmed through Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate of 42.11%.
Snoeijen- This study evaluated trios (n=100) from The Netherlands, and included individuals of several low unclear low
Schouwenaars ages. IQ was assessed using validated instrument. Life Technologies platform was used for
etal. 2019 sequencing, and a custom bioinformatic pipeline was used for variants calling. CNVs reported

from the WES data. The results were confirmed though Sanger methodology and were reported
according to the Standard classification (ACMG), obtaining a diagnostic rate of 25.00%



259

Tagkiran et al.  This study evaluated trio (n=59) from Turky. Individuals of several ages were included and IQ low low low
2021 assessment was done using validated instrument. Thermo Fisher platform was used for

sequencing and a custom bioinformatic analysis pipeline was used for variants calling. The

results were confirmed by Sanger methodology and reported according to the Standard

classification (ACMG), obtaining a diagnostic rate of 49.2 %
Valentino et This study evaluated trio (n=84) from Italy. Individuals of several ages were included. Thermo low unclear low
al. 2021 Fisher platform was used for sequencing and a custom bioinformatic analysis pipeline was used

for variants calling, obtaining a diagnostic rate of 39.3%
Vianna et This study evaluated a cohort from Brazil (n=53), and included only females of several ages. IQ low low low
al.2020 assessment was classified as milestone. Illumina platform was used for sequencing and

GATK/ANNOVAR were used for variants calling and identification. The results were confirmed

by Sanger methodology and were reported according to the Standard classification (ACMQG),

obtaining a diagnostic rate of 9.43%
Vissers et al. This study evaluated trios from Nijmegen, The Netherlands (n=10), using the SOLID platform low unclear low
2010 for sequencing. A custom bioinformatic pipeline was used for variants calling. The results were

confirmed through Sanger methodology, obtaining a diagnostic rate of 70.00%
Willemsen et This study evaluated trios (n=34) from The Netherlands, and included individuals of several ages. low low low

al. 2014

IQ was assessed using validated instrument. SOLID platform was used for sequencing. The
pipeline used for variants calling was not reported. The results were confirmed through Sanger
methodology, obtaining a diagnostic rate of 32.35%
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Xhiang et al. This study evaluated trios (n=17) from China, including individuals under 18 years old. IQ low low low
2021 assessment was done by validated instrument. [llumina platform was used for sequencing. GATK

was used for variants calling. CNVs were reported from the WES data. The results were

confirmed by Sanger methodology and reported according to the Standard classification

(ACMQ), obtaining a diagnostic rate of 58.8 %

Xiao et al. This study evaluated a cohort from Shangai/China (n=18), including individuals under 18 years unclear low low
2018 of age. Illumina platform was used for sequencing and GATK was used for variants calling. The

results were confirmed through Sanger methodology and were reported according to the Standard

classification (ACMG), obtaining a diagnostic rate of 61.11 %

Zhao et al. This study evaluated trios from Sweden (n=28). SOLiD, Illumina and Thermo Fisher platforms low unclear low
2018 were used for sequencing. GATK was used for variants calling. The results were confirmed

through Sanger methodology and were reported according to the Standard classification

(ACMQG). The reported diagnostic rate was of 21.43 %

Genome Analysis Toolkit (GATK). Intelligence quotient (IQ). Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies (QUADAS-2). Copy number variants (CNVs).
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Table 3: The most significant biological processes, microRNA, KEGG and positional gene set regulators overrepresented in the ID Molecular
Diagnosis and Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene sets.

n total genes  n genes from adjusted p
in the category  ID gene set value

ID Molecular Diagnosis gene set

Gene Ontology biologycal process

Neurodevelopment

GO_HEAD_DEVELOPMENT 760 77 1.37e-17
GO_CENTRAL_NERVOUS_SYSTEM_DEVELOPMENT 964 82 1.61e-14
GO_FOREBRAIN_DEVELOPMENT 376 42 2.82e-10
GO_NEURON_DIFFERENTIATION 1328 84 2.41e-8
GO_NEURON_DEVELOPMENT 1082 73 2.53e-8
GO_NEUROGENESIS 1572 94 2.53e-8
GO_NEUROMUSCULAR_PROCESS 105 19 1.18e-7
GO_COGNITION 291 31 3.56e-7
GO_TELENCEPHALON_DEVELOPMENT 246 28 4.51e-7
GO_GROWTH 953 63 7.09e-7
GO_SYNAPSE_ORGANIZATION 400 36 1.13e-6
GO_SYNAPTIC_SIGNALING 704 50 3.06e-6
GO_AXON_DEVELOPMENT 502 40 4.05e-6
GO_NEURON_MIGRATION 153 19 2.41e-5
GO_EMBRYO_DEVELOPMENT 978 55 3.93e-4
GO_DENDRITE_DEVELOPMENT 219 20 7.04e-4
GO_ASSOCIATIVE_LEARNING 77 11 1.11e-3

Epigenetics process
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GO_CHROMOSOME_ORGANIZATION 1167 87 2.97e-12
GO_COVALENT_CHROMATIN_MODIFICATION 453 45 1.62e-9
GO_CHROMATIN_ORGANIZATION 762 61 1.83e-9
GO_HISTONE_METHYLATION 138 21 3.56e-7
GO_METHYLATION 353 34 6.24e-7
GO_POSITIVE_ REGULATION_OF _GENE_EXPRESSION 1907 100 2.90e-6
GO_REGULATION_OF_HISTONE_MODIFICATION 139 18 2.64e-5
GO _HISTONE_H3 K4 METHYLATION 56 10 4.45e-4
Cellular process
GO_ORGANELLE_LOCALIZATION 679 53 7.94e-8
GO_REGULATION_OF CELL_CYCLE 1156 68 1.06e-5
GO_MICROTUBULE_CYTOSKELETON_ORGANIZATION 529 39 2.96e-5
GO_CELL_CELL_SIGNALING 1619 84 4.34e-5
GO_ION_TRANSPORT 1635 77 1.90e-3
GO_REGULATION_OF_CELL_DEVELOPMENT 904 49 2.06e-3
Immunological process
GO_TYPE_|_INTERFERON_PRODUCTION 123 13 3.64e-3
GO_POSITIVE_REGULATION_OF TYPE_| INTERFERON PRODUCTION 76 8 4.01e-2
Circadian rhythm

GO_CIRCADIAN_RHYTHM 195 16 8.85e-3
microRNA

GTGCAAA_MIR507 127 17 2.43e-5
AAGTCCA_MIR422B MIR422A 70 13 2.43e-5
ACCATTT_MIR522 162 18 1.18e-4
CCCACAT_MIR2993P 53 10 1.67e-4
TAGCTTT_MIR9 236 21 2.99e-4
GTTTGTT_MIR495 255 22 2.99e-4



GGCACTT_MIR519E 122 14 4.99e-4
CACTGTG_MIR128A_MIR128B 337 25 7.56e-4
ACAACCT_MIR453 44 8 8.74e-4
TGCACTG_MIR148A_MIR152_MIR148B 305 23 8.88e-4
TTTGCAC_MIR19A_MIR19B 512 31 2.57e-3
GTGCAAT_MIR25 MIR32_MIR92_MIR363_ MIR367 306 21 4.26e-3
TTGCACT_MIR130A_MIR301_MIR130B 400 25 4.26e-3
AACATTC_MIR4093P 144 13 4.26e-3
TTTGCAG_MIR518A2 210 14 1.66e-2
KEGG

KEGG_LYSOSOME 121 14 1.44e-5
KEGG _TIGHT JUNCTION 131 14 3.54e-5
KEGG_PATHWAYS_IN_CANCER 325 22 7.26e-3
KEGG_ARRHYTHMOGENIC RIGHT VENTRICULAR_CARDIOMYOPATHY_ARVC 73 8 2.02e-2
KEGG_AMINO_SUGAR_AND_NUCLEOTIDE_SUGAR_METABOLISM 44 6 2.23e-2
KEGG_TYPE_Il_ DIABETES MELLITUS 47 6 2.78e-2
Positional gen set

chrXp11 169 17 3.57e-3

Inconclusive ID Molecular Diagnosis gene set

KEGG

KEGG_RENIN_ANGIOTENSIN SYSTEM 17 5 3.32e-2
Positional gen set

chrXp11 169 17 1.07e-4
chrXp22 120 13 5.61e-4
chrXg23 26 6 2.16e-3
chrXq26 62 8 6.03e-3
chrxq21 38 6 1.23e-2
chrXq28 113 10 1.35e-2

263
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chrXp21 28 5 1.67e-2
chrXq24 45 6 1.98e-2
chrXq22 91 8 3.79e-2

Gene Ontology (GO). MicroRNA (MIR). Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQG)



265

MUTREV-D-21-00078R1
Supplementary methodology and supplementary figures:
Systematic review of reviews:
Aiming to systematically assess the reviews about the use of WES in DI do far,
we performed a specific search for reviews. A systematic review in six databases
(PubMed/Medline, Web of Science, Scopus, Science Direct, BIREME, and
PsycINFO) was conducted using the same key terms, but selecting only review
and/or systematic review papers, without limiting by publication date. This
resulted in a total of 300 titles, after excluding replications. Twenty-three articles
were selected by title. After reading the abstracts, only 3 systematic reviews were
included. They are summarized in (Table S1).

Supplementary fiqure:

100- L]
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® cohort
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-
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-

Publication year

Figure S1: Dot plot illustrating the relationship between the diagnostic rate (in
proportions (%)) vs. the year of publication of the study by unit of analysis (N=35).
Diagnostic rate for reanalysis studies were not included. Anal_unit: unit of analysis.
QUADAS-2:

The quality of the studies included in our systematic review was assessed with
QUADAS2, a standard and recommended tool to check the quality of the articles
for diagnostic accuracy and to detect possible risk of biases, which may distort
the overall estimates.

The QUADAS-2 tool is recommended for use in systematic reviews of diagnostic
accuracy by the Agency for Healthcare Research and Quality, Cochrane
Collaboration and the U.K. National Institute for Health and Clinical Excellence
(U.K.) [1].We used it to emphasize how the WES was performed and interpreted
in all studies included in the review.

As suggested by Whiting (2011) [1], the QUADAS-2 scale should be modified, as
its implementation is more appropriate to the reality of the test evaluated. In this
sense, two domains are adapted for risk of bias:

1.- DOMAIN 2: INDEX TEST(S): Were the index test results interpreted without
knowledge of the results of the reference standard? Or, if a threshold was used,
was it pre-specified?
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The master question: Could the conduct or interpretation of the index test
introduce bias? This was answered based on a description of how the WES was
performed and interpreted. The signal questions mentioned above have the same
answer for all cases, with no and yes, respectively.

The WES is a molecular technique that is well standardized in its conduct, and
with a large amount of bioinformatics that help in its interpretation. This was
reflected in the results with high sensitivity and specificity. Even so, it is impossible
to perform it without knowledge of the clinical condition of the individual with ID.
DOMAIN 4: FLOW AND TIMING: Was there an appropriate interval between the
index test(s) and reference standard?

Although the patient's clinical phenotype may vary with the passage of time, it is
important to make a timely clinical diagnosis for DI. So far, there is no established
reference window. In this sense, we were not able to objectively evaluate this
signal question in our study. Additionally, many studies do not even report the
date of the moment of clinical and molecular diagnosis, making it impossible to
establish a temporal relationship between the standard test and the index.
Applicability definition:

About the applicability, evidence from a primary study may have limited
applicability to the review if, compared with the review question, the study was
conducted in a patient group with different demographic or clinical features, the
index test was applied or interpreted differently, or the definition of the target
condition differed [1].

Figure S2 shows the risk of bias and applicability, using QUADAS-2, summarized
results.

REFERENCE STANDARD

INDEX TEST ‘ ‘ OLlow OHigh OUnclear

QUADAS-2 Domain

PATIENT SELECTION ‘ |

0% 20% 40% 60% 80% 100% 80% 100%

Proportion of studies with low, high or unclear Proportion of studies with low, high, or unclear
RISK of BIAS CONCERNS regarding APPLICABILITY

Figure S2: Summary of quality of all 37 studies included in the meta-analysis
according to QUADAS-2 (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies-2)
criteria, with respect to risk of bias (left) and concerns regarding applicability

(right).

Publication Bias:
Publication bias was analyzed and represented by a funnel plot, and funnel plot
symmetry was assessed using Peter’s and Egger's tests.
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Figure S3: The funnel plot (n= 37 studies). The vertical and diagonal dashed
lines represent the overall estimated effect size and its 95% confidence limits,
respectively.

Linear regression test of funnel plot asymmetry: p-value = 0.7758, Peters et al.
(2006) [2] and p-value = 0.3978, Egger et al. (1997) [3]. A p-value below 0.05
suggests a strong probability that the distribution is not random, suggesting
publication bias. Therefore, according to the tests described above, we can
interpret our results as showing no evidence of publication bias.
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Environmental stimulation did not modify intelligence polygenic score effect on 1Q



270

ABSTRACT

Background: Childhood cognitive abilities are a predictor of health outcomes and adult
income potential. Identifying factors associated with childhood intelligence and their
interactions is essential in behavioral research. We assessed the impact of genetic
variants and early child stimulation (ECS) on child intelligence and examined their
possible interaction as potential modifiers of 1Q in a population-based longitudinal study.
Methods: Participants in the 2004 Pelotas Birth Cohort (N = 4231) underwent Intelligent
quotient (IQ) by WISC-IIl assessment at 6 years of age. At 24 and 48-months, mothers
answered five ECS marker questions, whose sum was used to create a score. The
polygenic score for intelligence (IQ-PGS) was constructed from the GWAS-weighted
estimate of cognition. Association was assessed using multiple linear regression models
adjusted for maternal, family, and child confounding variables. Results: In the adjusted
analysis, 1Q-PGS (B = 0.79, 95% confidence interval [95% CI] 0.26;1.31) as well as ECS
(B = 2.34; 95% CI: 1.76;2.92) were associated with 1Q in this sample. However, there
was no interaction between IQ-PGS and ECS on 1Q (pa-res x ecs)=0.46). Conclusions:
ECS did not modify the impact of genetic potential on intellectual development during
childhood, suggesting that genetic factors and ECS exert independent effects on the 1Q

levels of children.

Keywords: intelligence, gene—environment interaction, cognitive stimulation and social

interaction, polygenic score

Abbreviations: ECS: early child stimulation, Whole-exome sequencing; 1Q: intellectual
quotient; PGS: polygenic score; IQ-PGS: polygenic score for intelligence; GWAS:
genome wide association studies; GE: gene—environment; WISC-IIl: Wechsler
Intelligence Scale for Children-Ill; WASI; Wechsler Adult Intelligence Scale; MAB:
Multidimensional Aptitude Battery; SON_R: Snijders-Oomen Non-Verbal Intelligence
Test — Revised; PT: p value threshold; EPDS: "Edinburgh" Postnatal Depression Scale;
DNA: Deoxyribonucleic acid; SNP: single-nucleotide polymorphism.
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1. Introduction

Cognitive abilities, such as intelligence in childhood, which is typically assessed through
intelligence quotient (1Q) testing, serve as a crucial predictor of health status, academic
performance, occupation, and income potential during adulthood (Batty et al., 2007;
Kenyhercz et al., 2022; Schmitt, 2014). Childhood represents a crucial phase in the
progression of 1Q. 1Q increases rapidly in the early years of life due to brain development,
followed by stabilization around 10 years of age (Braaten & Norman, 2006; Deary, 2012).
Thus, a deeper understanding of the relationships between determinants of childhood
intelligence could elucidate modifying factors in this sensitive period when intelligence

has not yet reached stability.

Intelligence is a multifactorial trait whose heritability increases significantly between
childhood (20%) and adulthood (60%) (C. Haworth et al., 2010; C. M. A. Haworth et al.,
2009; Plomin & Deary, 2015; Trzaskowski et al., 2014), indicating a complex relationship
between gene and environment throughout an individual’s life cycle. A potential
explanation of the increase in heritability with increasing age, reinforced by genome wide
association studies (GWAS), would involve the underlying role of gene—environment
(GE) interaction in 1Q (Sauce & Matzel, 2018a). The GE model denotes a conditional
relationship in which the effects of genes on intelligence depend on the environment
(Sauce & Matzel, 2018b). Research supports the theory that environmental factors play
a crucial role in modulating the manifestation of genetic potential and its impact on 1Q
(C. Haworth et al., 2010; Kovas et al., 2007; Plomin & von Stumm, 2018). Some studies
in adults provide support for the interaction between genetic and environmental factors
(Rask-Andersen et al., 2021). However, the determinants and mechanisms involved in

this interaction during childhood remain inadequately explored.

Recent GWASs on IQ have shown that intelligence is a highly polygenic trait, with
contributions from thousands of small effector genetic variants, most notably genes
encoding proteins related to neuronal functions, including synaptic function and
plasticity, cellular interactions, and energy metabolism (Lee et al., 2018; Savage et al.,
2018). Polygenic scores (PGS) constructed from these genomic studies have been
useful to explain a considerable percentage of variation in general intelligence in
populations of European ancestry from high-income countries, mainly in adults, with few
studies in children (Cheesman et al., 2022; Geng et al., 2021a; Loughnan et al., 2020;

Savage et al.,, 2018; Tolli et al., 2022). It is, therefore, crucial to investigate the
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interpretation and applicability of PGS in populations of different backgrounds and in

other age groups (Geng et al., 2021b)

Regarding environmental factors, some recent studies have highlighted a relationship
between a favorable childhood environment and intelligence (Schoentgen et al., 2020).
Although plasticity persists throughout life, early childhood stands out since there is
greater potential for modification by factors external to the individual or environmental
factors (Jansen et al., 2015). For example, parental cognitive stimulation is a strong
predictor of cognitive abilities among children (Brooks-Gunn et al., 2010; Han et al.,
2022; Lawlor et al., 2006). Thus, identifying potentially modifiable factors amenable to
care/stimulation-related interventions during child development remains of interest in
human I1Q research (Engle et al., 2007, 2011; Maulik et al., 2011), continua sendo de

interesse na pesquisa do QI humano.

Considering the postulates of the GE theory, it becomes relevant to understand whether
the genetic traits of intelligence of individuals respond differentially to environmental
exposures throughout life, especially in early childhood. Even countries with very low
inequality and relatively homogeneous socio-cultural environment show an important
relationship between socioeconomic level and schooling on IQ (Sauce & Matzel, 2018b).
Thus, it is possible to assume that GE interaction studies, in middle-income countries
(Wordl Bank, 2023), could represent more suitable models to test the GE relationship,
as they have greater environmental diversity due to greater social and economic

inequality.

In this study, we aimed to investigate the role of genetic and early childhood
environmental factors in the 1Q of children from the 2004 Pelotas Birth Cohort (Brazil).
The specific objectives of the study are to test: (i) the role of genetic factors associated
with intelligence in adults on children's 1Q, using a polygenic index; (ii) the association
between measures of early child stimulation and 1Q at the age of 6; (iii) and the GE

interaction between both factors (early child stimulation) on children's 1Q.

2. Methods
2.1. Participants

This study analyzes data from participants of the 2004 Pelotas Birth Cohort. From
January 1 to December 31, 2004, 4,231 live births were recruited from mothers residing
in the urban area of the municipality of Pelotas, southern Brazil, representing 99.2% of
all births that occurred in the city in that year. Using a structured questionnaire, detailed

information was obtained on demographic, socioeconomic, behavioral, and biological
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characteristics, as well as reproductive history, and health care utilization. Participants
were assessed at birth (perinatal study), 3, 12, 24, and 48 months, and at 6, 11, 15, and
18 years of age. The detailed methodology of the cohort has been previously published
(I. Santos et al., 2014; |. S. Santos et al., 2011).

For this study, information collected in the perinatal study and at 3, 24, and 48 months
and 6 years of age was included, with follow-up rates of 99.2%, 95.7%, 93.5%, 92.0%,
and 90.2%, respectively. Follow-ups at 3, 12, 24, and 48 months were carried out at
home, and the 6-year follow-up was carried out at the Dr. Amilcar Gigante Health
Research Center, a clinic specially designed for the cohort's follow-ups. Children with
severe conditions that may be associated with very low 1Q (e.g., intellectual disability of
genetic, environmental, or multifactorial etiology; N = 31) were excluded from the very
low 1Q (e.g., intellectual disability of genetic, environmental, or multifactorial etiology; N
= 31) were excluded from the study (Karam et al., 2015). For twin births, only one

participant was included in the study.

2.2. Outcome

The Wechsler Intelligence Scale for Children-IIl (WISC-IIl) validated for the Brazilian
population (Wechsler, 2002) was applied by trained psychologists. This scale was
composed of four subtests: two verbal (similarities and arithmetic) and two performance
(building blocks and filling in boxes) tests. A short version of the scale was used due to
time constraints and the large number of assessments. This version was developed by
Kaufman (Kaufman et al., 1996) and showed a correlation above 0.90 with IQ measured
by the full scale. Score conversion tables for the American population were used to
calculate 1Q scores from the subtests, as suggested by Camargo et al. (Camargo-
Figuera et al., 2014). Scoring tables for the Brazilian population (Figueiredo et al., 1998)
were not used since those available were created for wider age groups and an age effect
on child 1Q has been described. For the present study, the original raw continuous form

IQ value was used.

2.3.  DNA sampling, genotyping and imputation

Genomic DNA was extracted from saliva samples collected at 6 years of age, following
the manufacturer's recommendations (Oragene GenotekVR - kit 250). DNA samples
were genotyped using Infinium Global Screening Array v.2 (lllumina). For non-genotyped
genetic variants, imputation was performed with the minimac3 tool, based on the global

population from phase 3 of the 1000 Genomes Project as a reference panel. Applying
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quality controls, imputed and genotyped SNPs were filtered to include only those with (i)
<2% missing genotypes, (ii) imputation quality score (R? > 0.3), and (iii) least frequent
allele frequency (MAF) = 0.01, using PLINK 1.9 (Purcell et al., 2007). Variants deviating
from the Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) (p < 1e-6) were excluded before score
construction. Following quality control (Lam et al., 2020), 11,811,746 genetic markers

were generated.

2.4.  Polygenic Score

From the available genetic variants, a PGS was constructed based on the summary
statistics for recent publicly available GWAS on intelligence (IQ-PGS) (Savage et al.,
2018). This score was generated using GWAS data from a meta-analysis of 14
independent epidemiological cohorts of European ancestry. The sample consisted of
269,867 individuals, mostly adults (Savage et al., 2018). The study identified 242
independent genetic variants associated with outcome (P < 5e-8). The assessed
phenotype was either a quantitative measure of intelligence consisting of a principal
component drawn from multiple tests of different cognitive subdomains (g-factor), or a
composite measure score with multiple subdomain tests included by design (full 1Q
scores from the WISC, Wechsler Adult Intelligence Scale (WAIS) (Wechsler, D., 2008),
Multidimensional Aptitude Battery (MAB)(Jackson, Douglas Northrop, 1998) or Snijders-
Oomen Non-Verbal Intelligence Test - Revised (SON-R) (Tellegen & Laros, 1998); a
measure of fluid intelligence plus verbal and mathematical reasoning items; or the
college entrance exam that has verbal and mathematical reasoning components). The
PGS for each participant was constructed from the sum of the alleles associated with 1Q
(p value threshold -PT- 5e-8) weighted by their effects on each summary statistic, using
the program PRSice 2.0 (Choi & O’Reilly, 2019). The resulting score was subsequently

standardized into z-scores.

2.5. Stimulation score

At the 24- and 48-month follow-up of the cohort, information was collected regarding five
markers of cognitive stimulation and social interaction. Mothers were asked the following
questions: (i) "In the last week, has anyone read or told stories to the child? (yes,
someone has; yes, recording; and yes, both);" (ii) "In the last week, has the child ever
been to the square or the park? (yes/no);" (iii) "In the last week, has the child gone to
other people's houses (yes/no);" (iv) "Does the child have any books or magazines of

his/her own at home? (yes/no);" and (v) Does the child watch television? (yes/no/TV
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always on)." The positive responses were summed to compose a score ranging from 0
to 5 at each follow-up, and the mean value of the score assessed at 24 and 48 months
was considered the exposure in this study, in order to have a temporal, rather than just
a point-in-time, assessment of the children's cognitive stimulation over the first years of

life. Details of the score have been previously published (Matijasevich et al., 2020).
2.6. Covariates

Variables previously associated with 1Q and/or cognitive stimulation scale in our study
population (Barros et al., 2010; Camargo-Figuera et al., 2014; Matijasevich et al., 2020)
were included as covariates in the analyses. Participant characteristics were sex (male
or female), prematurity (gestational age <37 weeks), and mother-reported skin color of
the child (categorized as white, non-white). The mother and family characteristics
assessed at birth were self-reported maternal age, maternal education (0—4 years, 5-8
years, 29 years), parity (including the child in the cohort) (1, 2, 23), maternal smoking
during pregnancy (yes or no), total family income (quintiles adjusted to the minimum
wage of the study population), and the depressive symptomatology score obtained by
the "Edinburgh" Postnatal Depression Scale (EPDS) instrument) (I. S. Santos et al.,
2007) assessed at the 12-month follow-up. In addition to the variable sex and ancestry,
the first 10 genomic principal components, estimated using the program PLINK1.9
(Purcell et al., 2007), were used as covariates for the genetic association analyses to

avoid population stratification bias (Byun et al., 2017).

2.7. Statistical analysis

The association between PGS and 1Q at the age of 6 was tested using crude and
adjusted linear regression models, using sex and the first 10 principal components as
adjustment variables. The predictive power of GWAS-derived PGS was measured by the
incremental R?, the estimated R? difference between the full model (all covariates
including 1Q-PGS) and the null model (not including IQ-PGS) (Lee et al., 2018). The
association between ECS and IQ at the age of 6 was tested using crude and adjusted
linear regression models for the following covariates: mother's age, gestational age, skin
color, smoking during pregnancy, maternal depressive symptomatology, prematurity,

parity, and socioeconomic status in quintiles.

To test the effect of ECS on IQ-PGS on IQ at the age of 6 years, we used crude and
adjusted multiplicative linear regression models. Sex, gestational age, smoking during

pregnancy, maternal depressive symptomatology, prematurity, parity, maternal age,
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maternal education, socioeconomic status in quintiles, and the first 10 principal

components were used as adjustment covariates.

After building the 10 principal components in the program PLINK1.9 and IQ-PGS in the
program PRSice 2.0 (Euesden et al., 2015), the data were imported and analyzed in R
version 4.2.2 — Rstudio (R Core Team, 2022). The statistical package "stats" was used
for standardizing PGS into z-score and for performing all statistical analyses. The results
were expressed as Beta coefficient () of the regression and 95% confidence intervals
(95% CI) and p-value (p). They were considered statistically significant when p < 0.05.
The statistical package "pwr.r.test" was used to determine the statistical power (1 - 3 =
0.8) of the regression model for an effect size of the interaction coefficient 3 value. Power
analysis for interaction models, computed by changing the Pearson correlation = R2,
was performed with the package "InteractionPoweR" (Baranger et al., 2022). The graphs

were created using the packages "sjplot" and "ggplot2.
2.8.  Ethical considerations

All follow-up phases of the 2004 Pelotas Birth Cohort were approved by the Research
Ethics Committee of the School of Medicine of the Federal University of Pelotas. The
genomic studies were also approved by the National Research Ethics Committee
(CONEP). All mothers or guardians of participating children signed an informed consent

form before data collection.

3. Results

3.1.  Sample characteristics

The maternal and individual characteristics of all participants (N = 4,231), as well as the
differences between the group included in the analysis and the original cohort, are
presented in Table 1. A total of 3,513 participants had both IQ data and one of the
exposure variables (IQ-PGS or ECS) and could be included in the analyses. Of the total
sample included in the study, 51.7% were male, 13.4% were born prematurely, and
67.7% were white. Of the mothers of the participants, at the time of delivery, 18.9% were
under 19 years of age and 13.7% were over 35 years of age, 15.0% had less than 4
years of formal education, 33.6% had three children or more, around 27.0% reported
smoking during pregnancy, and 27.4% had EPDS 2 10 at the 12-month follow-up. We
did not obtain significant differences when comparing to the total cohort for any of the
covariates. The mean 1Q score at 6 years of age was 78.5 points (standard deviation -

SD: 15.95). The overall mean stimulation score was 3.5 points (SD=0.9) (Table 1).
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Regarding cognitive stimulation and social interaction, in the week before the interview,
at the 24- and 48-month follow-ups, respectively, 53.3% and 66.8% of the children had
heard children's stories; 41.7% and 54.0% had gone to a square or park; and 89.6% and
88.9% had gone to other people's houses. At 24 and 48 months, respectively, 56.1% and
77.2% of the children had a storybook or magazine at home; and 83.9% and 96.4%

watched TV (data not shown).

3.2.  Association between IQ-PGS, ECS, and I1Q

A total of 3,329 individuals had genetic and 1Q information. Table 2 presents the results
of the association between the tested IQ-PGI and 1Q scores at the age of 6 years for the
crude and adjusted models. After adjustment, each 1 SD increase in the score was
associated with a mean increase of 0.79 1Q points at the age of 6 (95% CI: 0.26; 1.31;
p=0.003). The inclusion of IQ-PGS increases the adjusted R? of the model by 0.23%.

Table 2 also presents the results of the association between the mean early cognitive
stimulation and social interaction score (at 24 and 48 months) and |Q assessed at 6
years of age (N = 3,344). In the crude analysis, on average, one additional point in ECS
score corresponded to a 6.45-point increase in 1Q (p < 0.001). After adjustment for
confounding factors, the measure of association corresponded to an increase of just 2.34
points on average in IQ for each additional point in cognitive stimulation score (95% CI:
1.76; 2.92; p < 0.001).

3.3. Interactions between ECS and QI-PGS on Ql

The results of the interaction model between the cognitive stimulation scale and the 1Q-
PGl are presented in Fig. 1. We observed no statistical interaction between the variables
analyzed in both crude (N = 3,160, B: 0.32; 95% CI: —-0.24; 0.88; p = 0.27) and adjusted
(N = 3,053, B: 0.19; 95% CI: -0.32; 0.7; p = 0.46) models. ECS has an important effect
on 1Q, independent of IQ-PGS values. Our analyses had sufficient statistical power,

above 95%, to detect the observed effect in our sample size.

4. Discussion

In this study we aimed to evaluate the association of genetic and environmental factors,
as well as their interaction, with intelligence in children from a middle-income cohort: We
identified in our study that genetic factors that had previously been associated with

intelligence in European adults and non-Latino children over the age of 9 were also
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associated with 1Q in early childhood. Furthermore, we observed that ECS are important
determinants of intelligence in childhood. However, we did not find important modifying

effects of IQ-PGS and early stimulation on 1Q.

Studies on genetic factors of intelligence have advanced in recent years. Several studies
have shown that polygenic scores are predictive in adults and young adults (Cheesman
et al., 2022; Geng et al., 2021b; Loughnan et al., 2020; Savage et al., 2018; Tdlli et al.,
2022). Geng et al. observed, in 557 healthy adults of German origin, good score
performance for general, verbal, and numerical intelligence. Non-verbal intelligence and
memory showed lower performance (Geng et al., 2021b). Knowledge about the genetics
of IQ in children is still insufficient. Loughnan et al. showed the predictive power of a PGS
for 1Q in children aged 9-11 years (N = 11,875) in the United States, emphasizing greater
predictive power in domains of crystallized intelligence than of fluid intelligence
(Loughnan et al., 2020). In our study, we demonstrated that genetic factors identified in
adults overlap, at least partially, with intelligence behavior during childhood, in agreement
with previous findings (Loughnan et al., 2020). The paucity of research in this area
reinforces the need for further studies in children through longitudinal studies to
understand the genetic mechanisms and heritability gain throughout the life cycle

reported in the literature.

We also found that parental environmental stimulation has an important effect on
children's intelligence. These results agree with previous studies in the same cohort,
which showed that cognitive stimulation and social interaction performed in the first years
of life was associated with child development, as assessed by the Battelle Development
Inventory, at 24 months of age (Barros et al., 2010); and that cognitive stimulation was
associated with reduced risk of attention-related executive function deficits at 11 years
of age (Matijasevich et al., 2020). The findings are also consistent with the literature,
which suggests that children’s understanding develops gradually in the context of social
interaction (Carpendale & Lewis, 2004). There is also an association between poverty
and executive functions, which have been widely claimed to be central features of
intelligence (Miller & Cohen, 2001), so that cognitive stimulation and environmental
enrichment are common mediating variables that may also be moderators and targets
for intervention (Haft & Hoeft, 2017). Thus, cognitive stimulation and social interaction in
early childhood may represent a protective factor for cognitive impairments. Our results
corroborate the importance of promoting social interventions aimed at cognitive

stimulation in more socioculturally vulnerable populations.

Although we found both factors to be relevant for intelligence, we did not find an

interaction between them. Our findings are supported by other results in the literature. A
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recent study assessed whether temperament modifies the association between
polygenic intelligence scores and cognitive test performance in midlife in Finnish adults
(N =1,647) using a PGS based on the same GWAS used in the current study, and found
that temperament was not related to genetic influence on intelligence and that it also did
not modify the association between polygenic intelligence scores and cognitive
performance (Tolli et al., 2022). On the other hand, the GE interaction has been observed
in some studies. A recent study with a sociogenic approach in Norway, which included
more than 23,000 parent-child trios, investigated interactions between PGS for education
and levels of environmental exposure, composed of information from the following
factors: child, parents, school, neighborhood, district, and municipality. The authors
showed that there was interaction between genetic factors and school type (Cheesman
et al., 2022). The absence of interaction in our study could be justified by the fact that
many DNA markers with possible effect on the GE interaction are epistatic or epigenetic
markers, with small detectable main effect, and might being missed in typical GWAS
analyses (Sauce & Matzel, 2018b), and, thus, they were not detected in our study either.
Moreover, physiologically, the effect of the GE interaction may be small early in life but
cumulative over the years, having a higher effect in 1Q in the adult population (jim, 2013).
Thus, the interaction between genetic and environmental factors is still a focus of
discussion in the scientific community, necessitating more studies exploring similar

stimuli in early childhood with large sample sizes.

Among the limitations of the current study, it was not possible to assess specific domains
of 1Q. Additionally, child stimulation was inferred using five stimulus markers and the
attention given to children, but we did not have a detailed assessment of the family
environment and parent-child interactions. Another limitation concerns the transferability
of the polygenic score (Grinde et al., 2019), there is still much discussion about the
interpretation and applicability of PGS in populations of different ethnic backgrounds and
in other age groups (Geng et al., 2021b) and/or its relationship with the environment,
especially in early childhood, when 1Q is not yet stabilized. Considering the higher rate
of ethnic admixture in the Brazilian population compared to the European population, it
is possible that effects of some SNPs relevant for 1Q in the Brazilian population were not
considered in the baseline European GWAS. Thus, one might expect the effect of the
genetic score to be underestimated. However, power calculations indicated that our

analyses had sufficient power to detect small effects.

One of the main strengths of this study is the origin of the population, from a middle-
income country. This is important because a substantial proportion of the population in

these countries is exposed to more adverse contexts when compared to rich countries,
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as well as the variability of environmental scenarios being greater than in rich countries,
and the effect of the genetic variable can be explored in a GE interaction study. Another
important strength of this study is its longitudinal design, which allows for reduced recall
and response bias with respect to children's ECS, as well as adequate adjustment for
covariates collected during the perinatal visit. Additionally, this is one of the few studies
exploring IQ on a population basis employing the most widely recommended intelligence
tests for large-scale application. Another strength was the method of data collection
combined with the use of standardized measures performed by trained field workers,
high follow-up rates, and low proportion of missing data for most variables, resulting in
sufficient statistical power to support our results. This is one of the few studies of genomic
traits in a relatively large number of individuals in a population-based longitudinal cohort,
which allowed us to test statistical models, including adjustment variables to ensure

reduction of confounding effects.

Finally, the results of this study suggest that both genetic factors, as assessed by
polygenic score, and environmental factors, as assessed by early parental behavioral
and cognitive stimulation, play an important role in childhood cognition in a population-
based longitudinal study of a Brazilian sample. Additionally, we observed no evidence
that environmental stimulation modifies the genetic effect on IQ. Additional studies, in
middle-income countries, are desirable to expand the knowledge about the complex

relationship between environmental and genetic factors in intelligence.
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Table 1. Description of the sample and comparison between those included in

the sample and the original cohort, according to maternal

characteristics. 2004 Pelotas Birth Cohort, Brazil

and child

Included (N=3513)

Total-cohort (N=4231)

Variables N % N % p
Child’s sex 0.855*
Female 1698 48.3 2036 48.1
Male 1815 51.6 2195 51.8
Child’s skin color/Race 0.674*
2378 67.7 2726 68.1
White
braziliam
1134 32.2 1272 318
Black
Brazilians;
Other [including
mixed-race
Brazilians and
Asian Brazilians]
Family income at birth (quintiles) 0.955*
1t (poorest) 345 10.0 402 10.5
2nd 522 15.2 578 15.2
3rd 789 23.0 876 23.0
4th 716 20.9 775 20.4
5t (wealthiest) 1052 30.7 1166 30.7
Preterm birth (<37 weeks gestation) 0.156*
Yes 470 13.38 608 14.52
No 3042 86.62 3579 85.48
Maternal schooling (years) 0.806*
> 4 525 15.0 654 15.6
5-8 1451 41.4 1731 413
9 1506 43.2 1801 43.0
Maternal age (years) 0.894*
<19 666 18.9 799 18.9
20-34 2366 67.3 2865 67.7
> 35 480 13.6 563 13.3
Number of pregnancies 0.782*
1 1403 39.9 1665 39.3
2 929 26.4 1110 26.2
>3 1181 33.6 1453 34.3
Smoking during pregnancy 0.645*
Yes 948 26.9 1162 27.4
No 2565 73.0 3067 725
Maternal depression: EPDS =10 (at 12 months) 0.853"
Yes 921 27.3 1059 27.5
No 2441 72.6 2779 724
Early cognitive stimulation score at 24 and 48 months (mean and 0.782**
standard deviation)
3344 3.5(0.89) 3665 3.53(0.9)
Child’s IQ at age 6 (mean and standard deviation) 0.957**
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3513  78.5(15.95) 3519 78.47(15.95)

* p-value referring to Fisher's Exact Test.

** p-value referring to Student's T-test.
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Table 2. Results of the crude and adjusted linear regression models for the
association between genetic (IQ-PGS) and environmental (ECS) exposure
variable and 1Q at the age of 6 years. Pelotas Birth Cohort 2004, Brazil.

Crude Model Adjusted Model
Exposure Variables N Beta 95%IC P N Beta 95%IC P
IQ-PGS* 3329 2.1 1.58-2.65 <0.001 3329 0.79 0.26—1.31 0.003
ECS** 3344 6.45 5.89-7.01 <0.001 3204 234 1.76-2.92 <0.001

*IQ-PGS: polygenic score for intelligence quotient; linear regression model, sex and the first 10 principal components
were included as covariables.

** linear regression model, adjusted for skin color and sex of the child, prematurity, maternal education, Number of
pregnancies, maternal smoking during pregnancy, maternal age, Edinburgh scale at 12 months, and total family income.
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Fig. 1. Schematic representation of the effect of the interaction between ECS
score with IQ-PGS on |1Q at the age of 6 years, adjusting for covariates. Each line
represents the |Q prediction value according to ECS categories. The shading
represents the values of the 95% confidence interval for each row.

Level of
20 estimulation
/ =3
H 2
e
75 / EI 4
T —| 5

|G-predict

70

|
2
[

0
IQ-PGS



295

Artigo 3



296

Sera submetido para: Psychoneuroendocrinology

Novembro 2023

Association between intellectual disability and hair cortisol concentration in
adolescents from a Brazilian population-based birth cohort.

Karen Y. Sanchez-Luquez®', Simone Karam de Menezes®™?, Ina S. Santos®', Aluisio J D

Barros®!, Andrea Gonzalez®®, Joseph Murray*®!, Isabel O. de Oliveira®', Alicia

Matijasevich®*, Ina Santos®! Luciana Tovo-Rodrigues®®!

Post Graduate Program of Epidemiology, Federal University of Pelotas, Pelotas, Brazil

Postgraduate Program in Public Health, Federal University of Rio Grande, Rio Grande, Brazil

Department of Psychiatry & Behavioural Neurosciences, McMaster University, Hamilton, Canada

Human Development and Violence Research Centre (DOVE), Federal University of Pelotas, Pelotas, Brazil
Departamento de Medicina Preventiva, Faculdade de Medicina FMUSP, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, Brasil

®© O O T D

* Correspondence to: Luciana Tovo-Rodrigues, Marechal Deodoro, 1160 - 3rd
floor. Centro, Pelotas, RS, 96020-220300, Brazil. ksanchezluquez@gmail.com

E-mail addresses: ksanchezluquez@gmail.com (K. Sanchez-Luquez),
karam.simone@gmail.com (S. Karam), inasantos.epi@gmail.com (I. Santos),
abarros@equidade.org  (A. Barros), gonzal74@gmail.com (A. Gonzalez),
j.murray@doveresearch.org (J. Murray), isabel.ufpel@gmail.com (I. Oliveira),
alicia.matijasevich@usp.br (A. Matijasevich), inasantos.epi@gmail.com (I. Santos),
luciana.tovo@gmail.com (L. Tovo-Rodrigues).



297

Highlights:

e Intellectual Disability (ID) may involve stress response dysfunction in
adolescence

e Higher hair cortisol concentration (HCC) was observed in ID individuals
compared to neurotypical adolescents

e Alteration in HCC was mainly associated with idiopathic ID etiology

Abstract:

Objective: Children with intellectual disability (ID) usually exhibit neuroendocrine
functioning impairment, such as alterations in the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
neuroendocrine axis, which can result in glucocorticoid cortisol release alterations.
Indeed, many studies observed a positive association between ID and cortisol
concentration. However, the literature lacks studies evaluating the relationship between
child neurodevelopment and cortisol levels during adolescence in population-based
designs. Methods: We aimed to test the association between ID with hair cortisol
concentration (HCC) during adolescence in a prospective population-based cohort. Data
from the 2004 Pelotas Birth Cohort was used. ID was diagnosed at age 6 by clinical
examination, and hair cortisol was measured at age 15. Association was assessed using
linear regression models adjusted for sex, socioeconomic factors, hair related variables
and corticosteroid use Results: 1,770 individuals were included in the study. Higher HCC
were observed in individuals with ID in the adjusted analysis for sex, hair related variables
and corticosteroid use (B:1.120; 95% CI: 1.012, 1.241) and suggesting when
socioeconomic factors were taken into account (B: 1.108; 95% CI: 0.999, 1.230). It was
more evident for idiopathic ID. Conclusion: Our results suggest that children with ID,
mainly with idiopathic ID etiology, might have HPA axis or stress response dysfunction
during adolescence.

Key-words: Cortisol, intellectual disability, hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis
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1. Introduction:

Intellectual disability (ID) is one of the most serious Neurodevelopmental Disorders
(NDDs) (American Psychiatric Association, 2013) that affects up to 3% of the population
worldwide (Maulik ef al., 2011). ID has heterogeneous etiology and clinical presentation
(Lee et al., 2023). It is defined by impairments in general mental abilities and adaptive
behavior beginning before the age of 18 years (Salvador-Carulla et al., 2011). According
to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th edition (DSM-5), ID is
characterized by deficits in generic mental abilities, such as reasoning, problem solving,
planning, abstract thinking, judgment, academic learning, and learning by experience
(American Psychiatric Association, 2013). From a psychometric perspective, an
intelligence quotient (IQ) score of two standard deviations or more below the population

mean is usually characteristic of ID (Salvador-Carulla ef al., 2011).

Children with neurological and/or behavioral disorders are known to have impairment
neuroendocrine responses (Blomqvist et al., 2007; dos Santos ef al., 2012), as an altered
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, which regulates the body's response to stress
through its main effector, the glucocorticoid cortisol (Dedovic and Ngiam, 2015; Stalder
et al., 2017). Indeed, these groups have already been observed to have higher cortisol
concentrations (Hardiman and Bratt, 2016). High cortisol levels may be a cause, a
consequence from, or be correlated with ID. High cortisol concentration is predictive of
developing and maintaining neurodevelopmental disorders such as ID and/or related
endophenotypes in epidemiologic studies, including samples composed by mother-child
dyads (Haselbeck et al., 2017; Osborne et al., 2018), children (Wisbeck et al., 2000; Hessl
et al., 2006; Saridjan ef al., 2014; Andiarena et al., 2017) and adults (Symons et al., 2011;
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Presland et al., 2013; Byiers et al., 2020; Lundqvist et al., 2022). Individuals with ID may
experience unique stressors and have less support for coping (Lunsky and Benson, 2001;
Hastings et al., 2004), this may account for the observed higher cortisol levels.
Nevertheless, individuals with NDDs may have abnormal HPA axis functioning comorbid

with the behavioral phenotype (Hardiman and Bratt, 2016).

As well as the brain development, the HPA system development and stress regulation are
highly impacted by adolescence. Adolescence is characterized by many changes in
neuroendocrine, neurodevelopmental, and behavioral systems, as well as in stress
reactivity and regulation (McCormick and Mathews, 2010; Engel and Gunnar, 2020). It
is also an important period for incidence of mental illness (Kessler et al., 2007), which
has been linked to stress and high cortisol levels (Bird et al., 2020, 2020; Dion-Albert et
al., 2023). For vulnerable groups, such as those with developmental delay and ID (King
et al., 2019), adolescence challenges may be even more difficult. This highlights the
complex relationship between cortisol and ID, as well as the need for more studies

evaluating the relationship between them during adolescence.

The cause of ID is still the focus of intense debate in literature, since its etiological
determination impacts on treatment, genetic counseling, family planning and support, as
well as surveillance and implementation of preventive programs. In studies evaluating
cortisol, it is common to classify ID only as mild, moderate or profound (McGillivray and
McCabe, 2007; Presland et al., 2013), without differentiating it by etiology, or focusing
specifically on individuals with ID of a specific genetic etiology. At least 5 etiologic
groups have been identified in ID, nonbiologic etiology, genetic etiology, idiopathic
etiology, neonatal sequelae etiology, and other disease etiology (Schwartzman and
Lederman, 2017a). Studies covering the entire etiologic spectrum of ID from a
neurodevelopmental perspective to investigate its association with cortisol are scarce in
the literature. Population-based studies can provide a more realistic representation of the

prevalence of each etiologic group (Karam et al., 2015).

Finaly, cortisol levels, as a marker of HPA axis function or stress regulation, have been
associated with ID. The studies conducted to date have reported cortisol concentrations
from saliva or blood samples, which are extremely susceptible to circadian variations of
the hormone. In this context, cumulative measures of cortisol accumulation, such as in

hair (hair cortisol concentration - HCC), could be stable over time and more effective in
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assessing chronic stress (Silva and Enumo, 2014). Another pitfall in the current literature
regards the reduced sample sizes and the limited number of studies focused on
adolescence. Thus, relevant information on the relationship between neurodevelopment,
cognition, and HPA could be provided by population-based studies examining the

association between ID, DI etiology aspects, and hair cortisol.

This study aims to (i) test whether the ID diagnosed in childhood is associated with
increased levels of cortisol and (ii) check whether any specific ID etiology is associated
with HCC in adolescents from the 2004 Pelotas Birth Cohort. We hypothesize that ID is

related to HPA axis dysregulation or stress response leading to high cortisol levels.
2.Methodology
2.1.Participants:

This study analyzes data from participants of the 2004 Pelotas Birth Cohort. From January
Ist to December 31th, 2004, 4,231 live births were recruited from mothers residing in the
urban area of the municipality of Pelotas, southern Brazil, representing 99.2% of all births
that occurred in the city in that year. A structured questionnaire was used to obtain detailed
information on demographic, socioeconomic, behavioral, and biological characteristics,
as well as reproductive history, and health care utilization. Participants were assessed at
birth (perinatal study), 3, 12, 24, and 48 months, and at 6, 11, 15, and 18 years of age,
with follow-up rates of 95.7%, 94,3%, 93.5%, 92.0%, 90.2%, 86,6%, 48.5% and 85,0%,
respectively. The detailed methodology of the cohort has been published elsewhere
(Santos et al., 2014, 2011). From the 6-year follow-up, a nested cohort was established
with the main study of children with suspected ID (see details below).

Besides the information collected during the perinatal, follow-ups at 3, 24 and 48 months
were conducted at home, and follow-ups at 6, 11 and 15 years were conducted at the
Epidemiological Research Center of the Federal University of Pelotas, a clinic
specifically designed to conduct the cohort follow-ups. The 15-year follow-up data
collection was planned to take place from October 2019 to July 2020. Nonetheless, due
to the COVID-19 pandemic, follow-up was suspended in March 2020, when the study
was halfway complete. Participants with valid hair cortisol data assessed at 15 years and

ID diagnosis at age 6 were included in the present study.

2.2. Hair Cortisol
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Hair sample for cortisol quantification was collected by a trained and standardized field
worker following detailed instructions (Martins ef al., 2023). Hair strands were collected
from the vertex of the participant's head, as close to the scalp as possible, identified, and
stored until processing. Washing, grinding, hormone extraction, and cortisol
quantification were performed according to protocol (Claire Buchan et al., 2021), in the
laboratory of the Postgraduate Program in Epidemiology at the Federal University of
Pelotas. The procedures are described in detail elsewhere (Martins et al., 2023). After hair
cortisol extraction, samples were suspended in 150 pl of assay diluent for 24 hours and
then tested in duplicate by ELISA technique using the Salivary Cortisol High Sensitivity
Immunoassay Kit (Cat# 1-3002, Salimetrics, Pennsylvania) according to the
manufacturer's instructions. The ELISA plate reader SpectraMax®190 (Molecular
Devices, U.S) was used for cortisol detection. The intra- and inter-assay coefficients of
variation were <10%. Cortisol concentrations are expressed in pg/mg. Outliers,
corresponded to values 4 standard deviations (SD) away from the HCC mean using raw
data, were eliminated from the analytical sample. Ten values were eliminated. After that,
due to the right-tailed nature of the curve, the cortisol concentration values were
transformed to the natural logarithm of the concentration (In) in order to be included in

the regression models.
2.3.Intellectual Disability (ID)

ID information was obtained from a cohort study nested within the main cohort, based on
follow-up data at 4 years of age, children with global developmental delay and suspected
ID, were re-evaluated at the clinic at 6 years of age and, if applicable, given a diagnosis
of ID. In this sub-study, anamnesis, physical examination, and screening for impairments
in adaptive behavior were they were applied, in addition to laboratory and molecular tests.
From a psychometric point of view, IQ data collected at 4 and 6 years of age by the
Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence (WPPSI) and Wechsler Intelligence
Scale for Children-IIT (WISC-III) scales were used respectively (Wechsler, 1983, 1992).
This subsample is still currently followed-up (Karam et al., 2015, 2016). Of the 214
individuals with suspected ID at 4 years old, 150 were confirmed and categorized
according to etiological group into: non-biological; genetic; idiopathic; neonatal sequelae
and other diseases (Karam et al., 2016). Among those, 86 were eligible for this study
because had valid HCC information. The presence of ID was considered as a

dichotomous variable (yes or no). As a secondary analysis the ID etiological group
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(nonbiological; genetic; idiopathic; neonatal sequelae; and other diseases) were also used

as exposure to assess differences among groups.
2.4.Covariates:

The final model included participant’s sex (male or female), skin color referred by the
mother (categorized as white, non-white), and family income at birth (quintiles adjusted
to the minimum wage of the study population) as socioeconomic potential confounding
variables. At age 15, the covariables included in the study were hair type (straight, wavy,
curly, and kinky), hair color (black, brown, red, and blonde), hair washing frequency at
week (< 3 times, 4-6 times, > 7 times), and corticosteroid use in the past 3 months (yes or
no), due to the high degree of cross-reactivity with dexamethasone reported for

Salimetrics kit used to measure cortisol in our study (Martins et al., 2023).

2.5.Statistical analysis

Normal distribution of continuous variables was assessed using the Kolmogorov-Smirnov
test. Descriptive analyses [means, Standard Deviation (SD), percentages] were used to
report the characteristics of the sample studied. Bivariate analyses were tested by linear

regression models.

Different linear regression models were used to test the association between ID and HCC:
(a) crude model, (b) model 1, wich include sex variable and those associated with HCC
(natural color , hair type and hair washing frequency, and corticoid use in the last 3
months, as adjustment, and (c) model 2, which included model 1 plus socioeconomic

determinants (skin color and family income at birth).

In order to evaluate possible differences in HCC regarding the physiological origin of ID
(Katz and Lazcano-Ponce, 2008), an additional analysis was performed, in which the

etiological groups were used as exposure variable for each model.

The results were expressed as Beta coefficient (3) of the regression, its 95% confidence
interval (95% CI) and p-value (p). To present the results, the coefficients were back-
transformed by exponentiation and interpreted as geometric means because the HCC

variable was In transformed to be included as an outcome in the linear regression as
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suggested in previous studies (Martins et al, 2023). We considered statistically
significant when p <0.05. All data analyses were analyzed in STATA 15 (“Stata/SE,”
2017).

2.6.Ethical

All follow-up assessments of the 2004 Pelotas Birth Cohort were approved by the
Research Ethics

Committee from Medical School of the Federal University of Pelotas. All mothers or
guardians of participating children signed an informed consent form before data

collection.

3.Results:
3.1.Sample Characteristics

A total of 1,770 participants were included in the analyses. Individual characteristics of
the group included in the analysis as well as the total participants (N=4,231) are presented
in Table 1. The median hair cortisol was 3.7 pg/mg (Interquartile ranges- IQR 0.29 to
104.92 pg/mg). After In transformation, the mean HCC was 1.31 In(pg/mg) (SD: 0.45). A
total of 86 individuals with ID were included in the study (Table 1). Among them, 37.2%
(N=32) had nonbiological etiology, 19.7% (N=17) the genetic etiology; 18.6% (N=16)
idiopathic etiology; 15.2% (N=13) neonatal sequelae etiology; and 9.3% (N=8) other

diseases etiology.

The mean age of the participants was 15.7 years (SD=0.2). Of the total sample included
in the study, 51.1% were female, 70.0% were white Brazilians, and 9.2% of the children

belonged to the lowest and 33.4% to the highest income quintile.

Corticoids usage was reported by 11.5% of the participants at age 15. Regarding hair
characteristics, the most frequent hair type was straight (37.1%), followed by wavy
(32%), curly (19.4%), and kinky (11.5%). Regarding hair color, the most frequent was
brown (61.2%), followed by black (32.3%), blonde (5.8%), and lastly, red hair (0.6%).
Washing the hair more than 7 times a week was reported by 52.8% of the adolescents.
There was a slight predominance of girls (51.1 vs 48.9%) in the analyzed group when
compared to the total cohort sample (table 1).

3.2.Determinants of cortisol levels: bivariate analysis
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Table 2 shows the results of the bivariate tests between the covariates and HCC. We found
that girls had an average of 8% less HCC than did boys (B:0.922, 95% CI 0.884;0.961,
p<0.001). Regarding hair characteristics, the wavy (B:0.943, 95%CI 0.897;0.991,
p=0.021) and kinky (B:0.885, 95%CI:0.825; 0.950, p=0.001) hair types showed lower
HCC means (6% and 11%, on average respectively) when compared to the straight type.
Blonde hair color was associated with 13% lower HCC mean (:0.869, 95% CI: 0.792;
0.954, p=0.003), compared to black hair color. Among income quintiles, lower cortisol
levels were present in individuals in the 2nd quintile when compared to the poorest
quintile, a 9% decrease in mean cortisol concentration (:0.912, 95%CI:0.857, 0.970,
p=0.040).

3.3.Association between ID and HCC:

Table 3 presents the association results between ID and HCC for the crude and adjusted
models. In the crude model, we observed a borderline significant association between ID
and HCC (B:1.099, 95% CI: 0.997;1.210, p=0.055). When adjusted for sex, hair
characteristics, and corticosteroid use, the association was evidenced between the
presence of ID and an increase in the mean of 12% in HCC (Modell: B: 1.120, 95% CI:
1.012; 1.241, p = 0.028). However, when the socioeconomic variables were included,
there was a subtle attenuation the regression coefficient, wich had similar magnitude of
association, but with wider confidence interval (Model2: B: 1.108, 95% CI: 0.999; 1.230,
p =0.052).

Regarding specific etiologies, idiopathic ID group showed statistically significant
positive association with HCC in both crude and modell. This represents an average
increase in HCC of 29% (crude model: B: 1.291; 95% CI: 1.036, 1.608; pidiopathic=0.023)
and 28% (model 1: B: 1.280; 95% CI: 1.004, 1.631; pidiopathic=0.046), respectively, when
compared with non-ID individuals. After adjustment for socioeconomic factors, the
magnitude of the effect was similar between models, but the significance was attenuated

(Table 3).
4.Discussion:

The present study evaluated the association of children neurodevelopment and HCC

during adolescence in a Brazilian population-based birth cohort. Our results suggest that
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ID, mainly with idiopathic etiology, might be associated with increased HCC in

adolescence.

HPA axis is an important target in stress and developmental studies (Engel and Gunnar,
2020). Our results suggest a possible association between the presence of ID and higher
HCC for some tested models. Although this association did not remain significant for
every tested models, the magnitude of the effect among the models tested was similar.
The lack of power of our analyses could highly have impacted the results. As reported in
other studies, higher cortisol levels have been associated with ID (Wisbeck et al., 2000;
Hessl et al., 2002, 2002) and/or with the presence of endophenotypes associated with this
condition (Symons et al., 2011; Presland et al., 2013; Byiers et al., 2020; Lundqvist et
al., 2022). Some studies exploring interventions aimed at reducing cortisol levels in ID
patients. A randomized controlled trial evaluated cortisol levels in 34 adults with profound
intellectual multiple disability, a profound ID and physical disabilities with a high level
of multimorbidity, to evaluated the efficacy of activities aimed at offering relaxation,
reducing stress as a strategy to decrease salivar cortisol levels , which was significantly
decreased after the intervention (Lundqvist et al., 2022). Moreover, adults with ID have
shown a significant positive correlation between cortisol and anxiety (Presland et al.,
2013), chronic self-injurious behavior (Symons et al., 2011), and depressive symptoms
(Hamers et al., 2021), suggesting an important role for the HPA axis in ID patients,
consistent with our findings. Another study, multicenter randomized controlled trial
investigating the effect of bright light therapy (BLT) on depressive symptoms in 41 adults
with ID, a decrease in depressive symptoms was seen (Hamers et al., 2020). The
mechanism of functioning is not fully understood, but previous research has shown that
BLT influences cortisol concentrations (Hamers et al., 2021). Our results could open a
new window to explore these interventions, linked to a health-promoting activity, even in

adolescence and enhance improvements in the adult condition.

Previous studies, etiology-related aspects, find that individuals with fragile X syndrome
(FXS) or Rett syndrome (RTT) syndrome have higher cortisol levels compared to controls
(Wisbeck et al., 2000; Hessl et al., 2002; Byiers et al., 2020). Other studies, focus on HPA
axis activity specifically in genetic ID, such as FXS, the most commonly known cause of
inherited intellectual disability, or RTT, a severe neurodevelopmental disorder resulting
from mutations in the MECP2 gene. Evaluating diurnal cortisol measurements, Wisbeck

et al. found that 7 women and 8 men (aged 6 to 25 years) with FXS syndrome had higher
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cortisol levels compared to a normative sample (Wisbeck et al., 2000). Hessl et al.
conducted a larger study of 39 women and 70 men with FXS syndrome (aged 6-17 years)
and found higher cortisol levels in them compared to siblings without FXS syndrome (58
women, 51 men; aged 6-17 years) (Hessl et al., 2006). In another study, 30 women with
RTT were found to have aberrant HPA axis function and suggest that this risk could be
mediated by the type of mutation present (Byiers et al., 2020), which demonstrates the
etiological complexity of ID and the importance of elucidating the effect of cortisol on
ID condition. Our results, found no significant association between HCC and genetic ID,
considering that our genetic etiologic group, includes individuals who have various types
of genetic disorders (Karam et al., 2015). Therefore, it was not possible to assess the
association within the group and differentiate by different genetic causes due to the
sample size of the group. In our study, when etiological groups were considered, we
observed that there was a positive association between increased cortisol concentration in
the group whose etiology was classified as idiopathic. In individuals with idiopathic 1D,
the cause may not be apparent or characterized (Karam et al., 2016; Schwartzman and
Lederman, 2017b). These children present syndromic features, such as dysmorphisms and
abnormal behavior, with normal laboratory tests and inconclusive clinical evaluation.
Given these results, new perspectives on the pathophysiology of this clinical form of ID,
could be explored, including HPA axis dysregulation as a possible therapeutic or

intervention factor.

We examined the associations between hair cortisol and covariates previously reported in
the literature as possible confounders. This has been rarely done in other studies. Sex,
income, hair type, and hair color were found to be associated with HCC. Consistent with
the literature, we observed male sex associated with increased HCC (Stalder et al., 2017;
Li et al., 2023; Martins et al., 2023). Our results suggest that lower income, indicating
greater social vulnerability, is associated with higher chronic stress, as previously reported
(Brown et al., 2019; Bates et al., 2021). Regarding the influence of hair characteristics on
cortisol measurements, our results suggest that hair type and color may be important and
should be considered in future studies. Rippe, et al. found a significant positive
association between HCC and darker hair color (Rippe ef al., 2016), which is consistent
with our findings. However, previous studies have not found an association between such

characteristics (Milam et al., 2014; Martins et al., 2023).
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The results should be interpreted in the context of some limitations. Due to COVID-19
pandemic, the follow-up rate in the cohort was particularly low, in contrast to previous
ones. This generated a small sample of cases, this may have affected the statistical power
to detect small effect associations and increased the imprecision of confidence interval of
the association with ID in the adjusted models. Even though HCC could be considered a
potential measure of chronic stress (Milam et al., 2014), the assessed hair cortisol reflects
the bioaccumulation of the three months previous the collection. Therefore, we cannot

conclude that the observed stress levels are the same over time.

To our knowledge, this is the first population-based study evaluating HCC in adolescents
with a relatively large sample size. Obtaining cortisol from hair allows access to long-
term accumulated cortisol in a single collection, reducing the error rate in sample
processing in the laboratory and allowing a higher degree of comparability among
individuals included in the study (Silva and Enumo, 2014). Furthermore, in addition to
being a quantitative measure, hair cortisol allows for the assessment of stress in
individuals with more severe ID, as self-report of perceived stress would not be possible
in these individuals. We examined the associations between hair cortisol and several
possible characteristics as confounders. The group of participants with ID was
successively evaluated and a thorough investigation was carried out, allowing the
identification of different etiological groups, which represents a great opportunity to
evaluate the possible relationship between cognitive impairments and cortisol levels, as

well as their possible relationship with the pathophysiology of this condition.
5. Conclusions:

Our findings suggest that individuals with ID might have higher HCC, suggesting an
disfunction in HPA axis functionality or stress response. Amongst etiological groups,
high cortisol concentration was associated with the idiopathic cause of ID. Therefore,
mechanisms during development must influence the HPA axis and the stress response.
Further population-based studies during adolescence are recommended to confirm our

findings.
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Table 1: Description of the included participants at age 15 years (n=1,770) according to
maternal, participants and familiar variables and comparison with original cohort,

according to the same characteristics. 2004 Pelotas Birth Cohort, Brazil.

Included Total cohort

Variables Categories (N=1,770) (N=4,231) p
Participant’s sex (%) Male 866 (48.9) 2195 (51.9) 0.039

Female 904 (51.1) 2036 (48.1)
Participant’s skin color (%) White Brazilian 1239 (70.0) 2726 (68.2) 0.175

Non-white

Brazilians* 531 (30.0) 1272 (31.8)
Family income at birth (quintiles) (%) 1¥ poorest 162 (9.2) 402 (10.6)  0.078

2nd 254 (14.4) 578 (15.2)

3 377(21.3) 876 (23.1)

4th 385 (21.8) 775(20.4)

5" wealthiest 590 (33.4) 1166(30.7)
Presence of intellectual disability (%) 86 (4.86) 150 (3.95) 0.116

HCC (pg/mg) at age 15 (median and
IQR

3.7 (0.29- 104.92)

Hair type (%) Straight 654 (37.1) -
Wavy 565 (32.0) -
Curly 342 (19.4) -
Kinky 203 (11.5) -

Natural hair color (%) Black 570 (32.3) - -
Brown 1080 (61.2) -
Blonde 103 (5.8) -
Red 11 (0.6) -

Hair washing frequency (%) < 3 times 395 (22.4) - -
4-6 times 438 (24.8) -
> 7 times 931 (52.8) -

Any corticosteroid use (last 3 months)

atage 15 (%) Yes 190 (11.5) - -
No 1465 (88.5) -

* Non-white Brazilians, black and other, including mixed-race Brazilians and Asian

Brazilians.
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Table 2: Bivariate association between covariables included in the study and the HCC
In(pg/mg) at age 15 years using linear regression. 2004 Pelotas Birth Cohort Study, Brazil.

Variables (N) Categories Exp(Beta) 95% CI p
Participant’s sex (N=1770) Male Ref.
Female 0.922 0.884-0.961 <0.001
Participant’s skin color (N=1770) White Brazilian Ref.
Non-white 0.258
Brazilians* 0.974 0.930-1.019
Family income at birth (quintiles) (N=1768) 1% poorest Ref.
2ond 0.912 0.857-0.970  0.040
3rd 1.015 0.958-1.076  0.707
4th 0.935 0.883-0.991  0.109
5™ wealthiest 1.000 0.947-1.056  0.991
Hair type (N=1764) Straight Ref.
Wavy 0.943 0.897-0.991  0.021
Curly 0.949 0.896-1.006  0.081
Kinky 0.885 0.825-0.950  0.001
Natural hair color (N=1764) Black Ref.
Brown 0.956 0.913-0.999  0.050
Blonde 0.869 0.792-0.954  0.003
Red 0.982 0.752-1.281  0.891
Hair washing frequency (N=1764) < 3 times Ref.
4-6 times 1.014 0.954-1.077  0.662
> 7 times 1.041 0.988-1.097  0.135
Any corticosteroid use (last 3 months) at age 15
(N=1655) Yes Ref.
No 1.020 0.954-1.091  0.561

* Non-white Brazilians, black and other, including mixed-race Brazilians and Asian

Brazilians.



Table 3: Results of linear regression models testing the association of ID,

HCC In(pg/mg) at age 15. 2004 Pelotas Birth Cohort Study, Brazil.
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and ID etiology, with

Model 1 Model 2
Association . (N=1649) (N=1647)
tested Exposure variable Crude (N=1770) p Beta p Beta p
[195%CI] [195%CI]
ID vs HCC Neurotypical individuals Ref. Ref. Ref.
Presence of ID 1.099 [0.997,1.210] 0.055 1.120[1.012,1.241] 0.028 1.108[0.999, 1.230]  0.052
g) Ceélology Vs Neurotypical individuals Ref. Ref. Ref.
ID with genetic etiology 1.093 [0.883,1.353] 0411 1.162[0.920,1.468] 0.207 1.163[0.921,1.469] 0.204
ID with idiopathic etiology 1.291[1.036, 1.608] 0.023 1.280[1.004,1.631] 0.046 1.183[0.918,1.524] 0.193
gt)iovlv(:g;neonatal sequelae 1.001[0.784,1.277]  0.991 0.975[0.758,1.254] 0.845 0.979[0.761,1.259] 0.872
ID with other diseases 1.222[0.896, 1.666]  0.204 1.206[0.885,1.643]  0.234 1.210[0.885, 1.648]  0.226
ID with non-biological etiology ~ 1.028 [0.879,1.202]  0.724 1.077[0.915,1.267] 0369 1.083[0.919,1.277] 0.338

Model 1: Crude model + sex, natural hair color, hair type, hair washing frequency, any corticosteroid use (last 3 months).

Model 2: Model 1 + skin color, income at birth.
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V. COMUNICADO A IMPRENSA
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Pesquisa avalia efeito de genética, estimulagao infantil e estresse sobre Ql e deficiéncia
intelectual em criancgas e adolescentes

Fatores biolégicos -como os genes-, e ambientais -como a estimulagéo e o estresse-, contribuem
desde o inicio da vida para guiar o desenvolvimento do individuo. A deficiéncia intelectual (DI) € um
disturbio grave do desenvolvimento do cérebro que apresenta um desafio significativo para a saude
publica. Para aprimorar a prevengéao, o diagnéstico oportuno e melhorar a qualidade de vida destes
individuos, se requere um melhor entendimento de suas causas e possiveis fatores de risco.
Pesquisadores do Programa de Pds-graduacdo em Epidemiologia da Universidade Federal de
Pelotas realizaram um estudo abrangente, abordando a influéncia de aspectos genéticos, estimulos
precoces e exposi¢cao ao estresse crbénico sobre a Dl e a inteligéncia de criangas e adolescentes,
acompanhados desde o nascimento em 2004, na cidade de Pelotas, no Sul do Brasil.

A pesquisa envolveu dois artigos principais e uma revisao sistematica, desenvolvidos em tese de
doutorado da académica Karen Sanchez-Luquez, sob a orientagao das docentes Luciana Tovo-
Rodrigues e Simone Karam.

Um dos artigos avaliou o impacto de fatores genéticos e ambientais (estimulagao cognitiva e social
da crianga) sobre a inteligéncia infantil, além de examinar a interacdo entre esses fatores como
potenciais modificadores do Quociente de Inteligéncia (Ql). Os resultados mostraram que tanto os
estimulos precoces quanto o perfil genético tém influéncia positiva sobre o Ql, no entanto, ndo
houve interacao entre os fatores genéticos e ambientais na inteligéncia. Esses achados sugerem
que os estimulos precoces ndo modificam de forma significativa o impacto do potencial genético no
desenvolvimento intelectual durante a infancia, porém estes fatores exercem efeitos independentes
sobre os niveis de QI das criangas.

“As descobertas oferecem evidencias que contribuem para uma melhor compreensao sobre a
influéncia da genética e do ambiente na inteligéncia das criangas, destacando a importancia de
agdes direcionadas a estimulagao cognitiva e social de criangas em populagdes socioculturalmente
vulneraveis”, diz a autora.

Em um segundo artigo, os pesquisadores analisaram a possivel relagdo entre estresse crénico em
jovens com deficiéncia intelectual em comparagdo com jovens sem a condigdo. Os resultados
sugerem que adolescentes com deficiéncia intelectual apresentaram concentragdes mais elevadas
do horménio do estresse (cortisol) depositado no cabelo. Entretanto, a autora ressalta que o estudio
precisaria de mais participantes, para ter uma evidéncia mais conclusiva. Os achados representam
um avango na compreensado dos mecanismos subjacentes a relagdo entre a deficiéncia intelectual
e 0 estresse, abrindo novas perspectivas para possiveis intervengdes terapéuticas.

“Nosso estudo aponta para a necessidade de avaliar intervencdes direcionadas a reducido dos
niveis de cortisol nos adolescentes com deficiéncia intelectual. Pesquisas anteriores mostraram que
atividades de relaxamento e reducéo do estresse podem diminuir os niveis de cortisol em adultos
com deficiéncia intelectual, contribuindo para o bem-estar dessa populacédo”, comenta Sanchez.

Para complementar a condugdo desses estudos, os autores realizaram uma ampla revisao
sistematica de dados disponiveis na literatura cientifica, analisando a propor¢do de casos de
deficiéncia intelectual causados por alteragées genéticas. Ao final, o grupo apontou perfis genéticos
que estdo consolidados como causadores de deficiéncia intelectual e identificou alguns que
requerem mais estudos para confirmar essa relagao de causa, fornecendo subsidios valiosos para
aperfeicoar estratégias de diagnostico. Além disso, foram destacadas vias genético-biolégicas
promissoras, que apontam para futuras investigacdes sobre as origens da deficiéncia intelectual.

Os achados dessa pesquisa apresentam relevancia significativa para a saude publica, pois foram
baseados em dados robustos obtidos de uma coorte populacional brasileira, considerando tanto os
aspectos genéticos quanto os comportamentais de forma rigorosamente cientifica. Essas
informagdes, muitas vezes negligenciadas na literatura, contribuem para um melhor entendimento
dos mecanismos subjacentes a inteligéncia e/ou deficiéncia intelectual no inicio da vida.



ANEXO A:

Abstracts

A high value is characterized by: composure, energy, ten-
sian, frustration. To our surprise, in this case, carriers of the
TT™ genotype had, on average, lower values of the factor
(5.3 +/- 0.3) compared to carriers of the "CC" +°CT" geno-
types (6.1 +/- 0.2). Polymorphic variant rs1031381 earlier
GWAS showed an association with neuropsychological tests
[Seshadri 5. et al. 2007].

MCAPD3 is 1 of 3 non-SMC subunits that define condensin
Il (Ono et al., 2003 [PubMed 14532007]). Condensin com-
plexes | and 1l play essential roles in mitotic chromosome
assembly and segregation. Both condensins contain 2 invari-
ant structural maintenance of chromosome (SMC) subunits,
SMCZ (MIM 605576) and SMC4 (MIM 605575), but they contain
different sets of non-SMC subunits.

Conclusion. Thus, in the present study, the association of
the MCAPD3 gene with psychological tests was confirmed,
Controversial results were obtained for the “TT" genotype.
On average, carriers of “TT" genotype are more daring and,
at the same time, more sluggish, apathetic and relaxed
compared to carriers of other genotypes.

The reported study was funded by RFBR, project number
20-015-00397.

Disclosure: MNothing to disclose.
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EXOME SEQUENCING STUDY FOR IDENTIFICATION OF
DE NOVO MUTATIONS OF IDIOPATHIC INTELLECTUAL
DISABILITY IN CHILDREN FROM THE 2004 PELOTAS
(BRAZIL) BIRTH COHORT

Karen Sanchez-Luguez ', Simone Menezes Karam?,
Alicia Matijasevich ', Ina da Silva dos Santos ',
Aluisio J D Barros ', Luciana Tovo-Rodriguez '

" Universidade Federal de Pelotas: ®Universidade Federal
do Rio Grande; * School of Medicine, University of Sdo Paulo

Background: Intellectual Disability (ID) affects 2-3% of pop-
ulation worldwide (1). Whole exome sequencing (WES) has
been considered a successful strategy for ID genetic studies,
providing a growing list of both candidate and validated 1D
genes (2). The majority of the studies in literature used clin-
ical samples. Very few studies using population-based sam-
ples has been conducted, a design that can provide more
realistic 1D prevalence estimates. Additionally, few studies
have been performed in middle-income countries. In south-
ern Brazil, in the 2004 Pelotas Birth Cohort study, whose par-
ticipants have been followed eight times since birth (3), 1D
prevalence was 4.5%. A total of 12,6% were classified as idio-
pathic (4). These individuals were chosen for evaluation by
WES. In this study we aim to clarify 1D etiology, performing
WES in individuals with idiopathic ID from the 2004 Pelotas
Birth Cohort study to identify de novo variants (DMVs).

Methods: WES was performed on 13 ID patients (8 boys)
and their parents, in a trio design, when participants were
15 years of age. A score below 70 at WPPSI and WISC-1I
(5,6) intelligence scales at 4 and 7 years of age was con-
sidered inclusion criteria to select individuals to genetic

study, including clinical, cytogenetics and melecular diagno-
sis of the cohort members. Individuals who persist without
diagnosis were selected for exome analysis. Genomic DMA
was obtained from participants’ blood and saliva samples.
WES was performed using the Twist Human Core Exome kit
{Twist bioscience) on an lllumina sequencer (Illumina, Inc. ).
Alignment/mutation detection {based on GRCh37) was done
by customn bioinformatics processes (germ algorithm v3.5).
Pathogenicity of the variants was classified according to
American College of Medical Genetics (ACMG) protocol (7).
Results: Our analysis revealed no pathogenic or probably
pathogenic variants that could explain the clinical findings
observed in 13 participants. One proband (7,7% of the ado-
lescents) presented a variant of uncertain significance (VUS)
in heterozygosis. The variant NM_003688.3: c.2410G>A;
p.(Gly8045er) was identified in the exon 23 of the CAl-
cium/calmodulin dependent Serine Protein Kinase (CASK)
gene (Xp11.4). This mutation (db5MP: rs1064796884) results
in a non-conservative amine acid substitution. Clinical find-
ings included microcephaly, intellectual disability, anxiety
and depression as documented in this cohort member. Mi-
crocephaly and mild intellectual disability were reported
in family history also. Preliminary karyotype and CGH-array
were normal.

Discussion: This study is one of the few population-based
cohort studies from low and middle income countries,
Only one individual had a compatible response from clas-
sic clinical characteristics. The prevalence of positive ge-
netic results observed is in agreement with those found
in population-based studies(8). The CASK gene was already
linked to FG Syndrome, 4 [FG54, OMIM:300422] and Intellec-
tual disability and microcephaly with pontine and cerebel-
lar hypoplasia [OMIM: 300749]. It is possible that the remain-
ing individuals have mutations in regulatory regions and we
were not able to assess(9). Data obtained from these pa-
tients may be reanalyzed in the future, and they may be
eligible for whole genome sequencingi10).

Disclosure: Mothing to disclose.

doi: 10,1016/ ). eurcneurn. 2021.08.050
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THE COMPLETE 1Q PROFILE OVER THE LIFESPAN
IN INDIVIDUALS WITH 22Q11DS AND ASSOCIATIONS
WITH COMMON GENETIC VARIATION FOR I1Q AND
SCHIZOPHRENIA

Ania Fiksinski ', Rielle Wierenga®, The International Brain
and Behavior Consortium on 22q11D5°, Jacob Vorstman ¥,
Therese van Amelsvoort’

TMHeNS, Maastricht University; * Haspital for Sick Children
Toronto; *Wilhelmina Children’s Hospital and University
Medical Center Utrecht, Brain Center; *22q-1BBC

Background: The 22q11.2 deletion is the most common
microdeletion and is associated with a -~25% risk for
schizophrenia and a ~45% risk for intellectual disability.
The 22q11.2 deletion syndrome (22q11D3) is thus incom-
pletely penetrant for these phenotypes, and provides a
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