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RESUMO

SILVA, I. M. W. InDels e CNVs pequenas em pacientes com Transtorno do
Espectro Autista. 2017. 123 f. Dissertacao (Mestrado) — Instituto de Biociéncias,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2017.

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € uma doenca do
neurodesenvolvimento. E caracterizado por déficits significativos e persistentes
na comunicacdo e na interacdo social e por padrdes restritos e repetitivos de
comportamento, interesses ou atividades. O TEA é considerado uma doenca
comum, afetando 1 a cada 68 criancas e com uma proporc¢éo de 4,2 meninos
afetados para cada menina .A etiologia do autismo apresenta um forte
componente genético. Neste contexto, as metodologias genémicas de larga
escala (Sequenciamento de nova geracao, microarray) contribuiram para o
conhecimento sobre a genética do TEA. No entanto, em aproximadamente 70%
dos pacientes, o transtorno permanece com etiologia nao identificada. Com base
nisso, para o presente trabalho, elaborou-se a hipétese de que pequenas CNVs
(entre 1 e 50 Kb), que se encontram abaixo da resolucdo da maioria dos
microarrays comerciais, e cuja deteccao ainda apresenta limitagdes para a sua
deteccao através de sequenciamento de nova geracao, poderiam contribuir para
o fen6tipo em uma proporcéo significativa dos casos. Como primeira etapa para
abordar essa questéo, realizou-se a metodologia de aCGH customizado 60K
cobrindo um total de 269 genes candidatos ao TEA, a fim de selecionar CNVs
potencialmente patogénicas entre 98 pacientes brasileiros com TEA idiopatico.
Com esta triagem inicial, a prevaléncia de CNVs potencialmente patogénicas
obtida foi de 9%, com 20% delas caracterizadas como pequenas. A analise
subsequente foi realizada com a metodologia de aCGH customizado 180K, o
gual cobriu um total de 1527 genes candidatos ao TEA. Um total de 63 pacientes
com autismo foram analisados com este novo array. A partir destas hibridacoes,
a prevaléncia de CNVs potencialmente patogénicas obtida foi de 12,7%, com
62,5 % delas classificadas como pequenas. Esta taxa de deteccédo é bastante
expressiva, particularmente se considerarmos que a amostra de pacientes
utilizada foi submetida a uma pré-triagem, com a finalidade de excluir os

pacientes com as CNVs mais prevalentes no TEA, nas regibes 15q11-913,



16pl1.2 e 22g13.3. A ultima abordagem utilizada neste trabalho foi comparar a
deteccdo de CNVs pela metodologia de aCGH, referéncia padrao ouro para
deteccdo de CNVs, com a de sequenciamento de nova geracdo (NGS). Os
dados de 9 pacientes obtidos por NGS foram analisados através dos softwares
NextGene e XHMM. Os softwares, no entanto, apresentaram resultados
discrepantes entre si e pouca sobreposicdo com os dados de aCGH 180K, de
38,9% e 50%, considerando o NextGene e o XHMM respectivamente. Os
resultados obtidos sugerem que o aCGH customizado € promissor para a
deteccdo de CNVs pequenas e que essas, por sua vez, podem contribuir para o

risco de TEA em pelo menos 6,3 %, dos casos.

Palavras-chave: Transtorno do Espectro Autista, variacdo no niumero de copias,

array-CGH, sequenciamento de nova geracao.



ABSTRACT

SILVA, I. M. W. InDels and small CNVs in patients with Autism Spectrum
Disorder. 2017. 123 f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias,

Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder. It is
characterized by significant and persistent deficits in communication and social
interaction, and by restricted and repetitive patterns of behavior, interests or
activities. ASD is considered a common disease, affecting 1 in 68 children and a
proportion of 4.2 boys affected for each girl. The etiology of autism has a strong
genetic component. In this context, genomic methodologies of high-throughput
(new generation sequencing, microarray) contributed to the knowledge about the
genetics of ASD. However, in approximately 70% of patients with ASD, the
disorder remains with unidentified etiology. Therefore, foi this work, it was
hypothesized that small CNVs (between 1 and 50 Kb), which are below the
resolution of most commercial microarrays and and whose detection still has
limitations for its detection detection through NGS, could contribute to the
phenotype in a proportion of cases. As a first step to address this hypothesis, it
was performed the methodology of custom aCGH 60K, covering a total of 269
ASD candidate genes, in order to select potentially pathogenic CNVs among 98
Brazilian patients with idiopathic ASD. With this initial screening, the prevalence
of potentially pathogenic CNVs obtained was 9%, with 20% of them characterized
as small. The subsequent analysis was performed using the 180K custom aCGH
methodology, which covered a total of 1527 TEA candidate genes. A total of 63
patients with autism were analyzed with this new array. From these
hybridizations, the prevalence of potentially pathogenic CNVs obtained was
12.7%, with 62.5% of them classified as small. This detection rate is quite
significant, particularly considering that the sample of patients used was pre-
screened, in order to exclude patients with the most prevalent CNVs in ASD in
the regions 15q11-q13, 16p11.2 and 22913.3. The last approach used in this
work was to compare the detection of CNVs by the methodology of aCGH, gold
standard reference for CNVs detection, with the next generation sequencing

(NGS).Data from 9 patients obtained by NGS were analyzed using NextGene



and XHMM software. The softwares, however, presented discrepant results
among themselves and little overlap with the data of aCGH 180K, of 38.9% and
50%, considering NextGene and XHMM respectively. These results suggest that
the customized aCGH represents a promising approach for the detection of small
CNVs and that these, in turn, can contribute to the risk of ASD in at least 6,3 %

of cases.

Keywords: Autism Spectrum Disorder, copy number variation, array-CGH, next

generation sequencing.



1. INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma doenga clinicamente
heterogénea, caracterizada por déficits significativos e persistentes na
comunicacao/interacdo social e por padrdes repetitivos e restritos de

comportamento, interesses ou atividades.

Estima-se que 1 a cada 68 criancas apresente o Transtorno do Espectro
Autista, de acordo com prevaléncia estimada nos Estados Unidos (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION — CDC, 2014), o que caracteriza

o TEA como uma doenga comum.

Devido a alta herdabilidade estimada para o TEA, de aproximadamente
50%, o foco principal de trabalhos envolvendo a etiologia deste transtorno tem
sido as causas genéticas (GAUGLER et al., 2014; CHASTE e LEBOYER, 2012).

A arquitetura genética do autismo é complexa, na qual diversas formas de
variacao genética, diferindo em frequéncia, modelos de heranca, tipo de variacéao
e modelos de acgéo, contribuem para a sua etiologia (DE RUBEIS e BUXBAUM,
2015).

Os fatores (genéticos associados ao TEA correspondem a,
aproximadamente, 35 % dos casos de autismo, nimero este inferior aos valores
mais recentes estimados de herdabilidade, que é de aproximadamente 50%
(GAUGLER et al., 2014; SANDIN et al., 2014).

Acredita-se que o efeito da interacdo gene-ambiente (ainda pouco
compreendido quando se trata do TEA), as variagbes em regides nao
codificantes, a contribuicdo das variantes comuns, a contribuicdo das variacées
no numero de cépias (CNVs) pequenas e de pequenas insercdes e delecdes
(InDels) ainda subcaracterizadas devido as limitagdes das tecnologias atuais
(MANOLIO et al., 2009; MANOLIO, 2010), possam estar correlacionadas a uma
parte dos casos de TEA, classificados como casos idiopaticos, ou de etiologia

desconhecida.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo detectar CNVs

(duplicacbes e delecbes maiores que 1 Kb), principalmente as pequenas,



menores que 50 Kb, potencialmente patogénicas e InDels (pequenas
insercdes e delecdes menores que 1Kb) potencialmente patogénicas em
pacientes com TEA idiopatico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar a importancia de pequenas CNVs/InDels raras na etiologia do Transtorno
do Espectro Autista.

1.1.2 Especificos

o Validar as laminas customizadas de aCGH 60K e 180K, através de outras

metodologias como gqPCR e outras plataformas comerciais de array.

e Caso o0 array customizado seja validado, realizar a anélise de um numero
amostral maior de pacientes, a fim de caracterizar e avaliar a frequéncia de

alteracdes potencialmente patogénicas grandes e pequenas ha amostra.

o Verificar a possibilidade de se utilizar dados de sequenciamento de Ultima
geracdo (NGS) para a deteccédo de CNVs.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DO TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) foi descrito pela primeira vez por
Kanner, um psiquiatra austriaco, em 1943, ap0s a observacao de onze criancas,
do sexo masculino em sua maioria, cujo quadro clinico era distinto de retardo
mental por apresentarem isolamento social. No caso, os pacientes obeservados

foram caracterizados como apresentando distarbio autistico de contato afetivo.

Logo apds essa observacao, outros casos similares no que se refere ao
isolamento social foram diagnosticados até se chegar a uma definicdo mais
concreta das caracteristicas que definem um individuo como afetado pelo
Transtorno do Espectro Autista (FOLSTEIN, 2006).

Na ultima edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V), publicada em maio de 2013, definiu-se que o TEA é uma
doenca neuropsiquiatrica caracterizada por déficits significativos e persistentes
na comunicagao/interacdo social e por padrbes repetitivos e restritos de

comportamento, interesses ou atividades.

Os primeiros sintomas do TEA surgem durante o periodo inicial do
desenvolvimento, porém sdo geralmente diagnosticaveis a partir dos 18 meses
(MATSON e KOZLOWSKI, 2011). De acordo com o Manual DSM-V (2013), para

gue seja diagnosticado o paciente deve apresentar:
a) Trés alteracdes na comunicacgaol/interacao social:
1. Falta de reciprocidade social;
2. Problemas com a comunicacao néo verbal;

3. Déficits no desenvolvimento, manutencdo e compreensdo das

relacdes interpessoais;

b) Pelo menos duas manifestacfes de padrbes repetitivos e restritos de

comportamento, interesses ou atividades entre as quatro seguintes:



1. Movimentos motores, uso de objetos e fala repetitivos e

estereotipados;

2. Aderéncia excessiva a rotinas e padrbes comportamentais

ritualizados;
3. Interesses fixos e restritos;

4. Hipo ou hiper-reatividade a estimulos sensoriais;

O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (2013),
eliminou as subcategorias Transtorno Autista, Sindrome de Asperger e
Transtorno Global do Desenvolvimento N&o Especificado, presente nas edicdes
anteriores, e dificeis de serem distinguidas devido a sobreposicao clinica
existente entre elas. Adotou-se apenas um termo, mais amplo, denominado
Transtorno do Espectro Autista, que é classificado em trés niveis de gravidade
baseado no nivel de prejuizo na comunicacao/ interacao social e nos padrées

comportamentais.

O nivel 1, ou autismo de alto funcionamento, classifica um individuo que
apresenta um QI na faixa normal ou superior, porém com habilidades sociais e
linguagem inadequada, enquanto o 3, ou autismo de baixo funcionamento, mais
grave, caracteriza um paciente muitas vezes ndo verbal com um grave prejuizo
cognitivo (DSM-V; MUHLE et al., 2013).

O TEA é clinicamente heterogéneo, ou seja, além dos sintomas tipicos,
outras comorbidades também podem estar presentes. Assim, 30% a 50% dos
pacientes apresentam também Transtorno de Déficit de Atencdo e
Hiperatividade e/ou ansiedade, 40% a 60% possuem déficit intelectual e 25% a
40% manifestam outras comorbidades como epilepsia, obesidade, problemas
gastrointestinais, dismorfias e alergias (FOMBONNE, 1999; AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000; TUCHMAN et al., 2002; LEYFER et al.,
2006; MATSON et al., 2011; DEVLIN e SCHERER, 2012).

Antes considerado raro, o TEA tem sido identificado em um nimero cada
vez maior de individuos. Fombonne (1999), compilando vinte e trés estudos

publicados entre 1989 e 1998, conduzidos em doze paises e somando um total



de 4 milhdes de individuos com idade média de 8,5 anos, obtiveram uma
prevaléncia do TEA de 7.2/10.000. Dez anos depois, novamente Fombonne
(2009), com base em outra compilagdo, desta vez contemplando 43 estudos
publicados entre 1966 e 2008, em dezessete paises diferentes, encontraram
prevaléncia de TEA na magnitude de 63,7/10.000.

Entre as estimativas mais recentes de prevaléncia esta a do Center for
Disease Control and Prevention (CDC, 2014), com um valor de 147/10.000,
estimado a partir de levantamento realizado em onze comunidades diferentes
dos Estados Unidos. Este ultimo dado torna o TEA uma doengca comum, tendo
sido, inclusive, caracterizado como questdo emergente de salde publica pela
Organizacdo Mundial de Saude (PANG et al., 2012).

Por outro lado, a crescente evidéncia dos casos de TEA n&o vem
acompanhada de unanimidade, ha controvérsias que apontam este fato como
decorrente, entre outros aspectos, das mudancas no critério de diagnostico, das
novas politicas para educacdo especial, do aumento da disponibilidade de
servicos nessa area e da diminuicdo da idade de diagnostico. No entanto, ndo
se pode excluir a possibilidade de ter ocorrido um aumento real na sua incidéncia
(FOMBONNE et al., 1999; FOMBONNE et al., 2009, MATSON e KOZLOWSKI,
2011).

A prevaléncia do TEA no Brasil foi estimada em 27.2/10.000, em um
estudo conduzido em Atibaia, em 2011, com um grupo amostral de 1470
criancas. Este valor esta abaixo do que € encontrado para a populacdo mundial,
0 que pode estar associado a fatores como: (a) pequena amostra local e (b)
pouca conscientiza¢do da populacao e dos profissionais de saude (PAULA et al.,
2011).

O TEA € uma doenca que atinge, no geral, 4,2 vezes mais homens do que
mulheres, diferenca esta que pode subir para 7:1 quando se leva em
consideracao apenas os quadros de autismo de alto funcionamento (DE RUBEIS
e BUXBAUM, 2015).



2.2 CONTRIBUICAO DOS FATORES GENETICOS PARA A ETIOLOGIA DO
TEA

Ndo h& consenso sobre a contribuicdo relativa dos fatores ambientais,
genéticos e epigenéticos para o risco de TEA. A influéncia dos fatores
ambientais, como exposicao a teratdgenos, complicacdes perinatais e infeccoes
pré-natais, € dificil de ser mensurada. Neste contexto de dificuldades, os fatores
ambientais podem explicar alguns casos do transtorno, associados ou n&o aos
fatores genéticos (MUHLE et al., 2004), que estdo em conformidade com
indicacbes de estudos epidemiolégicos quanto a sua importancia
(NEWSCHAFFER et al., 2012; KIM e LEVENTHAL, 2015).

Aspectos como alta taxa de concordancia encontrada para o TEA entre
gémeos monozigoticos, que varia, geralmente, entre 60 e 90% enquanto que
para os dizigéticos ndo ultrapassa 30% (BAILEY et al.,, 1995; FOLSTEIN e
ROSEN-SHEIDLEY , 2001; BOURGERON, 2015), aumento de caracteristicas
subclinicas como dificuldades na comunicacéo e socializacdo, preferéncia por
rotinas e dificuldade de lidar com mudancas, detectadas em parentes de primeiro
grau de pacientes com TEA, bem como o risco aumentado de outros casos de
TEA na familia apés um probando, reforcam a importancia dos fatores genéticos
para a etiologia do autismo (HOLLANDER et al., 2012; DEVLIN e SCHERER,
2012; FOLSTEIN e ROSEN-SHEIDLEY, 2001).

Estudos recentes, que extrapolam o modelo de pesquisa com gémeos,
estimam que os fatores genéticos estdo associados a aproximadamente 50%
dos casos de TEA. Um deles, elaborado por Gaugler et al. (2014), considerou
variacbes genéticas raras e comuns para a estimativa da herdabilidade,
mostrando um valor de herdabilidade de 52,4%. Outro, elaborado por Sandin et
al. (2014), utilizando informacfes sobre diagnésticos de TEA em gémeos
monozigoticos e dizigoticos, irmaos completos e meio irmaos, considerou a
contribuicdo para o TEA de fatores genéticos e ambientais, mostrando uma
herdabilidade de 50%.



2.2.1 Variantes Comuns e o TEA

A abordagem doenca comum/variante comum, que pressupde que
variantes genéticas mais amplamente distribuidas na populacdo (polimoérficas)
estdo associadas a um aumento no risco para as doencas de prevaléncia alta,
também trouxe avancos no entendimento da genética do TEA. A partir dela
iniciaram-se estudos de ligacéo e de associacdo (GWAS), os quais, apesar de
promissores, apresentaram resultados de baixa replicabilidade e limitagbes
quanto a identificacéo de regiées/alelos que contribuissem para o TEA (MOLLOY
et al., 2005; SZATMARI et al., 2007; ARKING et al., 2008; ALARCON et al., 2008;
WANG et al., 2009; GAl et al., 2012; DE RUBEIS e BUXBAUM, 2015).

Devlin e Scherer (2012), com o objetivo de verificar a forca de associacéo
entre um suposto alelo de risco e o autismo, estimaram o odds ratio de variantes
comuns individuais encontradas em alguns estudos de GWAS. Estes autores
(Ibidem), obtiveram valor de odds ratio de 1.2 aproximadamente, o que indica
gue um individuo que carrega umas dessas variantes apresenta um risco 1.2

maior de desenvolver autismo do que um outro que nao carrega esta variante.

Em base a esse contexto de conhecimentos se conclui que variantes
comuns apresentam individualmente um efeito muito moderado para o risco de
TEA, podendo apresentar, por outro lado, um efeito aditivo e contribuir de forma
significativa para a susceptibilidade ao autismo em conjunto com as variacées
raras (BOURGERON, 2015).

2.2.2 Variantes Raras e o TEA

A relacdo entre as variantes raras e o TEA foi inicialmente verificada
através do cariotipo com bandeamento G, a partir do qual verificou-se alteracfes
estruturais microscopicas raras associadas a diversas sindromes, entre as quais
algumas com sobreposicéo clinica com o TEA (EL FISHAWY e STATE, 2010;
BOURGERON, 2016).

Alteracdes estruturais microscopicas sdo ganhos ou perdas de material
genético, inversdes, translocagbes, passiveis de serem vistas através da

resolucéo de >3Mb que o cariotipo apresenta. Estas alteracfes estao presentes



em até 7,4% dos casos de TEA (EL FISHAWY e STATE, 2010; DEVELIN e
SCHERER, 2012).

Entre as sindromes genéticas mais comuns com sobreposicdo ao TEA,
estédo: esclerose tuberosa (correspondente a cerca de 1 % dos casos de TEA),
sindrome do X-fragil (1-2% dos casos), neurofibromatose (<1% dos casos),
Sindrome de Rett (0.5%), entre outras (KUSENDA et al., 2008; MILES et al.,
2010; DEVLIN e SCHERER, 2012).

A contribuicdo de variantes raras para a etiologia do TEA tem seguido
duas linhas principais de investigacao: analise de variagc6es de nucleotideo Unico
(SNVs) e de pequenas insercdes e delecdes (InDels) e andlise de variacbes no
namero de cépias (CNVs) em todo o genoma ou exoma (SBACCHI et al., 2010;
IOSSIFOV et al., 2012; NEALE et al., 2012; O’'ROAK et al., 2012; SANDERS et
al., 2012).

A andlise de variacBes de nucleotideo Unico - SNVs (troca de um anico
nucleotideo na sequéncia de DNA) e de pequenas insercoes e delecdes - InDels
(insercbes ou delecdes com tamanho inferior a 1Kb), tem sido realizada
principalmente com a metodologia de sequenciamento de nova geracao-NGS,
de inicio apenas com sequenciamento de exoma (IOSSIFOV et al., 2012; NEALE
etal., 2012; O'ROAK et al., 2012; SANDERS et al., 2012; IOSSIFOV et al., 2014)
e mais recentemente também com o de genoma (YUEN et al., 2015; TURNER
et al., 2016).

As informacdes existentes atualmente sobre SNVs e InDels (<10pb) raras
de perda de funcdo e de novo, indicam que estas alteracbes contribuem para
cerca de 7-13,8 % dos casos simplex de autismo (DE RUBEIS e BUXBAUM,
2015).

Estudos sobre o impacto de SNVs/InDels de perda de fungéo raras e
herdadas para o risco de TEA sao recentes, no entanto, estas altera¢cdoes podem
significar uma importante influéncia quando agem de forma dominante, podendo
ou nao serem penetrantes e/ou com expressividade variavel, ou recessiva.

Suspeita-se que variantes herdadas raras, assim como variantes comuns,



também atuem de forma aditiva para o risco de TEA (DE RUBEIS e BUXBAUM,
2014; DE RUBEIS e BUXBAUM, 2015).

A disponibilidade de metodologias de high-throughput (microarray, NGS),
com resolugdo superior a que se encontra, por exemplo, com o cariétipo de
banda G, permitiu a identificacdo de variagbes no niamero de cépias - CNVs
(duplicacfes ou delecdes maiores que 1Kb) associadas ao TEA. As CNVs raras
(>100 Kb), de novo e algumas herdadas, estdo associadas a aproximadamente
10 % dos casos simplex de autismo (SEBAT et al., 2007; MARSHALL et al., 2008;
PINTO et al.,, 2010; BETANCUR et al., 2011, LI et al.,, 2012; DEVLIN e
SCHERER, 2012).

As alteracdes SNVs, InDels, CNVs, classificadas em comuns e raras,
herdadas e de novo, trouxeram contribuicbes para a identificacdo de genes
associados ao TEA, conforme mostrado no site do Simons Foundation Autism
Research Initiative (SFARI). Na ultima atualizacdo do SFARI, feita em setembro
de 2016, a lista de genes associados ao TEA exibia 845 genes. Paradoxalmente,
de uma maneira geral, nenhum desses genes contribui para mais do que 1% dos
casos de TEA (BOURGERON, 2015).

A distribuicdo funcional dos genes associados ao TEA engloba
principalmente as fungdes moleculares de desenvolvimento neuronal e
orientacdo axonal, sinalizacdo de MAPK e outras sinalizacdes, modificacdo da
cromatina e regulacdo da transcricao, traducao e degradacdo de proteinas e a
neurotransmisséo (SBACCHI et al., 2009; GLESSNER et al., 2009; SWANWICK
et al., 2011).

Esses aspectos, apesar de largamente difundidos entre as funcdes
neurobioldgicas, contribuem de maneira conjunta com a excitabilidade neuronal,
acarretando em um mesmo fenotipo (GESCHWIND et al., 2008; SBACCHI et al.,
2010; SWANWICK et al., 2011).

2.3 VARIACAO NO NUMERO DE COPIAS E O TEA

CNVs sao os tipos mais frequentes de variacdes gendmicas estruturais,
constituidas por duplicagbes ou delecdes submicroscopicas de segmentos de
DNA maiores que 1 Kb, podendo ser de novo ou herdadas (MERIKANGAS et al.,



2009; SBACCHI et al., 2010). Estas alteracdes tendem a ocorrer com maior
frequéncia em sequéncias de DNA que contém ou séo flanqueadas por regides
com baixo numero de copias (low copy repeats — LCR - fragmentos repetitivos
de DNA com extenséo entre 1 Kb a 400 Kb, que compartilham mais de 90 % de
identidade), e que causam instabilidade genémica, podendo mediar ou estimular
a formacéo de CNVs (FREEMAN et al., 2006; STANKIEWICZ et al., 2010).

As CNVs podem ocorrer durante a meiose nas células germinativas, ou
em células somaticas, levando ao mosaicismo!. Originam-se a partir de
diferentes mecanismos, como: recombinacdo homologa ndo alélica (Nonalelic
Homologous Recombination — NAHR), juncdo de extremidades nao homadlogas
(Non-homologous End Joining — NHEJ), erros na replicacdo do DNA (Fork
Stalling and Template Switching — FoSTeS) e através de retrotransposicao
(SMITH et al., 2008; STANKIEWICZ e LUPSKI, 2010).

Pode haver uma correlagéo entre o tamanho da CNV e o mecanismo de
sua origem. CNVs grandes sdo, com uma maior frequéncia, associadas a NAHR,
enquanto as CNVs pequenas tendem a estar associadas a NHEJ ou FoSTes
(FREEMAN et al., 2006).

As CNVs podem afetar o fenétipo de diferentes maneiras tais como:
efeitos de dosagem, devido a perda ou ganho de um gene inteiro, rompimento
de sequéncias codificantes de um dado gene, alteracao de regides regulatérias.
O efeito final pode tanto ser alteracdo da expressao de um ou mais genes quanto
a formacédo de proteinas variantes. No caso das delecdes, pode ocorrer a
expressdo de mutagcdo recessiva em loco(s) correspondente no cromossomo
homélogo ( SMITH et al., 2008; SWANWIK et al., 2011).

Uma das grandes dificuldades encontradas quando se estuda a relacéo
CNVs versus doencga, € a averiguacao da patogenicidade das CNVs, ja que 12%
a 15% do genoma humano apresenta variacdes no numero de copias, 0 que
explica, em grande parte, a variagcéo fenotipica normal encontrada na populacao
(SENER, 2014).

! Coexisténcia de células geneticamente diferentes provenientes de um mesmo zigoto



As CNVs de novo, no geral, apresentam uma maior probabilidade de
patogenicidade, jA& que sdo submetidas a uma menor pressédo seletiva. No
entanto, tendo em mente mecanismos como penetrancia incompleta e
expressividade variavel, recorrentes no TEA, além do fator efeito aditivo, tem se
discutido mais sobre a patogenicidade de alteracdes herdadas para o TEA
(SWANWICK e LARSEN, 2011; DE RUBEIS e BUXBAUM, 2015).

A fim de verificar a patogenicidade das CNVs, é necessario levar em conta
a diferenca genética entre grupos étnicos, a frequéncia com que a variacdo
aparece nos individuos saudaveis e nos afetados, a localizacdo da alteracédo, a
funcdo dos genes envolvidos na alteracdo e saber que muitas vezes elas podem
estar associadas a penetrancia incompleta e/ou expressividade variavel no TEA
(SWANWICK e LARSEN, 2011).

2.3.1 Caracterizacdo de CNVs em Pacientes com TEA

Algumas regides genémicas, com variacao do numero de copias (CNVRS),
flanqueadas, em sua maioria, por regibes LCR, sdo alvos mais frequentes de
diferentes CNVs em pacientes com TEA. As CNVRs para o TEA correspondem
as regides: 1g21.1, 2pl6.3, 3p26.3, 6426, 7gqll.22, 15gl11-q13, 15q13.3,
16pl11.2, 22g11.21 e 22913.33.

Entre essas CNVRSs, as que apresentam maior frequéncia entre os casos
de TEA de diferentes populacdes, correspondendo a 1-3% e reconhecidas como
hotspot, sdo aquelas localizadas no 15q11-q13, 16p11.2 e 22g13.3. No contexto
de hotspot, foi identificada no Brasil uma prevaléncia de CNVs de 2,7%
(KUSENDA et al., 2008; SWANWICK et al., 2011; MOREIRA et al., 2014).

No total, 2163 CNVs loci diferentes ja foram descritos como associadas
ao TEA no SFARI, de 2016.

Pinto et al. (2014) identificaram 84 CNVs patogénicas, em conformidade
com indicacdes do American College of Medical Genetics, em 82 (3,3%) de 2446
pacientes com TEA. Desses 82 pacientes, 83% foram classificados como TEA

nao sindrémico.



Estes autores (Ibidem) caracterizaram as 84 CNVs patogénicas como
sendo 54 delas (64%) de novo (59% delecédo e 41% duplicacdo) e 30 (36%)
herdadas. Dentre as alteragbes herdadas, 20 sao de origem materna e 10 de

origem paterna.

Estas alteracdes patogénicas se distribuiram entre os tamanhos <30Kb
até >10Mb. As delecbes, em média, estdo em maior proporcdo entre as
alteracdes até 5Mb, enquanto na faixa de tamanho de maiores que 5Mb a maior
proporcao € de duplicacdes patogénicas. O tamanho médio das CNVs de novo
foi maior do que as herdadas, de 3,1 Mb e 1,4 Mb respectivamente. As CNVs
menores que 30Kb representaram a menor porcentagem de CNVs patogéncias,
inferior a 10%, o que se deve, provavelmente, a limitacdo, neste sentido, da

metodologia utilizada, lllumina 1 M array (PINTO et al.,2014).

Entre os estudos que caracterizaram alteracdes pequenas, o do Krumm
et al. (2013), através de sequenciamento de exoma, mostra uma frequéncia de
cerca de 13% a mais de CNVs herdadas pequenas e raras (<50 Kb) em
probandos quando comparados aos seus irmaos, sendo essas alteracfes
transmitidas preferencialmente pela mée. Extrapolando os dados de literatura
existentes a respeito de CNVs, evidencia-se que as altera¢cdes pequenas (<20
Kb) sejam muito mais frequentes que as grandes (REDON et al., 2006).

Um aumento significativo de pequenas delecdes raras (<30 Kb) também
foi observado, através de sequenciamento de exoma, em uma amostra de
pacientes com TEA quando comparada a um grupo controle, 28% versus 21%,
respectivamente (POULTNEY et al., 2013). Esses dados fortalecem a ideia de
gue as pequenas CNVs correspondem a um importante fator de risco ao TEA.

As mulheres com TEA, em geral, apresentam ou CNVs patogénicas maiores
ou uma maior quantidade de mutacdo do que os homens afetados,
caracterizando o modelo de efeito de protecdo feminina, que sugere que as
mulheres precisam de uma carga etiolégica maior para manifestar o fenétipo de
TEA. Este € um dos fatores que se acredita contribuir para a diferenca de
prevaléncia do TEA em homens versus mulheres (JACQUEMONT et al., 2014;
DE RUBEIS e BUXBAUM, 2015).



2.3.2 Deteccédo de CNVs

A deteccdo das CNVs pode ser feita por meio do uso de diversas técnicas,
entre elas a hibridizacdo gendGmica comparativa por microarranjo (aCGH),
microarranjo de polimorfismos de base Unica (SNP-array), sequenciamento de
altima geracéo.

Atualmente a metodologia que é considerada gold-standard para a deteccao
dessas alteracbes € o aCGH. No entanto, visto que a metodologia de NGS
apresenta uma maior cobertura e resolugcdo do genoma, e pode possibilitar a
integracdo tanto de informacfes de mutacBes de base Unica como de CNV,
espera-se que em breve essa seja a tecnologia que venha substituir o aCGH.

O aCGH, apesar de vantajoso em termos de custo e analise dos dados
gerados, apresenta algumas limitacdes que incluem ruido de hibridizacéo,
dificuldades na deteccédo de pontos de interrupcao, pouca cobertura do genoma.

A tecnologia de NGS, por sua vez, ainda apresenta desafios computacionais
para a deteccao de CNVs que precisam ser superados — associado ao contetdo
de GC (guanina-citosina), a regides repetitivas do genoma, ao tamanho reduzido
das reads, a outras regides que também amplificam menos na etapa de PCR
como regides reguladoras - estes fatores dificultam a normalizacdo e
posteriormente o calculo estatistico para a chamada de CNVs (ZHAO et al.,
2013; ALKAN et al., 2011; MEI TEO et al., 2012).

Neste contexto, a solucdo imediata mais eficaz para ultrapassar as
limitacbes de cada tecnologia é a integracéo das diferentes técnicas tais como
aCGH e NGS, e a combinacéao de diferentes softwares para a analise dos dados
de sequenciamento, principalmente quando se trata de deteccdo de CNVs
pequenas e InDels, que representam um desafio ainda maior (ZHAO et al., 2013;
ALKAN et al., 2011).

Em 2015 foi langado pela Agilent Technologies® um novo kit para
sequenciamento, o OneSeq Target Enrichment, que foi projetado para detectar
e analisar variagcdes de numero de copias, perda de heterozigosidade e variantes
de base Unica em uma Unica reacao. Este kit se caracteriza pelo enriquecimento
de regifes exdnicas de interesse associado a targets. Essa conformacgao do kit
permite a deteccdo de CNVs grandes (>300Kb) que tenham pontos de quebra

em regides intronicas.



A expectativa € que com o continuo aperfeicoamento dessas técnicas seja
possivel detectar CNVs cada vez menores e InDels (Inser¢cdes ou delecdes
menores que 1 Kb), que por sua vez, permitem a identificacdo de novos genes
de risco de forma mais facil e direta ja que essas alteracdes incluem, geralmente,

um menor nimero de genes.



6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

1. As customizac¢des de aCGH realizadas ndo foram eficazes para a
deteccdo de InDels grandes (70 pb — 1kb). Portanto estas
alteracdes permanecem subcaracterizadas quando se trata de
TEA.

2. O aCGH customizado mostrou-se uma estratégia promissora para
elucidar mecanismos etiologicos do TEA idiopatico associado a
CNVs, visto que se obteve uma prevaléncia relativa de CNVs maior
do que a descrita na literatura com ambas as customizacgodes,
podendo se tornar uma possivel ferramenta de diagnéstico.

3. A andlise dos dados de NGS através dos softwares NextGene e
XHMM néo é eficaz para a delimitacdo dos pontos de quebra de
alteracdes detectadas pelo aCGH e ndo permite a migracdo de
tecnologia, do aCGH para o NGS (considerando apenas analises
feitas através do NextGene e XHMM).

4. As CNVs pequenas contribuem para o risco de TEA em pelo menos

6,3 %, reforcando a sua importancia para a etiologia do TEA.
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