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Resumo

Os transtornos do espectro autista (TEA) sdo condigdes neuropsiquidtricas
caracterizadas por padrdes comportamentais estereotipados, auséncia ou limitagdo de
comunicagdo verbal e de interagdo social reciproca. Diversos estudos t€ém mostrado
que esses transtornos possuem etiologia genética complexa e heterogénea, o que
dificulta a identificacdo dos fatores causais. Estima-se que cerca de 70% dos casos de
TEA sao idiopaticos. Portanto, com o objetivo de identificar mecanismos etiologicos
associados aos TEA, utilizamos as seguintes estratégias: customizacdo de uma lamina
de microarray CGH que possibilite a detec¢ao ndo s6 de grandes CNVs, mas também
de alteracdes menores do que 10 kbp, em exons e regides UTR de genes
potencialmente candidatos; a comparagdo entre os tipos de rearranjos detectados em
pacientes sindrémicos € em ndo sindromicos e, ainda, a investigacdo mais detalhada
de uma familia com individuos portadores de transtorno autista e sindrome de
Asperger. Foram avaliados 103 portadores de TEA ndo sindromicos e 18 sindromicos,
sendo as taxas de deteccdo de alteragdes potencialmente patogénicas,
respectivamente, de 11,6% e 38,9%. Dentre as alteracdes detectadas 44,4% sdo
menores do que 10 Kbp. Portanto, a estratégia de usar uma lamina customizada, com
alta densidade de sondas complementares aos exons e regides ndo codificantes de
genes potencialmente envolvidos na etiologia dos TEA, capaz de detectar tanto
alteracdes grandes quanto pequenas, parece ser relevante na tentativa de elucidar o
maior numero de casos possiveis e melhor compreender esses transtornos. Além
disso, essa lamina também pode ser utilizada como uma ferramenta para auxiliar o
diagnostico clinico e o aconselhamento genético com um custo mais acessivel em
comparagdo a outras comerciais ou ao sequenciamento de ultima geragdo. Cerca de
33,3% das CNVs observadas afetam regido UTR, sugerindo que mutacdes nessas
regides podem explicar uma proporcao significativa dos casos nos quais ndo sao
detectadas alteracdes através de outros testes gendmicos, visto que a maioria desses
ainda ndo exploram adequadamente regides ndo codificantes. Entre os pacientes
autistas ndo sindromicos verificou-se que a maioria dos genes afetados por CNVs
estdo envolvidos em duas principais fungdes biologicas - sinapses glutamatérgicas e
orientacdo axonal, sugerindo que TEA ndo sindromico pode ser causado por

disfuncdo em genes diferentes envolvidos em processos fisioldgicos comuns.



Diferente do que observamos entre pacientes nao sindromicos, detectamos mais de
uma alteragdo em um mesmo individuo ou altera¢des que englobam mais de um gene
entre os pacientes sindromicos, refor¢ando o modelo oligogénico para alguns casos de
TEA. Por fim, os dados obtidos no estudo da familia com portadores de sindrome de
Asperger e transtorno autista sugere que a gravidade do quadro clinico possa estar
relacionada ao numero de mutagdes e possivelmente por duas mutagdes diferentes em
ambos os alelos de um mesmo gene. Nossos resultados, além de apoiar o
envolvimento dos genes MDGA2, FHIT, HTR2A, SHANK2, GRIA3, ZNF778,
PRKCa, CDHI5, DIAPH3, GCHI, GRMS5, MARK1, SLC1746, IMMP2L, BZRAPI,
SYNGAPI, ANK3, MAP1A, GABRR2 e LAMC3 nos TEA também sugere novos genes
candidatos: LRRC7, LRRIQ3, CADPSI, NUFIP, SEMA3A, SNAP29, MBD2, GAD2,
DGKH e PARD3.



Abstract

The autism spectrum disorders (ASD) are neuropsychiatric conditions typically
characterized by social deficits, communication difficulties, stereotyped or repetitive
behaviors and interests. Several studies have shown that these disorders have a
complex and heterogeneous genetic etiology, which makes difficult to identify the
causal factors. Approximately 70% of cases are idiopathic. In order to identify
etiological mechanisms associated with ASD, we have used the following strategies:
customized a microarray CGH platform that allows detection not only of large CNVs,
but also alterations smaller than 10 kbp in exons and UTR regions of potential
candidate genes, the comparison between the types of rearrangements detected in
syndromic and non-syndromic patients and further, more detailed investigation of a
family segregating both autistic disorder and Asperger syndrome. We evaluated 103
nonsyndromic and 18 syndromic patients by the custom-designed array and the
detection rate of possibly pathogenic alterations were, respectively, 11.6% and 38.9%.
Among these CNVs, 44.4% are smaller than 10 kbp. Therefore, the strategy of using a
custom-designed array, enriched with probes targeted to genes potentially involved in
the ASD etiology and able to detect both large and small CNVs, seems to be relevant
in an attempt to elucidate the largest number of cases and to better understand these
disorders. Furthermore, this platform can also be used as a tool to support the clinical
diagnosis and genetic counseling with a more affordable cost compared to
conventional other or next-generation sequencing. Approximately 33.3% of the
observed CNVs affect UTR region, suggesting that mutations in non-coding regions
might explain a significant proportion of ASD cases negative for most genomic
screenings, which still do not explore adequately these regions. Among nonsyndromic
autistic patients we found that most of the genes affected by CNVs are involved in
two main biological functions — glutamatergic synapses and axonal guidance,
suggesting that nonsyndromic ASD can be caused by dysfunction in different genes
of a few common physiological processes. In contrast to our findings in
nonsyndromic patients, we detected more than one alteration in a single individual or
alterations that involve more than one gene among the syndromic patients, reinforcing
the oligogenic model for some cases of ASD. Finally, the data obtained in the study of

the family segregating both Asperger syndrome and autistic disorder suggests that the



severity of ASD seems to be modulated by the number of hits and possibly by hits in
both alleles of the same gene. Our results support the involvement of genes MDGA2,
FHIT, HTR2A, SHANK?2, GRIA3, ZNF778, PRKCa, CDHI5, DIAPH3, GCHI,
GRMS5, MARKI, SLC17A46, IMMP2L, BZRAPI, SYNGAPI, ANK3, MAPIA, GABRR?
and LAMC3 in ASD etiology and also suggests new candidates: LRRC7, LRRIQ3,
CADPSI, NUFIP, SEMA3A4, SNAP29, MBD2, GAD2, DGKH and PARD?3.



Tese Doutorado

Capitulo 1 — Introducgdo geral, justificativa e Estudo de genes candidatos
0 bjetivo S aos transtornos do espectro
autista

1_1 Caracteristicas Clinicas, Prevaléncia dos TEA e Aspectos Genéticos

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais — DSM-IV —
os Transtornos Globais do Desenvolvimento (TGD) compreendem: transtorno autista, transtorno
desintegrativo da infancia, sindrome de Asperger, transtorno global do desenvolvimento sem
outra especificacdo (Pervasive Developmental Disorders Not Otherwise Specified — PDD-NOS) e

a sindrome de Rett.

O transtorno autista se caracteriza por comprometimento do uso de multiplos
comportamentos ndo-verbais como por exemplo: contato visual direto, expressao facial, postura e
linguagem corporal. Pode haver fracasso em desenvolver relacionamentos com seus pares € esse
fracasso assume diferentes formas em diferentes idades. Os individuos mais jovens podem
demonstrar pouco ou nenhum interesse em estabelecer amizades; os mais velhos podem ter
interesse por amizades, mas ndo compreendem as convengdes da intera¢do social. Pode ocorrer
uma auséncia da busca espontanea pelo prazer compartilhado, interesses ou realizagdes com

outras pessoas e falta de reciprocidade social ou emocional (DSM-1V).

Pode ocorrer atraso ou auséncia total de desenvolvimento da linguagem falada. Em
individuos que desenvolvem a fala, pode existir um acentuado comprometimento da capacidade
de iniciar ou manter uma conversagdo, uso estereotipado e repetitivo da linguagem ou uma
linguagem idiossincratica (linguagem que s6 pode ser entendida claramente por pessoas
familiarizadas com o estilo de comunicagdo do individuo). H4 um prejuizo acentuado no uso
pragmatico da linguagem evidenciado pela incapacidade de integrar palavras e gestos ou
compreender os aspectos figurado da fala, tais como a ironia, duplo sentindo € o humor (DSM-

V).
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Quanto ao comportamento repetitivo, criancas com transtorno autista geralmente
apresentam: preocupacdo com um ou mais padrdes estereotipados e restritos de interesse,
anormais em intensidade ou foco como, por exemplo, decorar nimero de telefones, datas,
prefixos, estacdes de radio, saber o nome de todas as espécies de dinossauros, saber itinerarios de
onibus e trens, entre outros; adesdo aparentemente inflexivel a rotinas ou rituais especificos e nao
funcionais, por exemplo, percorrer exatamente o mesmo caminho para a escola todos os dias,
enfileirar um numero exato de brinquedos da mesma maneira repetidas vezes ou imitar a agao de
um personagem de desenho inimeras vezes, apresentar uma reagdo extremamente negativa a uma
mudanga minima ocorrida no ambiente, tal como a mudanca de uma cortina ou a mudanga na
posi¢do de um moével; maneirismos motores estereotipados e repetitivos (bater palmas, estalar os
dedos, balangar-se); ou uma preocupacdo persistente com partes de objetos (rodinha dos

carrinhos) (DSM-IV).

Outras condi¢des médicas, tais como: anomalias no sono e alimentagdo, hiperatividade,
ansiedade, impulsividade, comportamento hétero e auto agressivo, aumento do perimetro
cefalico, respostas incomuns a estimulos sensoriais, epilepsia, hipotonia e disturbios
gastrointestinais, podem também estar presentes (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2000).

Se a crianga apresentar um periodo de pelo menos dois anos de desenvolvimento normal,
refletido pela presenca de comunicagdo verbal e ndo-verbal, relacionamentos sociais, jogos e
comportamento adaptativo proprios da idade, seguido de regressao, ou seja, perda de habilidades
j& adquiridas, o diagnostico adequado, segundo o DSM-IV, ¢ de transtorno desintegrativo da

infancia. Essa condicdo geralmente esta associada a grave retardo mental.

A Sindrome de Asperger difere do transtorno autista devido a auséncia de atraso na
comunicagdo verbal e de prejuizo significativo de desenvolvimento cognitivo. Ja portadores de
PDD-NOS sao chamados de “autistas atipicos” porque a manifestacdo clinica desses pacientes
ndo satisfaz por completo os critérios para o diagndstico de transtorno autista (VEENSTRA-

VANDERWEELE; COOK, 2004).

A sindrome de Rett ¢ geralmente causada por mutagdes de novo no gene MeCP2,

localizado na regido Xq28 e o padrdo de heranca dessa condi¢do ¢ dominante ligado ao X. Estas
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mutacdes sdo geralmente letais em homens, o que explica o aparecimento quase exclusivo da
sindrome no sexo feminino. A maioria das pacientes sdo aparentemente saudaveis ao nascimento
e se desenvolvem normalmente até os 6-18 meses de vida, quando entdo ocorre um periodo de
estagnacdo do desenvolvimento, seguido de rapida regressdo da linguagem e controle motor. A
caracteristica mais marcante da sindrome ¢ a perda de controle de movimentos voluntarios das
maos e a sua substituicdo por movimentos automaticos repetitivos e estereotipados. Episddios de
gritos e choro incontrolavel sdo comuns no final do segundo ano de vida. Caracteristicas
adicionais incluem ataques de panico, bruxismo, apnéia e ou hiperpnéia episodicas, ataxia da
marcha e apraxia, tremores, convulsdes (50% dos casos) e microcefalia adquirida (PENA, 2005).
Durante os anos pré escolares, as criancas com Rett podem exibir dificuldades na interagdo social

similares as observadas no transtorno autista mas essas tendem a ser tempordarias (DSM-1V).

Devido a sobreposi¢ao clinica existente entre o transtorno autista, a sindrome de Asperger
e o PDD-NOS, tornou-se comum o uso do termo Transtornos do Espectro Autista (TEA) para se

referir a estas trés categorias de TGD.

A nova edi¢@o do Manual de Classificagdo de Doencgas Mentais da Associagdo Americana
de Psiquiatria, DSM-V, a qual esta prevista para ser langada em maio de 2013, trara modificagdes
no que diz respeito aos TEA. A principal mudanga serd a eliminacdo das categorias: transtorno
autista, sindrome de Asperger e PDD-NOS. Existira apenas uma denominagdo e essa também
mudard, ndo sera “transtornos do espectro autista” e sim “transtorno autista” (American
Psychiatric Association DSM-5 Development, disponivel on-line). O autismo era anteriormente
definido por alteragdes na capacidade de comunicagdo, na capacidade de interagir socialmente e
comportamento esteriotipado e repetitivo, j& no DSM-V os dois primeiros sintomas citados se
tornam apenas um. Essa mudanca ¢ justificada com o argumento de que a interacdo social
depende da comunicacdo verbal. Ainda, segundo o DSM-IV, um desses sintomas deveria ocorrer
pela primeira vez antes dos 3 anos. No DSM-V, esse limite com relag¢do a idade desaparece e o
que se coloca € que os sintomas devem surgir na infancia (American Psychiatric Association

DSM 5 Development, disponivel on-line).

Visto que o DSM-V entrard em vigor apenas em maio de 2013, no presente trabalho

seguimos as defini¢des, classificagdes e categorias definidas no DSM-1V.
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Fombonne, em 2009, relatou que a prevaléncia estimada dos TEA ¢ de 6,37/1000
(equivalente a uma em cada 157 criangas). Quando o transtorno autista ¢ considerado
isoladamente, o estudo aponta uma prevaléncia de cerca de 2 casos para 1000 individuos, com
uma razao sexual entre homens e mulheres de 4,2/1. A prevaléncia de casos de PDD-NOS ¢ a
mais alta dentre os TGD, estimada em 3,71/1000, e a de sindrome de Asperger ¢ a mais baixa,

calculada em 0,6/1000.

A prevaléncia dos TEA no Brasil foi recentemente estimada em 2,72/1000 (uma em cada
368 criangas) por um grupo de pesquisadores que avaliaram um bairro da cidade de Atibaia, Sao
Paulo. Os autores discutem que a frequéncia mais baixa encontrada nesse estudo, em comparagao
a de outros trabalhos, pode ser explicada pela falta de conscientizagdo da populagdo local sobre
esses transtornos, diagnosticos incorretos e falta de sistema para registro dos casos (PAULA et

al., 2011).

Existem fortes evidéncias de que fatores genéticos sdo determinantes para a etiologia dos
TEA: estudos de familias e de gémeos demonstram uma taxa de concordancia entre gémeos
monozigoticos de 60% a 90% em contraste a taxa de concordancia de 1% a 10% vista em gémeos
dizigoticos. O risco de recorréncia entre irmaos ¢ de 2% a 8% e a herdabilidade ¢ estimada em
90% (BAILEY et al., 1995; FOLSTEIN; ROSEN-SHEDLEY, 2001; TIDMARSH; VOLKMAR,
2003). Além disso, cerca de 10% a 15% dos casos estdo associados a doengas de heranca
monogénica, tais como: sindrome do X Fragil, esclerose tuberosa, neurofibromatose e em
aproximadamente 3% dos casos, os individuos possuem alguma alteragdo cromossomica
detectavel por cariotipo (VORSTMAN et al., 2006). Porém, em cerca de 70% dos casos de TE, o
mecanismo etiologico ¢ ainda desconhecido (SCHAAF et al., 2011).

Até o inicio da década passada, o modelo de heranga mais aceito para TEA era o
multifatorial ou oligogénico, no qual o fenétipo resultaria de combinagdes de variantes alélicas
comuns de pequeno efeito, somadas ou ndo com fatores ambientais. Assim, inicialmente muitos
estudos de ligacdo e de associacdo foram realizados com o objetivo de identificar regides e alelos
de susceptibilidade para TEA. Yang e Gill (2007) revisaram 14 desses estudos e relataram um
total de 94 loci descritos como significantes ou sugestivos de ligacdo. Entretanto, apenas os
resultados obtidos para as regides 7q21.2—q36.2, 16p12.1-p13.3, 1q21—q44, 2q24.1q33.1,
3921.3—q29, 5pl12—p15.33, 6ql14.3—q23.2, 10923.3—q26.3, 17ql1.1-q21.2, 19p13.11-p13.3,

Capitulo 1 — Introdugdo Geral e Objetivos 4



Ip12—p21.1, 4q21.3—q35.1, 10p12.1-pl4, 13ql12.13—q33.1, 15q13.1-q26.1 e 19ql2—ql3.12
foram replicados por pesquisas independentes. Quanto aos estudos de associagdo, também
observamos baixa replicacdo de resultados, isto ¢, enquanto alguns estudos reportaram associagao

entre a variante de um gene e TEA, outros rejeitaram tal associagao.

O surgimento de tecnologias mais avangadas, como por exemplo microarranjos de
polimorfismos de base unica (Single Nucleotide Polymorphism array; SNP-array), possibilitaram
a identifica¢do de polimorfismos em todo o genoma humano e ndo apenas em genes alvos. Isto
possibilitou estudos de associacdo gendmica ampla (frequentemente chamados pela sigla GWAS
do nome em inglés Genome-wide Association Studies), onde todo o genoma ¢ analisado em vez
de apenas regides ou genes candidatos. Os dados obtidos a partir desses estudos apontaram novas
variagdes em um Unico nucleotideo (SNVs - single nucleotide variant), porém, novamente
observamos baixa replicagdo entre diferentes estudos e, além disso, o risco atribuido a cada SNV

¢ baixo e ndo explica a alta herdabilidade dos TEA (EL-FISHAWAY; STATE, 2010).

Experimentos com microarranjos de DNA [SNP-array e Hibridizagdo Genomica
Comparativa por microarranjos (aCGH)] também permitiram a identificacdo de variagdes no
namero de copias (Copy Number Variation - CNVs - duplicagdes ou dele¢des submicroscopicas)
e, recentemente, tem sido sugerido que essas alteragcdes possuem um importante papel na
etiologia dos TEA, podendo estar associados ao mecanismo etiologico em cerca de 20% dos
casos (MILES et al., 2010). O grande nimero de estudos reportando CNVs exclusivas de TEA
(ndo observadas em individuos aparentemente sauddveis) que compreendem um Unico gene,
sugere que ao contrario do que se pensava anteriormente, uma parte dos casos de TEA pode ser
explicada por modelos monogénicos, seja por heranca de um alelo causador ou por mutagdes de
novo. Nesse cenario as variantes seriam de alto efeito e, por isso, mais raras na populagdo. O que
contribuiria para alta frequéncia dos TEA seria, neste caso, a existéncia de diferentes alteragdes

individualmente raras em um mesmo gene ou em genes diferentes (EL-FISHAWAY; STATE,

2010).

Recentemente, crescente esforco tem sido investido em técnicas de sequenciamento de
ultima geracdo (NGS — Next Generation Sequencing) que permitem analisar toda a regido
codificante (exoma) ou todo o genoma humano em busca de pequenas alteragdes do DNA, como

a troca de um unico nucleotideo e InDels (pequenas insercdes ou delegdes), as quais, por sua vez,
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possam ser causativas do TEA. A taxa de individuos afetados nos quais sdo identificadas, através
de NGS, mutagdes possivelmente causativas t€ém sido estimada em cerca de 15% (IOSSIFOV et

al.,2012; NEALE et al., 2012; O’ROAK et al., 2012; SANDERS et al., 2012).

A seguir faremos uma revisdo mais detalhada sobre os estudos de CNVs e sequenciamento

de ultima geragao.

1 _2 Variagoes no numero de copias (CNVs) e TEA

A origem das CNVs ¢ atribuida a mecanismos como NAHR (Nonalelic Homologous
Recombination), NHE]J (Nonhomologus End-Joining), FoSTeS (Fork Stalling and Template
Switching) e retrotransposi¢ao (para uma revisao sobre o assunto consultar Stankiewicz e Lupski,
2010). Essas alteragdes podem englobar parte ou todo um gene, ou podem englobar varios genes
ou, ainda, elementos regulatorios. Assim, muitas dessas variagdes podem estar envolvidas na
etiologia de doencas através do mecanismo de dosagem génica ou da formagdo de produtos
génicos errdneos devido a ruptura de sequéncias codificantes (MERIKANGAS et al., 2009;
STANKIEWICZ; LUPSKI, 2010). Entretanto, estima-se que 12% a 15% do genoma humano
varie significantemente em niimero de copias e muitas dessas variagdes, presentes em individuos
aparentemente sauddveis, abrangem um ou mais genes (CARTER et al., 2007). Portanto, ndo ¢
ainda conhecida a razdo para algumas alteracdes apresentarem efeito fenotipicos e outras ndo,

sendo a interpretagdo do significado clinico de uma CNV um grande desafio.

Lee et al. (2007) propds que alteragdes de novo ou herdadas de um genitor afetado sdo
mais provaveis de serem patogénicas, entretanto, ndo se pode afirmar que alteragdes herdadas de
genitores saudaveis ndo estejam contribuindo para a manifestacdo de um fenotipo, uma vez que
essas podem ter penetrancia incompleta. De fato, como veremos adiante, uma parcela

consideravel das CNVs observadas em pacientes com TEA s3o herdadas de pais ndo afetados

Capitulo 1 — Introducao Geral e Objetivos 6



(DEVLIN; SCHERER, 2012). Esses autores também ressaltaram a importancia de observar se a
CNV encontrada ¢ similar a outras j& catalogadas no banco de dados que compilam variagdes
presentes em individuos saudaveis (DGV- Database of Genomic Variants; IAFRATE et al.,
2004; ZHANG et al., 2006) ou em bancos de dados que copilam CNVs clinicamente relevantes
(DECIPHER Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources) e também observar se a regido deletada ou duplicada contem genes ja associados a

doencas (LEE et al., 2007).

A frequéncia comumente reportada de CNVs detectadas em pacientes autistas ¢ de 8 a
11,6%. Considerando-se apenas alteracdes de novo a frequéncia varia entre familias simplex
(apenas um individuo afetado - 5,6% a 10%) e familias multiplex (mais de um afetado - 2% para
5,5%), sugerindo que nos casos familiais, alelos de susceptibilidade podem ser transmitidos por
pais ndo afetados e atuam em conjunto para modular o risco para TEA (SEBAT et al., 2007,
MARSHALL et al., 2008; CHRISTIAN et al., 2008; QIAO et al., 2009; PINTO et al., 2010;
ITSARA et al., 2010; GIRIRAJAN et al., 2010; BREMER et al., 2011).

As CNVs sdo em geral extremamente raras e apenas algumas alteragdes recorrentes foram
descritas, tais como as duplicagdes 15q11-q13, as microdele¢des/microduplicacdes 16pl1.2, as
delegdes 22q11-13 e alteracdes nos genes SHANK3, NLGN3, NLGN4 e NRXNI (JAMAIN et al.,
2003; LAUMONNIER et al., 2004; JACQUEMONT et al., 2006; MOESSNER et al., 2007).
Embora as CNVs sejam particulares de cada paciente, ha evidéncias de que essas abrangem genes
envolvidos em fungdes biologicas comuns, mais significativamente implicadas na etiologia do
TEA, como por exemplo sinapse e orientagdo axonal. Estes dados mostram que danos em
diferentes genes envolvidos na mesma via bioldgica ou envolvidos no mesmo processo
fisiologico podem ter um mesmo efeito final, levando ao fendtipo autista (SBACCHI et al.,

2010).

Cerca de 40% das CNVs detectadas em individuos autistas sdo herdadas de pais
saudaveis, evidenciando a penetrancia incompleta (DEVLIN; SCHERER, 2012). Em alguns
casos, 0 autismo se comporta como um padrdo de heranca semelhante ao autossomico
dominante, onde alteracdes em apenas um alelo estdo relacionadas com a determinacdo do

transtorno. J4 em outros, o autismo esta relacionado a um padrdo de heranga autossémico
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recessivo, onde se observam mutagdes em ambos os alelos, como foi descrito em familias com

delecdes em homozigose dos genes PCDHI10, DIA1 e NHE92 (MORROW et al., 2008).

Todas essas informagdes, derivadas dos estudos de CNVs, mostram o quanto os TEA sao

geneticamente heterogéneos, o que dificulta o entendimento de sua etiologia.

1_3 Sequenciamento de ultima geragdo e TEA

Foram publicados recentemente quatro estudos que analisaram o exoma de trios (pais e
probando) e/ou quartetos (pais, probando e irmao ndo afetado). A porcentagem de pacientes com
alteracdes de novo, consideradas patogénicas por introduzir um cédon de parada prematuro,
mudar a matriz de leitura do mRNA ou um sitio de excisdo (“splice”’) do pré-mRNA, variou entre
os estudos de 10,3% a 17,2%. Os resultados obtidos foram concordantes quanto a maior
ocorréncia de mutagdes de novo em criangas cujos pais possuem idade avangada (35,9 a 58 anos)
em comparagdo a criangas com pais mais jovens (30,9 a 35,9 anos). Também foi visto que cerca
de 60% a 75% das alteragdes de novo detectadas estdo em alelos de origem paterna, sugerindo
que essas podem ter ocorrido durante a formagdo do gameta masculino. Outra descoberta foi
maior taxa de altera¢des de novo em mulheres afetadas em comparacdo aos homens afetados

(IOSSIFOV et al., 2012; NEALE et al., 2012; O’ROAK et al., 2012; SANDERS et al., 2012).

Os quatro estudos citados identificaram um total de 127 mutacdes possivelmente
patogénicas porém, novamente nos deparamos com a grande heterogeneidade de locus, visto que
apenas os genes CHDS, KATNAL2, DYRKIA e POGZ foram apontados como candidatos aos
TEA por pelo menos dois desses estudos (IOSSIFOV et al., 2012; NEALE et al., 2012; O’ROAK
et al., 2012; SANDERS et al., 2012). Avaliando o conjunto de genes alterados (excluindo
alteracdes sindnimas e mudancas de aminoacido), Ben-David e Shifman (2012) relataram que a

maior parte desses genes codificam proteinas envolvidas na regulagdo da transcri¢do durante o

Capitulo 1 — Introducao Geral e Objetivos 8



desenvolvimento do cérebro, com enriquecimento significativo de proteinas reguladoras de
cromatina (p=0,021 (corrigido); Enrichment Score = 2,04).

Assim como elucidar o significado clinico de uma CNV, a interpretagdo do grande
volume de dados gerados nas andlises de sequenciamento de ltima geragdo também ¢ um grande
desafio. As perguntas sobre o quanto cada uma das variacdes identificadas contribuem para o
fendtipo ou, ainda, quantas dessas podem ser causativas independente da existéncia ou nao de
outras alteracdes, permanecem sem respostas. Desse modo, mesmo apds o surgimento do

sequenciamento de ultima geracdo, a maioria dos casos de TEA continuam sem causa conhecida.

1_4 Justificativa

Os TEA causam prejuizos funcionais e impactos graves durante toda a vida, tanto para os
individuos afetados quanto para os familiares. Estes transtornos possuem alta prevaléncia sendo
atualmente considerados um problema de satde publica. O diagnostico nos primeiros anos de
vida possibilita que abordagens terapéuticas comportamental, educacional e farmacoldgica sejam
aplicadas precocemente. Isto traz beneficios significativos na aquisi¢do de habilidades funcionais,
na redu¢do de comportamentos mal-adaptativos e, consequentemente, aumento no sucesso de
integracdo da crianga a sociedade. A investigacdo dos mecanismos etiologicos de origem genética
associados ao TEA pode trazer novas perspectivas para a compreensio desses transtornos bem
como para o desenvolvimento de ferramentas de diagnostico precoce. Visto que 70% dos casos
sdo idiopaticos, hipotetizamos que uma parte desses pode ser causada por pequenas CNVs (>10
kbp), geralmente ndo detectdveis pelas plataformas comerciais de microarray disponiveis
atualmente. Na tentativa de identificar novos genes candidatos e testar essa hipotese,
customizamos uma lamina de aCGH direcionada a detec¢do de pequenas CNVs em genes
potencialmente envolvidos na fisiopatologia dos TEA. Essa lamina também poderia ser utilizada

como uma ferramenta para auxiliar o diagndstico clinico e o aconselhamento genético, com um
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Os nossos resultados, além de corroborar com o envolvimento dos genes MDGA2, FHIT,
HTR2A4, SHANK2, GRIA3, ZNF778, PRKCa, CDHI5, DIAPH3, GCHI, GRMS5, MARKI,
SLC17A46, IMMP2L, BZRAPI, SYNGAPI, ANK3, MAP1A, GABRR2 ¢ LAMC3 nos TEA também
sugere novos genes candidatos: LRRC7, LRRIQ3, CADPS1, NUFIP, SEMA3A, SNAP29, MBD2,
GAD2, DGKH e PARD3.

Por fim, nossos dados sdo consistentes com os outros estudos que reportam os TEA como
distarbios complexos, com grande heterogeneidade alélica e heterogeneidade de /ocus. Quanto a
perspectivas futuras, para uma melhor compreensdo dos mecanismos pelos quais as CNVs

identificadas podem levar ao fen6tipo pretendemos realizar estudos in vitro e em in vivo.

6.2 Conclusoes e Consideragoes finais

* A triagem de 269 genes candidatos revelou que a taxa de detecg¢do de alteragdes em
pacientes ndo sindromicos e sindromicos foi, respectivamente, 11,6% e 38,9%. A taxa de
alteracdes de novo foi maior em sindrémicos (25%) em comparagdo a taxa observada em
nao sindromicos (7,89%);

* A Ilamina de aCGH customizada parece ser eficaz na identificacdo de
dele¢des/duplicacdes em autistas e poderia ser utilizada como uma ferramenta para
auxiliar o diagnostico;

» Pequenas CNVs (<10 Kbp), ndo detectaveis pelas plataformas comerciais de microarray
disponiveis atualmente, em exons e regidoes UTR, parecem contribuir para o fendtipo de
TEA;

* Os genes LRRC7, LRRIQ3, CADPS1, NUFIP, SEMA3A, SNAP29, MBD?2, GAD2, DGKH
e PARD3 podem ser novos candidatos aos TEA;

» A gravidade do quadro clinico pode ser modulada pelo nimero de mutacdes em genes

envolvidos com neurogénese.
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