artigos breves_  n. 4

_Variantes genéticas estruturais
numa populacao de individuos com
Perturbacoes do Espectro do Autismo
(PEA): caracterizagao gendmica,
heritabilidade e correlagOes clinicas

Inés Conceigdo ', Catarina Correia !, Barbara Oliveira !,
Margarida Rama ', Guiomar Oliveira 2, Astrid Moura Vicente '

(1) Departamento Promogéo da Satide e Prevengdo de Doengas
N&o Transmissiveis, INSA.

(2) Centro de Desenvolvimento da Crianga,
Hospital Pediétrico, Centro Hospitalar de Coimbra.

_As Perturbagdes do Espectro do Autismo (PEA) constituem uma
patologia complexa do neurodesenvolvimento, clinicamente heterogénea
e com etiologia pouco clara (1). Foi considerada no passado uma
doenca rara, mas as estimativas de prevaléncia tém vindo a
aumentar nas Ultimas décadas, como consequéncia de uma maior
sensibilizac&o da parte dos pais, clinicos e professores, e eventualmente
também devido a fatores genéticos e ambientais desconhecidos.

_Fatores genéticos contribuem claramente para a etiologia das PEA, e
na ultima década foram feitos progressos significativos na sua identificagao
e caracterizagdo, conhecimento esse que esta cautelosamente a ser
incorporado na pratica clinica (%), Os estudos de epidemiologia genética
mais recentes, realizados em grandes amostras populacionais por
consdrcios de investigacdo internacionais, evidenciaram o papel
preponderante na etiologia das PEA de variantes genéticas raras,
convergentes num nimero reduzido de vias bioldgicas. Em particular,
o rastreio gendmico de variantes estruturais submicroscépicas designadas
Copy Number Variants (CNVs), que causam delecGes e duplicagdes de
genes ou partes de genes, mostrou que estes CNVs séo responséveis
pelo autismo numa frag&o substancial de casos (). No entanto, a grande
heterogeneidade encontrada nestas delecdes e duplicacdes implica que
o significado clinico de cada CNV tem ser devidamente esclarecido,
antes deste conhecimento poder ser traduzido em ferramentas de
diagndstico molecular para as PEA. A caracterizagao extensa dos CNVs
em populagdes de pacientes, incluindo taxas de recorréncia em PEA,
segregacdo em familias, contelido génico e correlagées clinicas,
é fundamental para melhorar a disting@o entre variantes estruturais
benignas e variantes causais de patologia, definindo os aspetos clinicos
e genémicos com melhor poder preditivo para o desenvolvimento de
métodos de diagndstico molecular.

_No ambito do consdrcio internacional Autism Genome Project (AGP)
foi efetuado um rastreio de CNVs em mais de 3000 individuos
com autismo e seus pais. A equipa do INSA, em colaboragéo com o
Hospital Pediatrico de Coimbra, participou nesta investigacdo com a
andlise de 342 amostras de pacientes portugueses e seus pais, obtendo
um mapa detalhado dos CNVs destes individuos. No presente estudo,
procedemos a caracterizag@o detalhada e validagdo dos CNVs com
potencial significado clinico identificados nesta populagéo. Inicialmente
foram selecionados CNVs génicos (contendo genes ou partes de genes
deletados ou duplicados) ausentes em individuos controlo (N = 5459)
ou cuja sequéncia n&o tinha uma sobreposicao significativa (<20%) com
CNVs benignos descritos em bases de dados publicas. Foram ainda
incluidos todos os CNVs que continham genes ou regides sindrémicas
associadas as PEA. Um total de 180 CNVs génicos foi identificado,
variando entre 5 kb e 3 Mb, a maioria dos quais (62%) eram dele¢des.
Estes CNVs continham entre um (73% dos CNVs génicos) a 25 genes
num unico CNV, e 23.5% eram de novo. A maioria dos CNVs (86%)
estava presente num Unico individuo, com excegao de 23 CNVs comuns
(frequéncia de 1% ou mais na populacéo analisada), distribuidos por
seis regides genomicas, e que foram identificados em 26 individuos.
Cada um destes CNVs comuns estava presente em 3 a 6 pacientes,
e incluia genes/regides anteriormente implicados no autismo, tais como
aregido 16p13.11 (N = 3), e os genes DPYD (N = 5), PARK2 (N = 6),
e VPS13B (N = 3).

_Para categorizagéo fenotipica, foram analisadas as correlagdes entre
caracteristicas gendmicas dos 180 CNVs génicos (por ex. tamanho,
deleces ou duplicacdes, n® de genes por CNV, contetdo génico) e
a apresentagao clinica dos 139 individuos em que estavam presentes.
Foram definidas como categorias fenotipicas a existéncia de défice
intelectual (Ql<70, N=59), de dismorfismos minor (N = 17) e de histdria
familiar de perturbagdo neuropsiquiatrica (N=78) . Nesta
amostra encontraram-se mais dele¢ées do que duplicagdes,
independentemente da apresentacéo clinica. Individuos com défice
intelectual, dismorfimos minor e/ou histéria familiar apresentavam uma
tendéncia para uma maior sobrecarga de CNVs génicos, assim como
para um maior numero de genes em CNVs, por individuo, € um maior
tamanho médio dos CNVs.

_A andlise genética dos pais mostrou que 76,5% dos CNVs génicos
eram herdados de um ou ambos 0s progenitores. Usando a informagéo
obtida através de ferramentas que permitem avaliar tragos sub-clinicos
de autismo, como o Social Responsiveness Scale (SRS) e o Broad
Autism Phenotype Questionnaire (BAPQ) (°£) foi analisada a correlagéo
entre a heritabilidade dos CNVs e cotagdes positivas nestes questionarios
para os pais. Um excesso significativo de tragos sub-clinicos de autismo
foi observado em pais que transmitiam CNVs, para os resultados do
BAPQ, no que diz respeito a personalidade "indiferente" (aloof),
caracterizada pela falta de interesse na interac@o social

Andlise de correlacdes entre pares de familiares (pais/filnos, maes/filhos
e pais/maes), utilizando o questiondrio SRS, mostraram ainda uma
correlacéo significativa entre ambos os pais.
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Grafico 1: [ Relacéo entre as diferentes categorias fenotipicas dos individuos com PEA e as vdrias caracteristicas dos CNVs destes individuos.
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Foram feitas comparacgées entre: 1) UT vs T, 2) UT vs Tmat e 3) UT vs Tpat. UT, progenitores que ndo transmitem CNVs génicos;
T, progenitores que transmitem CNVs; Tmat, maes que transmitem CNVs; Tpat, pais que transmitem CNVs.
Personalidade indiferente (aloof), falta de interesse na interagdo social; personalidade pragmatica (prs), com défices de comunicagao;
personalidade rigida (rigid), falta de capacidade de adaptagao. * P<0,05.
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_Para identificacdo de possiveis vias fisiolégicas convergentes dos
genes contidos nestes CNVSs, foi ainda realizada uma andlise de networks
de genes, partindo dos 314 genes duplicados ou deletados. Esta andlise
definiu uma network compreendendo 85 genes, uma fragdo dos quais
previamente implicados nas PEA (p.ex. CACNA1C, PTEN, FOXP1,
NRG1, NRG4, CHD7). Utilizando os algoritmos de definicao de
vias fisiolégicas KEGG e GO, observou-se um enriquecimento nesta
network de genes implicados no desenvolvimento do sistema nervoso
central e na regulagao de processos catabdlicos celulares ,
consistente com resultados de estudos genéticos e funcionais prévios
para as PEA.

Figura 1:
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_O rastreio e caracterizagédo de CNVs em pacientes com PEA com
informagéo clinica detalhada, e a sua integracdo em bases de
dados internacionais, tem possibilitado uma distingdo cada vez mais
rigorosa entre variantes patoldgicas e variantes benignas. No estudo
presente foi possivel um aumento substancial no nimero de diagndsticos
etioldgicos neste grupo de pacientes. A implementacéo de algoritmos
de data mining permitirdo uma categorizagéo ainda mais rigorosa
dos CNVs de acordo com os dados clinicos, na auséncia de hipéteses
estabelecidas a priori. O estudo mostra também a importancia de nao
limitar os diagnésticos etioldgicos aos CNVs de novo, uma vez que
em casos de CNVs transmitidos os progenitores por vezes apresentam
tracos sub-clinicos de PEA, que ao ndo serem aparentes
poderdo mascarar um CNV patolégico que é transmitido. Finalmente,
este estudo identificou uma network funcional de genes implicados no
autismo, contribuindo para o conhecimento das vias fisiolégicas na base
desta patologia.

Network funcional de 85 genes contidos nos CNVs identificados nesta amostra de pacientes, usando o software String (7),
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