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JESUS, C.C.P. Estudo de Variagdes de Numero de Copias (CNVs) em Pacientes com
Transtorno do Espectro Autista na cidade de Salvador (BA). [dissertacdo]. Salvador:
Programa de Pos-graduacdo em Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas, Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia; 2019. 92f.

RESUMO

Introducdo: O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um grupo de condi¢cbes
caracterizadas por alteragcbes no comportamento social, na comunicagéo e na linguagem e por
um repertorio restrito, estereotipado e repetitivo. Por ter se tornado cada vez mais presente em
nossa realidade mundial, descobrir as causas do desenvolvimento desse transtorno é cada vez
mais importante. O TEA tem origem multifatorial, sendo os fatores genéticos associados a
varia¢fes no numero de copias (CNVs), uma das vertentes que tem sido objeto de estudo para
buscar elucidar os casos idiopaticos. Objetivo: Estudar as CNVs encontradas em pacientes
com TEA, buscando identificar genes que expliquem sua etiologia. Materiais e Métodos: A
amostra foi por conveniéncia, ndo probabilistica. Foram analisados 80 pacientes no periodo de
01 de maio a 15 de outubro de 2019. As CNVs encontradas foram analisadas nos bancos
publicos de CNVs, e os genes foram avaliados no banco de dados do site STRING e do site
SFARI. Resultados: Foram observados 20 casos alterados, sendo 7 CNVs patogénicas e 13
CNVs de significado incerto (VOUS). Conclusdo: A analise das CNVS, com base no
STRING e no SFARI permitiu identificar genes associados ao TEA e reclassificar as CNVs
VOUS quanto a sua relagdo com o TEA.

Palavras-chave: Transtorno do espectro autista. Autismo. Variacdo no nimero de copias.
Microarray. Rede de genes.



JESUS, C.C.P. Copy Number Variation (CNV) study in patients with Autism Spectrum
Disorder in the city of Salvador (BA). [Dissertation]. Salvador: Postgraduate Program in
Interactive Processes of Organs and Systems, Health Sciences Institute, Federal University of
Bahia; 2019. 92p.

ABSTRACT

Introduction: Autism Spectrum Disorder (ASD) is a group of conditions characterized by
changes in social behavior, in communication and in language, and a restricted, stereotyped
and repetitive repertoire. As it has become increasingly present in our world’s reality,
discovering this disorder’s development causes is increasingly important. ASD has a
multifactorial origin, with genetic factors associated with copy number variations (CNVSs),
one of the aspects that have been the study’s object in order to elucidate idiopathic cases. The
Obijective: To study the CNVs found in patients with ASD, seeking to identify genes that
explain their etiology. Materials and Methods: A convenience sampling, a nonprobability
sampling was used. Eighty patients were analyzed from May 1 to October 15, 2019. The
CNVs found were analyzed in the public CNVs banks, and the genes were evaluated in the
STRING and SFARI databases. Results: Twenty altered cases were observed, in which 7
CNVs were pathogenic and 13 CNVs were of uncertain significance (VOUS). Conclusion:The
CNVs analysis, based on STRING and SFARI, allowed to identify genes associated with ASD
and to reclassify CNVs VOUS regarding their relationship with ASD.

Keywords: Autism spectrum disorder. Autism. Copy Number Variation. Microarray. Gene
network.
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1. INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) tem sido um distdrbio cada vez mais
frequente no mundo. Por sua amplitude caracteristica, exibe um espectro bem variado
de expressdes fenotipicas em cada um dos pacientes, de forma bem diferente. O
crescimento do ndmero de casos de TEA, principalmente do transtorno de caréater
idiopatico, tem elevado o numero de pesquisas em busca da elucidacdo desses casos. As
causas geneticas tém sido a primeira linha de pesquisa para compreender como o0 TEA
se desenvolve no individuo. Dentre a procura por alteragdes genéticas, as CNVs tém
sido frequentemente estudadas, principalmente aquelas que apresentam genes
envolvidos com fungbes sinapticas ou desempenham algum papel no desenvolvimento
do sistema nervoso.

Ainda se tratando de CNVs, a presenca de CNVs VOUS, que apresentam
significado incerto, tem despertado muita divida sobre até que ponto aquela CNV
estaria sendo responsavel pelo fenétipo exibido. Diante desse questionamento, o estudo
dos genes presentes nessas CNVs, através de rede de genes (redes proteicas complexas)
pode ajudar a nortear a ressignificacdo dessa CNV ambigua.

Neste trabalho, buscou-se estudar as CNVs encontradas em pacientes com TEA
de etiologia desconhecida em um grupo de pacientes da cidade de Salvador (BA), bem
como analisar as CNVs VOUS através da rede de genes para observar as interacdes

génicas, identificando os genes associados ao TEA.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Estudar CNVs encontradas em pacientes com TEA, de etiologia desconhecida,

em um grupo de pacientes na cidade de Salvador/Ba.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
»Estudar as CNVs classificadas como de significado incerto (VOUS) e
patogénicas, identificadas nos pacientes com TEA.

» Analisar a interagdo entre os genes atravées de redes complexas.

= |dentificar genes associados ao TEA nas CNVs encontradas, contribuindo com a

construcao de painéis.

= Subclassificar as VOUS como provavelmente patogénica, provavelmente

benigna ou sem subclassificagdo, a partir da analise de rede de genes.
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3. REFERENCIAL TEORICO

O transtorno do espectro autista (TEA) € constituido de um grupo de condi¢des
caracterizadas por alteracdo no comportamento social, na comunicacdo e na linguagem e
por um repertorio restrito, estereotipado e repetitivo de interesses e atividades®. Os sinais
aparecem logo nos trés primeiros anos de vida, permanecendo até a idade adulta®. Os
individuos acometidos por esse transtorno podem apresentar alto comprometimento
intelectual, bem como altas habilidades cognitivas.t

O TEA tem se mostrado cada vez mais constante e presente em nossa realidade
mundial. Segundo estimativa da OMS (Organiza¢do Mundial da Salde), esse transtorno
aflige 1 em cada 160 criangas no mundo, podendo a prevaléncia global ser bem maior,
uma vez que, em paises de baixa e média renda, esse dado permanece ainda desconhecido
devido a escassez de estudos epidemiologicos efetivos. O acesso a melhores condigdes de
salde tem permitido rapidez no diagndstico, bem como projetos de sensibilizacdo do
publico em geral acerca do TEA, o que tem tornado possivel a percepcdo desse
crescimento global nos Gltimos 50 anos.!

No Brasil, ainda sdo escassos 0s estudos epidemioldgicos sobre o0 TEA. S6 foram
encontrados 3 estudos que abordam esse tema: o estudo piloto realizado na cidade
paulista de Atibaia®, uma dissertacdo de mestrado sobre a prevaléncia do autismo em
Santa Catarina* e um estudo realizado por Costa e Nunesmaia® na regido Nordeste. Em
um estudo realizado sobre a avaliacdo da literatura cientifica brasileira até o ano de 2009,
Teixeira et al. encontraram somente 03 artigos voltados para epidemiologia brasileira do
autismo. Em contrapartida, no mesmo periodo, foram observados 560 artigos
internacionais com desenho epidemioldgico.®

No estudo desenvolvido na cidade de Atibaia, em S&o Paulo, foi encontrada uma
prevaléncia de 27,2/10.000, sendo considerada uma frequéncia baixa para uma populacdo
numerosa. Dentre as hipdteses levantadas, acredita-se que o diagnostico tardio e 0 acesso
limitado aos servigos de saude tenham interferido no valor real desse dado, mostrando
gue mais estudos sdo necessarios para ajudar a elucidar lacunas ainda existentes sobre o
TEA no Brasil 2

Sendo essa prevaléncia mundial tdo expressiva, 0 aumento da incidéncia do TEA

tem levantado muitos questionamentos acerca de sua etiologia, sendo fatores geneticos e
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ambientais indicados como principais causas para o desenvolvimento do TEA. Dentre 0s
fatores genéticos do TEA, a epigenética, genes envolvidos em fungdes sinépticas, bem
como copy number variation (CNVs) tém sido citados em inimeros trabalhos cientificos
como os principais causadores do transtorno do espectro autista.?

Ainda no @&mbito da genética, o estabelecimento de genes candidatos também vem
sendo empregado no processo de pesquisa para uma maior compreensdo das causas do
TEA. Até 0 més de julho de 2019, cerca de 1.089 genes foram associados ao TEA'.
Anormalidades cromossdmicas oferecem uma répida identificacdo de regides candidatas
para a descoberta desses genes e, dessa forma, delecGes ou duplicacées podem determinar
regides de interesse.®

Essa alta associacdo entre TEA e fatores genéticos demanda a necessidade de
mais estudos na area da genética médica, buscando entender melhor a etiologia dessa
doenca. Pesquisa de CNVs utilizando a técnica de microarranjos tem sido apontada
com uma ferramenta eficiente na confirmacdo do diagndstico do autismo, sendo
amplamente utilizada como teste inicial em outros paises.®

Em estudo realizado por Trakadis e Shevell'®, analisando 114 criangas que
apresentavam atraso do desenvolvimento global, sugeriu ser mais rentavel a substituicao

do cari6tipo pelo microarray para tal diagnostico.

3.1 HISTORICO

A perda de contato com a realidade, acarretando em uma grande dificuldade ou
impossibilidade de comunicacdo, foi nomeada “autismo” pela primeira vez em 1911 pelo
pesquisador Suico Paul Eugen Bleuler'!. Em 1942, Leo Kanner, um psiquiatra austriaco,
descreveu esse comportamento social diferente apds avaliar 11 criangas que
apresentavam incapacidade e (ou) dificuldade de se relacionar com outras pessoas,
exibiam movimentos estereotipados e habilidades pouco conhecidas entre o repertorio
linguistico da crianga, como inversao de pronomes e ecolalia (repeticdo da ultima palavra
ou da fala do outro).> 13

Em 1956, Kanner publicou outro trabalho associando o autismo a um quadro de
psicose'?. Durante as décadas de 50 e 60, surgiram muitos questionamentos acerca das

causas do autismo, sobre 0 que levava essas criangas a apresentarem essa caracteristica
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tdo peculiar. Por muito tempo, acreditou-se que as criancas autistas eram fruto de pais
distantes emocionalmente de seus filhos.*®

Na década de 60, 0 autismo comecou a ser associado a um transtorno cerebral
presente desde a infancia, até que, em 1976, Ornitz e Ritvo* dissociaram o autismo da
atribuicdo a psicose, relacionando-o a um deficit cognitivo associado com um distdrbio
comportamental e do desenvolvimento. Em 1978, foram estabelecidos, por Michael
Rutter, critérios para a definicdo do autismo. Em 1980, o DSM-III (Manual de
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais — 32 Edi¢do) criou uma nova classe de
transtornos, denominado Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (TIDs) na qual o
autismo foi incluido.'?

Por se tratar de uma manifestacdo clinica tdo diversa e exibir uma variacao
fenotipica tdo grande, tem sido dificil estabelecer um grupo fechado que venha a abranger
toda essa variagdo, o que pode ser verificado nas mudancas de classificagdo em que o
TEA foi inserido pela Associacdo Americana de Psiquiatria, desde o Manual de
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais — 12 Edicdo (DSM-I) até a DSM-V (52
Edicdo). Na DSM-I, o autismo foi classificado como esquizofrenia infantil, e somente na
DSM-111 foi reconhecido como um transtorno a parte. 1620

Atualmente, com a cria¢do da nova categoria diagndstica denominada Transtorno
do Espectro Autista (TEA) proposta no DSM-V, o TEA esta classificado, estabelecendo-
se outros critérios clinicos de diagndstico, com uma subdivisdo por niveis, de acordo com
0 grau de severidade das caracteristicas apresentadas pelos individuos. Os principais
critérios clinicos sdo: déficits persistentes na comunicacgdo social e na interacdo social em
multiplos contextos e padrfes restritos e repetitivos de comportamentos, interesses ou
atividades. Essas caracteristicas sdo classificadas em: Nivel 1, necessita suporte; Nivel 2,
necessita de suporte substancial; e Nivel 3, necessita de suporte muito substancial. Tais
niveis podem ser interpretados como grau leve, moderado e severo.?°

Outra alteracdo — para facilitar o diagnéstico do transtorno e melhorar a
codificagdo para 0 acesso a servi¢os de saude — foi proposta pela OMS através da nova
versdo do CID (Codigo Internacional de Doengas). A 112 Edicdo foi apresentada na
Assembléia Mundial da Saide em maio de 2019, para o treinamento dos profissionais de
salide, e ha previsdo para que essa edicdo entre em vigor em 202221, A nova edicdo
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proposta cria uma Unica categoria denominada Transtorno do Espectro Autista, Codigo
6A02, dentro do capitulo 6, Transtornos mentais, comportamentais ou do
neurodesenvolvimento, incluindo os diversos diagndsticos do autismo associados ao
desenvolvimento intelectual e de linguagem, e Transtorno do Espectro Autista
especificado e ndo especificado. Diferente da CID 10 (102 edicdo), na qual o autismo é

incluido no Transtorno Global do Desenvolvimento.?? 23

3.2 CAUSAS DO TEA

Diante dessa caracteristica tdo peculiar da exibicdo de fenotipos tdo variados,
muito tem se estudado buscando entender as causas do transtorno do espectro autista. O
autismo pode ser observado em algumas sindromes como alguns dos sintomas exibidos,
como, por exemplo, o X-fragil. Entretanto, individuos autistas que ndo possuem uma
sindrome associada tém despertado o interesse dos profissionais de salde e da
comunidade cientifica na busca do conhecimento etioldgico do transtorno.

Atualmente, a etiologia do TEA o apresenta como uma doenca de causa
multifatorial, sendo o Unico transtorno neuropsiquiatrico que exibe alto grau de
herdabilidade® 2* 2°. No trabalho escrito por Bailey et al.?®, que avaliou o0 TEA em um
grupo de @gémeos monozigbticos, esse transtorno apresenta cerca de 90% de
herdabilidade.

Dada a caracteristica multifatorial, muitos fatores genéticos e ambientais podem
estar contribuindo para a manifestacdo clinica do TEA. Muitas teorias surgiram
tentando explicar o numero de criangas com o TEA. Vérios estudos foram realizados
tentando estabelecer a relagdo entre exposicdo a poluentes atmosféricos, material
particulado, pesticidas e outros desreguladores endocrinos, talidomida, lGpus,
misoprostol, acido valproico, dentre outros fatores ambientais durante os periodos preé,
peri e pos-natal. Entretanto, as conclusdes obtidas ndo foram fortemente confirmadas
para estabelecer alguma relagdo.?” 2

Outras teorias de ordem ambiental foram surgindo no decorrer dos anos e
causaram muito questionamento e polémicas, como a associacdo do nascimento de
criangas com autismo e vacinas, como a da rubéola e a triplice viral. Contudo, tais

teorias também n&o apresentaram evidéncias cientificas suficientes para confirma-las.?
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Estudos voltados para explicagcbes ambientais estdo cada dia mais apresentando
evidéncias sugestivas de que eventos ambientais podem, de alguma forma, mudar o
padrdo epigenético e, consequentemente, modular a expressao génica de genes que
podem estar envolvidos na manifestagdo do TEA.?’

A revisdo realizada por Ng et al.?®, buscou avaliar, durante os anos de 2003 a
2013, os principais fatores ambientais que poderiam contribuir para a manifestagéo
clinica do TEA. Dentre os estudos publicados nesse periodo, foram encontrados,
majoritariamente, os de carater fisiologico e quimico. Os estudos que avaliaram 0s
fatores sociais e nutricionais foram em nimero consideravelmente menor. A exposicao
a metais pesados foi a suposta causa que mais apresentou estudos, embora a falta de
informacBes sobre o tempo de exposi¢do ndo oferecesse evidéncia significativa para a
associacdo. A idade avancada dos pais foi considerada o mais consistente fator
fisiologico, seguido do baixo peso ao nascer, prematuridade e complica¢bes durante o
periodo gestacional.

Sandin et al.®’, estudaram se o avanco da idade materna e paterna esta
independentemente associado ao risco de TEA. Esse estudo foi uma coorte entre 5
paises (Dinamarca, Israel, Noruega, Suécia e Australia Ocidental), com 30.902 casos de
TEA. Foi observado o aumento do risco relativo de TEA para idade avancada de ambos
o0s pais. Entretanto, foi observado também que mées jovens também podem contribuir
para 0 aumento do risco de TEA, e que a idade paterna pode contribuir mais que a idade
materna em geral, apoiando a hipétese do ICARE (International Collaboration for
Autism Registry Epidemiology), de que a idade avancada de ambos os pais, no
momento do nascimento, é independentemente associada ao risco de TEA na prole. O
risco observado no trabalho também foi elevado para pais com idades diferentes, em
que a diferenca entre eles seja maior do que 10 anos.

Do ponto de vista genético, a analise dos cromossomos, de um modo geral, tem
indicado varias associagdes do autismo a alguns deles, sendo 0os cromossomos 2 e 7 0S
que apresentam uma ligacdo mais robusta em autistas com altos déficits de linguagem.
Em 1998, o Consércio Internacional para o Estudo da Genética Molecular do Autismo

associou, em um grupo de 56 familias no Reino Unido, um distarbio familiar severo de
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linguagem a regifo g31 do cromossomo 73!, no qual o gene RELN tem sido associado
ao autismo.3> 3

Em estudo realizado por Costa e Nunesmaia®, em 1998, no qual foram
avaliados 36 individuos autistas de ambos 0s sexos e pertencentes a familias diferentes,
em 03 regides do Nordeste do Brasil, foi observada uma propor¢cdo maior de autismo
em individuos do sexo masculino, 03 vezes maior que no sexo feminino, 77,8% e
22,2%, respectivamente. Ainda nesse estudo®* foi evidenciada uma recorréncia familiar
de 11,42%, como é observado em varios trabalhos que apresentam uma taxa de
recorréncia de 3 a 8%3! %2, além de um grau significativo de casamentos consanguineos,
que foi superior ao esperado, confirmando a caracteristica multifatorial da TEA, uma
vez que o endocruzamento aumenta a probabilidade de doencas dessa ordem.

Dado o perfil genético apresentado por essa desordem, dentre outras
caracteristicas genéticas, a analise de variacbes no nimero de copias (CNVs) tem sido
alvo de vérios estudos, uma vez que foram descobertas muta¢des de novo, que néo estao

presentes nos pais, mas s&o geradoras de variabilidade genética.® %

3.3 COPY NUMBER VARIATIONS (CNVs)

As CNVs sdo alteragbes gendmicas com pelo menos 1kb de extensdo e
envolvem ganhos ou perdas (duplicaces ou delecGes) quando comparadas ao genoma
de referéncia. Essas variacOes estdo presentes em todos os individuos e podem ser
CNVs de carater normal ou patoldgica. 3738

O Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica e a Associacdo de
Patologia Molecular (ACGM) recomendam que as CNVs encontradas sejam nomeadas
como ‘“variantes” e sejam classificadas como variante patogénica, provavelmente
patogénica, significado incerto (VOUS), provavelmente benigna ou benigna.3°

Essa classificacdo, proposta pela ACGM?°, estabelece como variante benigna a
CNV, que ndo é encontrada em individuos com certos fenotipos estabelecidos.
Entretanto, ela foi relatada em multiplas publicacdes e é repetidamente encontrada na
populacdo normal. Para as variantes patogénicas, a CNV é bem documentada como
clinicamente significativa em varias publicacfes, independentemente de a penetrancia e

a expressividade da CNV serem conhecidas por serem variaveis. As variantes de
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significado incerto (VOUS) representam uma categoria ampla de CNVs que ndo foram
relatadas ou, se relatadas, ndo apresentaram evidéncias suficientes disponiveis para o
seu significado clinico inequivoco. Todas as CNVs que ndo podem ser classificadas
como patogénicas ou benignas estdo incluidas nesse grupo.

Diante das CNVs VOUS, com carater inespecifico, é possivel, através da analise
proposta por Beata Nowakowska*®, subclassifica-las sugerindo um possivel caminho
para auxiliar na interpretacdo do diagnostico inconclusivo delas. E sugerida a
subclassificacdo da VOUS como provavelmente patogénica quando essa CNV for
descrita previamente em um Unico paciente, com um fenotipo similar, ou a presenca de
um gene CNV tem uma funcéo relevante para a razéo pela qual o paciente referencia.
Provavelmente benigna é a subclassificacdo indicada para a CNV que néo inclui genes
relevantes para o fendtipo, mas excede o critério de tamanho. Aquelas CNVs VOUS
que ndo se enquadram em nenhum desses critérios estdo inclusas nas CNVs VOUS sem
subclassificacdo, as quais possuem genes, mas ndo se sabe se esses genes sao sensiveis
a dosagem, ou pouco se conhece sobre sua fungdo®!.

A classificacdo das CNVs exige um profundo e detalhado estudo, o que pode
levar a falta de consenso entre os pesquisadores, abrindo espaco para a interpretacéo
médica. Muitas vezes, essa interpretacdo varia entre os laboratérios, permitindo, em
algumas situacdes, erros de diagndstico para o paciente.*?

A associacdo entre CNVs e pacientes autistas tem apresentado frequéncias
significativas de 8 a 11,6%. Avaliando apenas as mutacfes de novo, em familias que
apresentam um individuo afetado, sdo encontradas frequéncias que variam entre 5,6 a
10%. Em familias com mais de um afetado, ha variacdo de 2 a 5,5%, permitindo uma
reflexdo sobre a possibilidade de existéncia de alelos de susceptibilidade nos casos de
autismo familiais, atuando juntos para modular o risco de autismo.36: 43

Exames genémicos para CNVs demonstraram uma ocorréncia de 10 a 20% dessas
variantes em individuos com TEA. As CNVs presentes nos cromossomos 15, 16 e 22, nas
regides gl11-ql13, pl1.2 e gl13, foram encontradas em aproximadamente 3 a 5% dos
individuos afetados. A CNV encontrada no cromossomo 22 apresenta um tamanho que
varia entre 100Kb a 9Mb e envolve sempre o gene SHANKS, que ja foi descrito, em

muitos trabalhos, como ligado ao fendtipo autista.** %°
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Foram observadas evidéncias da penetrancia incompleta de CNVs: 40% foram
detectadas em pacientes autistas que possuiam pais saudaveis®® 43, Em estudo realizado
com 10 pacientes com TEA, foi observada uma nova mutacdo no gene ADNP (Activity
Dependent Neuroprotetor Homebox), presente no cromossomo 20, sob estimativa de
mutacdo em 0,17% dos casos de TEA, o que o incluiu entre 0s genes mais
frequentemente associados ao autismo®.

Segundo Geschwind® 3, as CNVs sdo mais acentuadas em filhos de pais mais
velhos. Foi observado que o nimero de mutacbes em filhos autistas aumentava conforme
a idade paterna fosse maior. A idade materna também influenciou na quantidade de
mutacdes, mas a idade paterna ainda apresentou graus significativos de interferéncia®® 47,

Pesquisas envolvendo as CNVs estdo cada vez mais frequentes, e o surgimento
de novas tecnologias citogenéticas tem permitido uma rapida identificacdo de delecdes e
duplicacdes cromossdmicas®. A utilizagdo da técnica de analise em microarranjos
detecta ganhos e perdas no DNA associados a alteragdes cromossdmicas
desbalanceadas. A hibridacdo gendmica por arranjos de polimorfismos de um Unico
nucleotideo (SNP-array) tem permitido a identificacdo de CNVs através da hibridacéo
do genoma do paciente a um chip com sondas polimdrficas para genes especificos. Essa
técnica tem trazido muita esperanca de contribuir na elucidacdo dos fatores responsaveis
pelo acometimento dos disturbios do espectro autista.®

Durante cerca de 50 anos, a deteccdo de grandes alteracdes cromossdmicas,
como a trissomia do cromossomo 21, era realizada por cariotipagem. Com o passar do
tempo e com o surgimento de novas tecnologias, a andlise de microarranjos
cromossémicos (CMA), se tornou o teste clinico de primeira linha para a deteccdo de
CNVs causadoras de doencas, seguida pelo sequenciamento do exoma para encontrar
SNVs e indels.*®

Em muitos paises, a utilizacdo da técnica de CMA tem substituido o cariotipo e
tem se tornado teste inicial para triagem de pacientes que apresentam doencas ligadas ao
neurodesenvolvimento, tais como atraso do desenvolvimento, deficiéncia intelectual e
TEA. A utilizagdo do microarray nesses paises tem mostrado grande eficiéncia no
entendimento e no diagnostico de doencas causadas por CNVs. Na contramdo desse
avanco no alto indice de diagnostico e deteccdo, o0 aparecimento de variantes com



27

significado incerto (VOUS) tem despertado muitos questionamentos quanto a sua real
significancia e o quanto essas variantes estdo, de fato, contribuindo ou ndo com a
expressio do fendtipo.*?

Em estudo realizado em 2015, por pesquisadores do Egito, com 30 criancas
autistas, buscando identificar alteragdes cromossdémicas no nivel do cari6tipo, que
estivessem associadas ao autismo, ndo conseguiu detectar alteracdes nessa resolucéo,
salientado a necessidade de tecnologias mais sensiveis.*®

A compreensdo das VOUS tem se mostrado um desafio, justamente pelo carater
ambiguo que elas podem exibir, uma vez que sdo encontradas tanto em pacientes
afetados quanto na populagdo considerada “normal”. Essas variantes sdo, em sua
maioria, herdadas de pais que ndo apresentam o mesmo fendtipo estudado,
aparentemente “‘saudaveis” e, muitas vezes, estdo associadas a caracteristicas
fenotipicas variaveis, tornando a interpretacéo clinica desafiadora.*?

As CNVs podem ser encontradas em todos 0S Cromossomos, com uma
ocorréncia de de 10 a 20% em pacientes com TEA, sendo que a maioria dessas CNVs
sdo consideradas raras. Atraves dos exames de diagndstico, as CNVs de novo ou
herdadas estavam presentes em até 10% dos casos de autismo. Apesar dessa
caracteristica abrangente, estudos sugerem que existem alguns cromossomos que
apresentam uma maior suscetibilidade para apresentar essas alteracfes. Dentre os 23
cromossomos humanos, 0 cromossomo 16 tem mostrado estar associado a variantes
estruturais, delecdes e duplicacGes desequilibradas. A regido 16p13.11 possui trés
intervalos (I, 11 e 111), cada um flanqueado por sequéncias ricas em repeticGes de pouca
copia (LCRs), também chamadas de duplicacdes segmentares. Acredita-se que esses
elementos repetitivos aumentem o risco de rearranjos cromossémicos via recombinacgédo
homdloga ndo alélica (NAHR). As dele¢bes na regido 16p13.11 sdo consideradas
patogénicas, enquanto a significancia de suas duplicagdes reciprocas ainda esta em
debate.42'45' 50- 53

Por ser uma CNV muito frequente, a duplicacdo 16p13.11 apresenta penetréncia
incompleta e expressividade varidvel. Essa duplicacdo ocorre atraves do processo
descrito acima (NAHR). Esse processo é altamente observado em pacientes que
apresentam desordem do desenvolvimento e TEA. O estabelecimento da associagédo
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entre as manifestagdes clinicas e as CNVs tem sido um grande desafio entre o0s
estudiosos devido a amplitude dos fenétipos e a diversidade de CNVs. Além disso, na
maioria das vezes, a CNV herdada é proveniente de um pai que aparenta ser saudavel. 42

No estudo desenvolvido por El Khattabi et al.*, a duplicacio de 16p apresentou
caracteristicas mais comuns associadas ao atraso da fala e a dificuldade de aprendizado,
TEA e alteragdes cardiacas na aorta. Diante desses achados, foi possivel buscar entender
a relacdo entre os genes afetados pelas CNVs e, dessa forma, foi admissivel sugerir,
através desses dados, que a duplicacdo na regido 16p13.11 pode ser provavelmente
patogénica quando for associada as manifestacfes clinicas do TEA, a deficiéncia
intelectual e ao atraso do desenvolvimento. Ainda nesse estudo, observou-se também
que, em 20 casos dos 31 avaliados, essa duplicacdo do 16p foi transmitida pela mae e,
em 11 casos, a transmissdo foi paterna, apresentando uma possivel prevaléncia de
transmissdo materna desse tipo de duplicagéo.

Outra regido cromossdmica que tem apresentado facilidade para a ocorréncia de
recombinacbes homologas ndo alélicas, que podem levar a delecdes e duplicacGes
recorrentes, é a regido 2q13. A CNV encontrada nessa regido € uma microdelecdo
herdada geralmente de pais saudaveis na maioria dos casos, cujo tamanho € de 1,71 Mb.
Por muito tempo se acreditou que se tratava de uma CNV com significado incerto;
entretanto, dada a grande associacdo como pacientes com TEA, foi considerada como
patogénica, apresentando penetrancia variavel, 42 52 5455

S&o ainda levantados muitos questionamentos que buscam elucidar o motivo
pelo qual os pais de criangas afetadas, que possuem microdelecdo em seu genoma, Sao
assintomaticos ou apresentam sintomas leves. Alguns pesquisadores tentaram explicar a
possivel razdo para que essa situacdo fosse possivel, tais como: a) genes diferentes
deletados no segmento cromossdmico; b) perda de heterozigosidade, que pode revelar
um alelo recessivo; c¢) os pacientes portadores das CNVs podem ter outras CNVs que
contribuem ou modificam o fendtipo; d) o fator ambiental pode influenciar na expresséo
fenotipica. A penetrancia incompleta e a expressividade varidvel sdo desafiadores
durante o aconselhamento genético.>*°6:57

O TEA ¢ observado em associagdo com muitas sindromes, como parte dos

sintomas apresentados por elas, mostrando uma grande possibilidade de suscetibilidade
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genética compartilhada. Estudos em consorcios tém buscado estabelecer uma relagdo
entre irméos, e tem sido observado que irmdos mais novos de pacientes com TEA
possuem uma taxa de risco para desenvolver TEA maior do que o taxa de 1% da
populacdo. Em alguns casos, muitos genes sdo afetados pela CNVs, Loci abrigando
mutacdes raras, de novo e herdadas. Varia¢Oes estruturais e SNVs tém mostrado afetar,
em sua maioria, genes associados a funcdo sinéptica, remodelacdo da cromatina e
sinalizacdo neuronal. Estudos que desenvolvem modelos genéticos sugerem que pelo
menos 50% da variancia do TEA podem ser provenientes de variacGes hereditarias
comuns. Entretanto, estudos de associagcdo gendémica ndo tém refletido os resultados
mostrados nos modelos propostos.>®-°

Além do carater multifatorial, o0 TEA também exibe um carater multigénico,
revelando um fendtipo que nada mais é do que a combinacdo de variantes raras e
comuns, que podem ou ndo ser herdadas. O modelo do “copo” tem sido proposto para
explicar o TEA, um modelo de heranga e limiar multifatorial, revelando a combinagéo
de vérios fatores, tantos genéticos quanto ambientais, representando maior ou menor
risco associado ao TEA.%!

Hoang et al.%!, produziram um trabalho com base em sua experiéncia com
aconselhamento genético e na analise de dados dos resultados de exames. Eles
propuseram um modelo para a compreensdo da manifestacdo do TEA. Por apresentar
um fenotipo amplo, marcado por variagbes multiplas de expressdo, € possivel considerar
que, na manifestacdo clinica do TEA idiopético, fatores ambientais e genéticos,
herdaveis ou ndo herdaveis, agem em conjunto. O modelo do “copo”, derivado do
modelo do “jarro”, utilizado para doengas mentais, ¢ 0 modelo que mais se aproxima de
uma explicacdo mais assertiva da complexidade do TEA, buscando, dessa forma,
minimizar 0os muitos questionamentos sobre seu desenvolvimento.

Esse modelo do “copo” proposto estabelece que cada individuo seria
representado por um copo, no qual sdo adicionados fatores genéticos e ambientais e, ao
atingir o limite desse copo, o individuo manifestaria 0 TEA. As variantes genéticas
(raras, comuns, herdaveis e ou de novo) seriam representadas por tamanhos de circulos
indicando maior e menor risco para o desenvolvimento do TEA. Esse modelo revela a

heranca multifatorial presente no TEA, levando em consideragdo a diferenca de género
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exibida pelo TEA, uma vez que o limiar do copo do sexo feminino é maior do que o do
copo masculino. Em resumo, conforme esse modelo, se a quantidade de circulos que
forem acrescentados ao copo for pouca e ndo atingirem a borda, esse individuo néo é
considerado autista, embora seja possivel que ele venha a ter filhos com TEA, a
depender das contribui¢Bes adicionais do parceiro. Entretanto, se o individuo chega até
o limite do copo, ele pode ser considerado autista. Esse modelo explica facilmente a
existéncia de variantes que podem, de alguma forma, contribuir para a expressao do
TEA e podem estar presentes nos pais, que sdo aparentemente saudaveis.®

Ainda neste trabalho, foi possivel avaliar as variantes encontradas, sendo
observado que algumas delas possuiam uma alta penetrancia, evidenciando um risco
muito grande para a expressdo do TEA. Essas variantes estdo presentes em genes
associados ao desenvolvimento ou desempenham func6es cerebrais (PTCHD1, NRXN1,
SHANK2, CHDS8, ARID1B, SCN2A, ADNP). Outras variantes exibiam risco, embora,
sozinhas, ndo sejam consideradas como fator preponderante para a expressdo do TEA.5!

Em trabalho realizado por Jacquemont et al.%?, foram utilizados os dados do
banco do Signature Genomic Laboratories, sendo analisadas CNVs de 15.585 casos, nos
quais estavam disponibilizadas informacgdes sobre o género do paciente. Na amostra,
foram analisados 9.206 homens e 6.379 mulheres; destes foram observados 1.379 casos
de TEA. Nesse estudo foi proposta a possibilidade de haver um modelo de protecédo
feminino, uma vez que as mulheres que apresentavam TEA possuiam 2 vezes mais
CNVs grandes em comparagdo aos homens, sendo que elas carregavam mais variantes
deletérias, ou seja, a carga mutacional para que as mulheres venham desenvolver
autismo é muito maior que nos homens, sugerindo, assim, que o cérebro masculino
pode ser sensivel as alteracdes mais leves, sendo elas ja necessarias para a expressao do
fendtipo. Foram observadas também algumas diferengas fenotipicas associadas ao
género, sendo possivel avaliar que as pacientes do sexo feminino que apresentaram o
TEA possuiam QI menores, quando comparadas a pacientes do sexo masculino.
Analisando o banco de dados, foi possivel estabelecer, para esse grupo, uma taxa de
70% de heranca materna para as CNVs autossdmicas, evidenciando esse limiar mais

baixo para o desenvolvimento do TEA para os individuos masculinos.
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No que tange as técnicas utilizadas para a identificacdo de variantes, foi
realizada uma revisdo por Vorstman et al.®®, mostrando as limitagdes das técnicas
quanto a deteccdo de CNVs. O microarray, apesar de ser altamente sensivel, nédo
consegue detectar translocacdes equilibradas ou inversdes. Ja o sequenciamento do
genoma completo e do exoma revela uma quantidade enorme de informagdes e achados
incidentais. O alto nimero de dados gerados por esses exames tem esbarrado na falta de
conhecimento sobre o que fazer com essa vasta informacdo para que Se possa
estabelecer a relevancia clinica desses achados, ressignificando a variedade de variantes
VOUS, que, até 0 momento, tem se apresentado como um desafio para os profissionais
envolvidos. Dada riqueza de informagdes contidas nesses exames, se faz necessario
avaliar a penetrdncia e a expressividade dessas variantes, e compreender as
comorbidades associadas ao autismo para que, assim, se possa oferecer uma condi¢do
de vida melhor para esses individuos.

Neste estudo®, foi observada a pleiotropia somatica das variantes genéticas que
possuiam relacdo com o TEA. Dentre uma série de acometimentos, prejuizo na viséo,
caracteristicas craniofaciais, denticdo anormal, anormalidades enddcrinas, renais e
urogenitais, obesidade, epilepsia, ataxia, problemas alimentares e gastrointestinais e
defeitos no coragdo sdo 0s eventos que mais apresentam associacdo com o autismo. Este
estudo também evidenciou a necessidade de estudos colaborativos em escala global para
uma compreensdo maior das variantes, principalmente as VOUS, para auxiliar no
aconselhamento genético. O esfor¢o colaborativo para a identificacdo dos genes de risco
contribuiu de forma significante para o entendimento da neurobiologia do autismo.
Outro obstaculo encontrado por esses pacientes é a falta da implementacdo de politicas
que oferecam acesso a exame de referéncia, tal como o microarray para TEA e a
assisténcia de qualidade para esses individuos.

Em anélise feita por Pinto et al.®!, foram observados genes afetados por CNVs
de novo, ou que possuiam SNV com perda de fungdo. Quando avaliados em rede de
fungbes proteicas, convergiram nas redes relacionadas a sinalizacdo e desenvolvimento
neuronal, funcdo sindptica e regulacdo da cromatina. Ao avaliar o impacto das CNVs
raras, de novo e herdadas, em 2.446 individuos com TEA e seus pais, que fazem parte
do Autism Genome Project (AGP), e 2.640 controles, buscando genes associados ao
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TEA e identificando as vias comuns para o desenvolvimento das funcdes bioldgicas, foi
observada grande quantidade de CNVs raras presentes nos individuos desse projeto, e
uma alta heterogeneidade etiologica. Foram encontrados 36 loci genéticos diferentes
para 0s 82 pacientes que apresentaram CNVs patogénicas, e mulheres apresentando
CNVs de alta penetrdncia. Outra observacdo significativa diz respeito as delegdes
associadas ao TEA que prejudicam a fungdo sinaptica e o0s processos de
desenvolvimento neurologico, sugerindo que delecdes possam ter um impacto maior
guando estdo associadas a genes com alta expressao no cérebro. E ainda que, em casos
de duplicacéo e sobreposicao dos genes FNRP e PSD, a dosagem alterada desses genes
exibe uma suscetibilidade para o TEA.

Um estudo desenvolvido por Woodbury-Smith®®, buscou identificar as regides
cromossémicas com variantes herdadas que poderiam aumentar o risco para TEA em 28
familias do Canada, sequenciando o genoma completo. Nesse trabalho, foram excluidos
individuos que apresentavam coocorréncias medicas, como o X-fragil, esclerose
tuberosa, dentre outras relagdes ja conhecidas. Foram selecionadas familias grandes e
com, no minimo, 3 afetados, e foram aceitas caracteristicas presentes no amplo espectro
do TEA para a identificacdo do maior nimero de afetados na familia. Foram observadas
a heterogeneidade interfamiliar e a intrafamiliar, bem como a necessidade de se
identificarem os fatores de risco genético em longas familias.

Em revisdo realizada por Liu e Takumi®, foi possivel ter uma visio geral do
panorama genético do TEA, sendo observado, em outras literaturas, que cerca de 31%
dos individuos que apresentam TEA também apresentam deficiéncia intelectual, seguida
de outras comorbidades, como convulsdes, ansiedade, desordem gastrointestinal e do
sono. Ainda nessa revisdo, foi observada, em estudos de gémeos monozigéticos, uma
taxa de concordancia de 70 a 90% e, entre gémeos dizigoticos, essa concordancia chega
somente até 30%, mostrando até que ponto o fator genético tem papel na expressao
daquele fendtipo e em que momento o fator ambiental também vai influenciar. Nesse
trabalho, foram apresentadas, com base na literatura avaliada, as regi6es mais frequentes
ou com maior predisposicdo a apresentar anormalidades associadas ao TEA, tais como
15q11.2-g13.1, 15q13.3 16p11.2, 16p13.3, 2p16.3, 1g921.1, 7q11.23, 3029,22q11.2,
17p11.2, 1712, Xq28.
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No trabalho desenvolvido por Gaugler et al.%°, — baseado em um estudo sueco de
uma coorte de criangas nascidas entre 1982 a 2007 —, que analisou 14.516 casos de
autismo, foi possivel observar a incerteza do espectro alélico devido a dominancia das
variantes raras associadas ao TEA. Entretanto, alguns estudos recentes tém mostrado
que variantes comuns, de pequeno efeito, podem ter um impacto preponderante na
expressdo do fenotipo. No que tange a herdabilidade, acredita-se que ela seja de 50 a
60%, tendo como principal contribuicdo as variantes comuns, sendo as variantes raras
herdadas responsaveis por uma por¢do muito menor. Ao se falar em herdabilidade no
sentido restrito, as variantes raras de novo, esse valor é de aproximadamente 52%, uma
vez que 80% dos individuos portadores de uma CNV de novo ndo seriam afetados se
ndo fossem portadores.

Uma pesquisa qualitativa desenvolvida por Hanish et al.®>, no Centro Médico da
Universidade de Nebraska, nos Estados Unidos, com 20 pais de criancas diagnosticadas
com TEA e que foram encaminhadas para fazer testes genéticos, mostrou que a maioria
dos pais ndo tem conhecimento sobre o objetivo, procedimentos e andlises dos teste
genéticos, ou, se o tem, é limitado. Entretanto eles os consideram benéficos para seus
filhos e suas futuras escolhas reprodutivas. A interpretacdo deles sobre os exames
caminha pelas contribuices ambientais e genéticas para compreender 0 que se passa
com os filhos. Uma vez que haja um diagnostico genético, os pais tendem a acreditar
que o TEA é permanente e diminuem a expectativa sobre o progndstico do filho.
Mesmo quando sdo mostrados o0s riscos e beneficios, eles tendem a prosseguir com 0s
testes, uma vez que buscam respostas para a situacdo de seus filhos através deles,
mostrando a necessidade e a importancia da acessibilidade a esses testes que, em sua
maioria, Sa0 caros e, muitas vezes, incompreensiveis para o publico que ndo tem
conhecimento técnico.

Por ndo existir, até o presente momento, uma terapia que represente a cura do
TEA, 0s exames genéticos para a investigacdo do autismo tém trazido uma luz para o
aconselhamento genético. Através da descoberta da etiologia do autismo, é possivel
estabelecer o risco de recorréncia, principalmente se for levada em consideracdo a
caracteristica de ser influenciado pelo sexo. Dada essa importancia, € necessario um

aconselhamento diferenciado para cada caso, levando-se em consideragéo cada caso, 0s
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contextos psicossociais nos quais a familia esta inserida, percebendo as respostas dos
pais diante das perguntas que norteiam o aconselhamento e utilizando, sempre que
possivel, ferramentas que facilitem o entendimento dos pais sobre 0 TEA, de modo a
trazer a ressignificacdo do resultado para aquela familia. Mostra-se necessario que 0s
profissionais de saude adquiram um conhecimento especializado sobre as variantes,
para que, dessa forma, possam auxiliar a familia no entendimento do resultado genético
de seu filho. ®

A forte associacdo genética exibida pelo TEA e a escassez de trabalhos
desenvolvidos na populacdo brasileira indicam a necessidade de pesquisas que
investiguem essas variantes, o que justifica a realizagdo desta pesquisa. Trata-se de um
estudo de série de casos, observacional e descritivo, ndo comparado, de individuos com
TEA que realizaram analise de microarranjos. O estudo das CNVs encontradas pode
auxiliar no entendimento do processo de desenvolvimento neural desses individuos

acometidos com o TEA
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

A populacdo estudada neste trabalho é constituida de pacientes com transtorno do
espectro autista (TEA) que realizaram o exame de microarray no Centro Laboratorial de
Geneética e Biologia Molecular — DNA.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
Pacientes com TEA de etiologia desconhecida que realizarem pesquisa genética
através de teste de microarray.

4.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO E TAMANHO DA AMOSTRA

Trata-se de um estudo de seérie de casos, observacional e descritivo, ndo
comparado. A amostra do presente estudo foi obtida por conveniéncia e é ndo
probabilistica. E constituida de 80 pacientes que ja possuiam diagndstico clinico para
transtorno do espectro autista, embora sem causa conhecida e realizaram o exame de

microarray para analise genética da etiologia do TEA.

4.4 COLETA DE DADOS

Foram coletados dados clinicos e genéticos dos pacientes diagnosticados com
TEA em ficha especifica para a pesquisa (Anexo A).

Os participantes desta pesquisa foram ao DNA — Centro Laboratorial de Genética
e Biologia Molecular, no periodo de 01 de maio de 2019 a 15 de outubro de 2019 para
realizar o exame de microarray solicitado pelos médicos que os acompanham. Nesse
momento, foram convidados a participar do estudo e assinaram o TCLE. Nenhum
paciente foi submetido a um novo exame de microarray. Foi somente solicitada
autorizacdo para utilizar os dados genéticos e clinicos do laudo desse exame realizado por
eles para o diagndstico do TEA.

O DNA - Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular, utiliza a
plataforma Thermo-Fisher CytoScan 750k para a realizagdo dos exames de diagndstico
de microarray — SNP-array. Esse exame ja foi validado e tem sido amplamente utilizado
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no diagnostico do TEA e dismorfias. A analise de microarray consiste na extracdo de
DNA gendmico e reacdo de SNP-array, que, ap0s processamento, passam por um
software de analise. Nesse software, os chips séo lidos com o Chromosome Analysis suite
(ChAS, Thermo Fisher).

4.5 ANALISES DE CNVs

As CNVs encontradas foram analisadas utilizando-se bancos de dados genéticos
publicos especificos: DGV — Database of Genomic Variants; Decipher
(https://decipher.sanger.ac.uk); OMIM — Online Mendelian Inheritance in Man
(https://www.omim.org); Genome Browser on Human, Simons Foundation Autism
Research Iniciative (https://www.sfari.org); e NCBI - Genome
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).

Os genes encontrados nas CNVs foram analisados através do Banco de Dados
STRING versédo 11.0, que busca estabelecer uma rede de gene (rede proteica) com as
possiveis interacdes génicas associadas. As interacGes estabelecidas pelo banco de
dados podem ser diretas (fisicas) ou indiretas (funcionais), através de mecanismos de
bioinformatica dos organismos e interagdes conhecidas em outros bancos de dados
primarios. O STRING cobre, até 0 momento de construcdo desta dissertacdo, 24,6
milhdes de proteinas e 5.090 organismos®, tendo como fonte principal de dados
previsdes do contexto genémico e experimentos de laboratérios de alto rendimento,
coexpressdo conservada, citacdes de texto automatizadas dos trabalhos nos bancos de
dados e conhecimento anterior de bancos de dados reconhecidos internacionalmente.

Foram estabelecidos critérios para avaliacdo das redes protéicas para 100 genes,
sem a utilizacdo do Textiming (ferramenta de analise do STRING) e valor de confianca
de 0.7 (alta confianga), para garantir & rede uma maior confianga quanto as possiveis
interacdes. Os genes encontrados nas redes proteicas estabelecidas que possuissem
algum tipo de relacdo com os processos desenvolvidos no sistema nervoso, em fungdes
sinapticas, entre outros, foram avaliados no banco de dados do site SFARI-Gene da
Fundagdo Simons, internacionalmente conhecida por desenvolver pesquisas acerca do

autismo, buscando estabelecer possiveis genes candidatos e CNVs associadas.
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O SFARI-gene possui um critério de classificagdo baseado em evidéncias, a
partir do qual classifica os genes e suas possiveis interagdes.

e S: Sindrémico — TEA presente em sindromes (ex.: X-Fragil). Quando ha
evidéncias de associagdo com o TEA idiopatico, ha numeracédo
correspondente a categoria na frente da letra (ex.: 2S)

e Score 1: Categoria 1 — Alta confianca

e Score 2: Categoria 2 — Candidato forte

e Score 3: Categoria 3 — Evidéncia sugestiva

e Score 4: Categoria 4 — Evidéncia minima

e Score 5: Categoria 5 — Hip6tese, mas ndo testada

e Score 6: Categoria 6 — Evidéncia ndo suportada

Até o presente momento, menos de 10% dos genes avaliados pelo SFARI se
enquadram nas categorias 1 e 2. Para este trabalho, foi admitido o critério de so
considerar os genes classificados na categoria 1, 2, 3, 1S, 2S e 3S, por estarem
associados ao TEA idiopatico.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS
As analises estatisticas da amostra, em geral, foram feitas através do programa
Excel.

4.7 ASPECTOS ETICOS

O estudo obedeceu as recomendacdes da Resolucdo CNS N° 466 de 12 de
dezembro de 2012, para o desenvolvimento de pesquisas com seres humanos.

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) —
CAAE: 97907018.0.0000.5662, e aprovado em 22 de marco de 2019.
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5. RESULTADOS

Neste trabalho, foram analisadas as CNVs de 80 pacientes com diagndstico
prévio do TEA e que realizaram exame de microarray. A amostra foi composta de 62
individuos do sexo masculino e 18 individuos do sexo feminino, havendo uma maior
predominancia do sexo masculino, com uma propor¢do aproximada de 4:1. A média de
idade dos pacientes foi de 6 anos, sendo a mediana e a moda equivalentes a 5 anos.
Nesta amostra, foi encontrado somente 1 caso de pais consanguineos e 4 casos de
recorréncia familial, sendo 2 casos de gémeos similarmente afetados e dois casos de
primos afetados.

Dos 80 pacientes, 37 apresentaram o quadro de TEA isolado, e 43 pacientes
apresentaram o TEA associado a dismorfias.

Dos 80 pacientes presentes nesta amostra, 60 (75%) apresentaram o resultado do
exame de microarray normal, e 20 (25%) apresentaram o resultado do exame de
microarray alterado, sendo que 7 deles (9%) apresentaram CNVs patogénicas, e 13
(16%) apresentaram CNVs de significado incerto (VOUS) (Tabela 1). Essas CNVs
foram analisadas utilizando-se o banco de dados de rede proteica String e o banco de
dados da Fundagédo Simons, especializada em pesquisas sobre o TEA.

Dos 7 pacientes com CNV patogénicas, 2 apresentavam TEA isolado e 5
apresentavam TEA com dismorfias. Ja entre os 13 pacientes com CNV VOUS, 3
apresentavam TEA isolado e 10, TEA com dismorfias.

Dentre os 20 pacientes com exame de microarray alterado, 3 apresentavam
também o exame de cari6tipo alterado, exibindo um cromossomo marcador (47, XY +
mar); 0s outros 17 pacientes apresentavam o exame de cariétipo normal.

Os genes encontrados nas CNVs e na rede proteica, associados ao TEA, bem

como sua classificacdo no score do SFARI-gene estdo nas Tabelas 2 e 3.



Tabela 1 — Casos com CNVs patogénicas ou VOUS.

39

(0] 1fi ; (o]
ID Clinica Sexo CNV arr [GRCh37] * PPEE || UEWENLD || GEEITEEED | NFEE
copias (Kb) genes
1 | TEA®*Alaso neuropsicomotor + Baixaestaturae | 15q11.2q13.3(22770421_32915723) x4 4 10145 PATOGENICA | 167
peso. Cariotipo: 47, XY, +mar
2 TEA + Macrocefalia. Cariétipo normal F 15011.2q13.1(22770421_28928730) x3 3 6158 PATOGENICA 129
3 TEA + DI + Dismorfias. Cariétipo normal M 15911.2q13.1(22770421_28704050) x3 3 5934 PATOGENICA 128
4 | TEA+DI+Baixa estatura Obesidade. Cariotipo | 16p11.2(29580020_30190029) x1 1 610 PATOGENICA | 31
5 TEA+ DI. Cari6tipo: 47, XY, +mar M 18p11.32p11.21(136227_15170636) X3 3 15034 PATOGENICA 109
6 TEA. Cari6tipo normal M X(28(154752352_154780670) x0 0 28 PATOGENICA 1
7 TEA. Cari6tipo normal M Xq28(153157412_153868487) x2 2 711 PATOGENICA 39
8 TEA+ Perda do desenxo_lwmento motor e linguagem. M 0p24.2(2688521_2787594) X1 1 99 VOUS 1
Cari6tipo normal
9 TEA. Cariétipo: 47, XY, +mar M 10p15.3(246011_474284) x3 3 228 VOUS 3
15q11.2(22770421_23625785) x3 3 885 VOUS 12
10 TEA + Atraso neuropsicomotor. Cari6tipo normal M 16p13.3(5474788_6340501) x3 3 866 VOUS 3
11 TEA + Hipotonia muscular. Cariétipo normal F 15015.3(43868570_43977181) x1 1 109 VOUS 4
12 | TEA+ Atraso do desenvolvimento + Macrocefalia. | 4 X(28(153357653_153358107) X0 0 0,454 VOUS 1
Cari6tipo normal
13 TEA + Atraso motor + malformagdes. Caridtipo M 1941(218593677_218899769) x1 1 306 VOUS 3
normal 5033.1(150202191 150229902) x1 1 28 VOUS 1
14 TEA. Cariétipo normal M X28(153357355_153358107) x0 0 0.752 VOUS 1
15 TEA. Cariétipo normal M 9p24.3(208454_289697) x1 1 81 VOUS 2
16| TEA*Atraso neuropsicomotor + Criptorquidia. |, 6022.1(116273467_116631592) x3 3 358 VOUS 7
Cariotipo normal
17 TEA + Macrocefalia. Cari6tipo normal M 14931.1(79328701_79473602) x1 1 145 VOUS 1
. Xp22.33 ou Yp11.32(700141_1524208 ou
18 TEA. Cari6tipo normal M 650141 1474208) x3 3 824 VOUS 10
19| TEA+ Altraso neuropsicomotor + Encefalopatia F 11q13.4(73228635_73639033) X3 3 410 VOUS 6
secundaria. Cariétipo normal
20 TEA + AlteragOes 6sseas. Cariotipo normal M 8022.3(104249840_104529833) x3 3 280 VOUS 5

ID — paciente; DI - deficiéncia intelectual; *De acordo com ISCN 2016; **De acordo com ACMG 2016. Fonte: Resultados da pesquisa.
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5.1 ANALISE DAS CNVS PATOGENICAS

5.1.1 Paciente 1

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a atraso
neuropsicomotor, baixa estatura e baixo peso. O exame de cariotipo apresentou 47, XY,
+mar. A CNV encontrada nesse paciente estd localizada no cromossomo 15
(15911.2913.3), possuindo 4 copias dessa regido e tamanho de 10145 kb. O resultado do
SNP-array permitiu caracterizar 0 cromossomo marcador como um iSOCromossomo
15011.2913.3. Nessa regido, estdo localizados 167 genes, incluindo genes que ja foram
descritos no OMIM como associados a sindrome de duplicagdo 15911-q13
(OMIM:#608636), dando a CNV seu carater patogénico. Analisando 0s genes presentes
nessa regido, no banco de dados da rede proteica STRING, foi observado que, até o
momento, somente 43 proteinas dos 167 genes possuem estrutura conhecida. Foi
observada interagdo entre a maioria das proteinas associadas a esses genes.

Durante a andlise, para até 100 proteinas, foram observadas 4 proteinas (CYFIP1,
EIF4A3, NDN, WASF1) associadas a processos no sistema nervoso, envolvidas no
processo de formacéo das estruturas do neurénio. Quando analisados, no banco de dados
SFARI-gene, os genes presentes na CNV e 0s genes encontrados na rede que
apresentaram ligacdo com o sistema nervoso, foi possivel observar 15 genes associados
ao TEA sendo 2 genes (UBE3A, MAGEL?2) pertencentes a categoria 1 (alta confianca), 7
genes pertencentes a categoria 2 (candidato forte) e 6 genes pertencentes a categoria 3

(evidéncia sugestiva) (Tabela 2).

5.1.2 Paciente 2

Paciente do sexo feminino, que apresentava quadro de TEA associado a
macrocefalia e cariotipo normal. A CNV encontrada nessa paciente esta localizada no
cromossomo 15 (15911.2q13.1) apresentando 3 copias dessa regido, indicando que
houve uma duplicacdo dessa regido e tamanho 6158 kb, associada a sindrome de
duplicacdo 15911.2g13.1 (OMIM:#608636). Nessa regido, estdo localizados 129 genes.
Ao se analisarem, no banco de dados STRING, os genes presentes na CNV, foram
observadas 22 proteinas com estrutura descrita. Durante a analise, para até 100
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proteinas, foram observadas 12 proteinas relacionadas a 5 fungdes no sistema nervoso
em processos envolvidos na transmissao sinaptica, resposta celular ao estimulo do fator
de crescimento nervoso, via de sinalizacdo do GABA-A e extensdo de neur6nios.

Na analise, no banco de dados SFARI-gene, foram observados 9 genes
associados ao TEA, sendo 2 genes (UBE3A, MAGEL?2) pertencentes a categoria 1 (alta
confianca), 4 genes pertencentes a categoria 2 (candidato forte) e 3 genes pertencentes a

categoria 3 (evidéncia sugestiva) (Tabela 2).

5.1.3 Paciente 3

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a
deficiéncia intelectual (DI) e dismorfias, com exame de cariotipo e X-fragil normais. A
CNV encontrada nesse paciente esta localizada no cromossomo 15 (15g11.2q13.1),
possuindo 3 cdpias dessa regido e tamanho de 5934 kb. Nessa regido, estdo localizados
128 genes. Ao serem analisados, no banco de dados STRING, os genes presentes na
CNV, foram observadas 22 proteinas com estrutura descrita. Durante a andlise, para até
100 proteinas, foram observadas 12 proteinas relacionadas a 5 fungdes no sistema
nervoso em processos envolvidos em transmissao sinaptica, resposta celular ao estimulo
do fator de crescimento nervoso, via de sinalizacdo do GABA-A e extensdo de
neurénios.

Quando analisados no banco de dados SFARI-gene, foram observados 9 genes
associados ao TEA, sendo 2 (UBE3A, MAGEL2) pertencentes a categoria 1 (alta
confianca), 4 pertencentes a categoria 2 (candidato forte) e 3 pertencentes a categoria 3
(evidéncia sugestiva) (Tabela 2).

5.1.4 Paciente 4

Paciente do sexo feminino, que apresentava quadro de TEA associado a DI, baixa
estatura, obesidade e cariotipo normal. A CNV encontrada nessa paciente esta presente
no cromossomo 16 (16pl11.2), apresentando somente uma cépia dessa regido e tamanho
de 610 kb associado a sindrome de delecdo 16p11.2 (OMIM: #611913). Nessa regido,
estdo localizados 31 genes. Ao serem analisados, no banco de dados STRING, os genes
presentes na CNV, foram observadas 14 proteinas com estrutura descrita. Durante a
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analise para até 100 proteinas, foram observadas 33 proteinas relacionadas a 25 fungdes
no sistema nervoso, tais como processos envolvidos no desenvolvimento de neurdnio e
suas estruturas, desenvolvimento de estruturas cerebrais como o metencéfalo e
transmisséo sinaptica.

Quando analisados no banco de dados SFARI-gene, foram observados 8 genes
associados ao TEA, sendo 2 (PTPN1l e TSC2) pertencentes a categoria 1 (alta
confianca), 1 pertencente a categoria 2 (candidato forte), 5 pertencentes a categoria 3
(evidéncia sugestiva) e 1 pertencente a categoria 3S (sindrémico e de evidéncia sugestiva
para o TEA idiopatico) (Tabela 2).

5.1.5 Paciente 5

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a DI e
exame de caridtipo exibindo o resultado 47, XY, +mar. A CNV encontrada nesse
paciente esta localizada no cromossomo 18 (18p11.32p11.21), com 3 copias dessa regido
e tamanho de 15034 kb. O resultado do SNP-array permitiu caracterizar o cromossomo
marcador como 18p11.32p11.21. Nessa regido, estdo localizados 109 genes listados no
OMIM, associados a trissomia do cromossomo 18p, também conhecida como sindrome
de duplicacdo 18p, conferindo a essa CNV seu carater patogénico. Analisando os genes
presentes nessa regido no banco de dados da rede protéica STRING, foram observadas,
até o momento, 65 proteinas com estrutura conhecida para esses genes. Durante a analise
para até 100 proteinas, ndo foram observadas proteinas associadas a processos
desenvolvidos no sistema nervoso.

Ao analisar os genes presentes na CNV no SFARI-gene, foi possivel observar 2
genes associados ao TEA, sendo 1 gene (DLGAP1) pertencente a categoria 2 (candidato
forte) e 1 gene pertencente a categoria 3 (evidéncia sugestiva) de uma possivel

associagdo com o TEA (Tabela 2).

5.1.6 Paciente 6

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA, cari6tipo nao
informado. A CNV encontrada nesse paciente esta localizada no cromossomo X
(Xq28), possuindo uma delegdo dessa regido e tamanho de 28kb. Nesssa regido, esta
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presente o gene TMLHE descrito no OMIM como de suscetibilidade ao TEA, ligado ao
X, conferindo a essa CNV a patogenicidade. Ao analisar no banco de dados STRING o
gene presente na CNV associado a 99 possiveis interaces, ndo houve crescimento da
rede e, consequentemente, ndo foram observadas proteinas associadas ao sistema
nervoso. Quando o gene presente na CNV (TMLHE) foi analisado no banco de dados
SFARI-gene, foi observado que ele se encontra classificado na categoria 2, sendo um

candidato forte para associacdo ao TEA.

5.1.7 Paciente 7

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA e cariétipo normal.
A CNV encontrada nesse paciente estd localizada no cromossomo X (Xq28),
apresentando 2 copias dessa regido e indicando o ganho de uma copia com tamanho de
711kb. Nessa regido, estdo localizados 39 genes. O ganho de cOpias dessa regido Xq28
estd associado a sindrome de duplicacdo Xq28 (OMIM: 300815) e, quando a regido
inclui o gene MECP2, associa-se também a sindrome de duplicagio MECP2
(OMIM:300260), dando a essa CNV seu carater patogénico.

Ao analisar, no banco de dados STRING, os genes presentes na CNV, foram
observadas 30 proteinas com estrutura descrita. Durante a analise para até 100 proteinas,
foram observadas 3 proteinas relacionadas a funcdo no sistema nervoso de regulacdo
negativa da axonogénese.

Quando analisados no banco de dados SFARI-gene, foram observados 3 genes
associados ao TEA sendo 1 (MECP2) pertencente & categoria 1 (alta confianga) e 2
pertencentes a categoria 3 (evidéncia sugestiva) (Tabela 2).
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5.2 ANALISE DAS CNVS VOUS E SUBCELASSIFICAQAO: PROVAVELMENTE
BENIGNA, PROVAVELMENTE PATOGENICA OU SEM SUBCLASSIFICACAO,
A PARTIR DA ANALISE DA REDE DE GENES.

5.2.1 Paciente 8

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a perda
do desenvolvimento motor, perda de linguagem e cari6tipo normal. A CNV encontrada
nesse paciente estd localizada no cromossomo 9 (9p24.2), apresentando apenas uma
copia dessa regido e tamanho de 99 kb. Nessa regido, esta localizado somente o gene
KCNV2.

Durante a analise do gene KCNV2 no banco de dados da rede protéeica STRING
com até 100 proteinas, ndo houve ampliacdo da rede, ficando limitada a 5 proteinas.
Também ndo foram observadas proteinas associadas ao sistema nervoso. Ao analisa-lo
no banco de dados SFARI-gene, ndo foi encontrada associagdo com TEA.

Subclassificagdo da VOUS: provavelmente benigna.

5.2.2 Paciente 9

Paciente do sexo masculino, que apresentava TEA e caribtipo 47, XY, +mar.
Esse paciente apresentou 2 CNVs envolvendo ganho de copias nos cromossomos 10 e
15. Esse resultado sugere que o cromossomo marcador identificado pela analise do
cariotipo pode ser resultado de um rearranjo que envolve esses dois cromossomos.

A CNV encontrada no cromossomo 10 (10p15.3) apresenta 3 cépias dessa
regido e tamanho de 228 kb, onde estdo presentes 3 genes (ZMYND11, DIP2C,
MIR7641-2). No banco de dados da rede proteica STRING, foram encontradas somente
proteinas descritas para os genes ZMYND11 e DIP2C.

Ao se ampliar a rede para até 100 proteinas, ela s6 se expandiu em até 20
proteinas, e ndo foram observadas proteinas associadas ao sistema nervoso. Ao analisar
esses genes no banco de dados SFARI-gene, foi possivel observar 2 genes pertencentes
a categoria 2 (candidato forte) para associa¢édo ao TEA (Tabela 2).

A CNV encontrada no cromossomo 15 (15911.2) apresenta 3 cOpias dessa
regido e tamanho de 885kb, incluindo 12 genes. Quando analisados no banco de dados
da rede protéica STRING, foram encontradas somente 6 proteinas descritas para 0s



45

genes presentes nessa regido. Durante a analise até 100 proteinas, foram observadas 28
proteinas associadas a 23 fungbes do sistema nervoso e relacionadas a neurogénese,
diferenciacéo de estruturas do sistema nervoso, bem como a sua formacao.

Ao se analisarem os genes no banco de dados SFARI-gene, foi possivel observar
7 genes associados ao TEA, sendo 1 pertencente a categoria 1 (alta confianca), 1
pertencente a categoria 2 (candidato forte), 4 pertencentes a categoria 3 (evidéncia
sugestiva) e 1 gene categoria 3S (sindrémico e evidéncia sugestiva para TEA idiopatico)
(Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS — CNV em 10p15.3: provavelmente patogénica.
CNV em 15g11.2: provavelmente patogénica.

5.2.3 Paciente 10

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a atraso
neuropsicomotor e cariétipo normal. A CNV encontrada nesse paciente esta localizada
no cromossomo 16 (16p13.3), possuindo 3 cdpias dessa regido, tamanho aproximado de
866 kb, onde estdo localizados 3 genes: LINC01570, MIR8065 e RBFOX1. Quando
esses genes foram analisados no banco de dados da rede protéica STRING, foi
encontrada somente a proteina referente ao gene RBFOX1. Ao ampliar a rede para até
100 genes, ndo houve progressdo da rede e ndo foram observadas proteinas associadas
ao sistema nervoso.

Na andlise no banco de dados SFARI-gene, foi observado que o gene RBFOX1
foi classificado na categoria 2 (candidato forte) para associacdo com o TEA (Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS: provavelmente patogénica.

5.2.4 Paciente 11

Paciente do sexo feminino, que apresentava quadro de TEA associado a
hipotonia muscular e cariotipo normal. A CNV encontrada nessa paciente esta
localizada no cromossomo 15 (15q15.3), possuindo 1 cdpia dessa regido e tamanho de
109 kb, incluindo os genes PPIP5K1, CKMT1B, STRC, CATSPER2. Durante a anélise
desses genes no banco de dados da rede protéica STRING com até 100 proteinas, foi

possivel observar 13 genes associados 5 fungdes relacionadas ao sistema nervoso tais
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como processos ligados a potencial de acdo neuronal, impulso nervoso, sinapses e
juncéo neuromuscular.

Na analise no banco de dados SFARI-gene foram observados 3 genes
pertencentes a categoria 2 (candidato forte) e 2 genes pertencentes a categoria 3
(evidéncia sugestiva) de associagéo ao TEA (Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS: provavelmente patogénica.

5.2.5 Pacientes 12 e 13

O paciente 12, do sexo masculino, apresentava quadro de TEA associado a
atraso do desenvolvimento e macrocefalia, cariotipo normal e X-Fragil normal. A CNV
encontrada nesse paciente esta localizada no cromossomo X (Xg28), ndo possuindo
copia dessa regido e indicando uma delecéo e tamanho 0,454 kb. O paciente do caso 13,
também do sexo masculino, apresentava quadro de TEA e cariétipo normal, com uma
CNV também no cromossomo X (Xq28), com delecdo, em regido semelhante e
tamanho 0,752 kb. Nessa regido, esta localizado o gene MECP2.

Ao analisar esse gene no banco de dados da rede proteica STRING, com até 100
proteinas, ndo houve um crescimento consideravel da rede, limitando-se a somente 9
proteinas. No entanto, foram observadas 3 proteinas associadas ao sistema nervoso
relacionadas as funcdes de resposta celular a dopamina e desenvolvimento do dendrito.

Na analise no banco de dados SFARI-gene, foram observados 2 genes
associados ao TEA, sendo os 2 pertencentes a categoria 1 (alta confianca) para
associagdo com o TEA (Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS para os pacientes 12 e 13: provavelmente patogénica

5.2.6 Paciente 14

Paciente do sexo masculino, que apresentava TEA associado a atraso motor,
dismorfias e cariotipo normal. Esse paciente apresentou, no exame de microarray, 2
CNVs. A primeira CNV encontrada nesse paciente esta localizada no cromossomo 1
(1g41), possuindo uma copia dessa regido e tamanho de 306 kb, onde estdo presentes 0s
genes TGFB2, MIR548F3, TGFB2-OT1.
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A andlise no banco de dados da rede proteica STRING com até 100 proteinas
mostrou 22 proteinas relacionadas a 18 fungbes do sistema nervoso, tais como
desenvolvimento do sistema nervoso, regulacdo da diferenciacdo de células gliais,
regulacdo do processo apoptotico do neurdnio e processos relacionados a formacao de
estruturas do sistema nervoso.

A anélise no banco de dados SFARI-gene mostrou 2 genes associados ao TEA,
sendo 1 pertencente a categoria 1 (alta confianca) e 1 a categoria 2 (candidato forte)
para associacdo com o TEA (Tabela 2).

A segunda CNV encontrada nesse paciente estd localizada no cromossomo 5
(5033.1) possuindo uma coépia dessa regido e tamanho de 28 kb. Nessa CNV, esta
localizado o gene IRGM. Durante a analise no banco de dados da rede proteica STRING
com até 100 proteinas, ndo houve expansdo da rede e ndo houve outras possiveis
interacdes.

A anélise no banco de dados SFARI-gene ndo sugeriu nenhuma relacdo com o
gene da CNV ao TEA.

Subclassificacdo da VOUS — CNV em 1g41: provavelmente patogénica. CNV em

5033.1: provavelmente benigna.

5.2.7 Paciente 15

Paciente do sexo masculino, que apresentava TEA e cariotipo normal. A CNV
encontrada nesse paciente esta localizada no cromossomo 9 (9p24.3), possuindo 1 copia
dessa regido e tamanho de 81 kb, onde esté&o localizados os genes C9orf66 e DOCKS.

A andlise no banco de dados da rede proteica STRING com até 100 proteinas
revelou que ndo houve expansdo da rede, mostrando somente 9 proteinas associadas.
Dentre essas proteinas, ndo foram observadas proteinas associadas ao sistema nervoso.
Analisando a CNV no banco de dados SFARI-gene, foi observado 1 gene (DOCKS)
pertencente a categoria 2 (candidato forte) para associacdo ao TEA (Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS: provavelmente patogénica
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5.2.8 Paciente 16

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a atraso
neuropsicomotor e criptorquidia, cariotipo normal e pesquisa para X-Fragil normal. A
CNV encontrada nesse paciente esta localizada no cromossomo 6 (6g22.1) possuindo 3
copias dessa regido e tamanho de 358kb, onde estdo presentes os genes FRK, TPI1P3,
NT5DC1, COL10A1, TSPYL4, DSE, TSPYL1.

Analisando esses genes no banco de dados da rede proteica STRING com até
100 proteinas, ndo houve expansdo da rede, mostrando somente 6 proteinas, nenhuma
delas associada ao sistema nervoso.

Analisando a CNV no banco de dados SFARI-gene, foi observado somente um
gene de categoria 3 (evidéncia sugestiva) para associacdo com o TEA (Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS: sem subclassificacéo

5.2.9 Paciente 17

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a
macrocefalia, cariétipo normal. A CNV encontrada nesse paciente esta localizada no
cromossomo 14 (14q31.1), possuindo 1 copia dessa regido e tamanho de 145 kb, onde
esta presente 0 gene NRXN3.

Durante a andlise no banco de dados da rede proteica STRING com até 100
proteinas, foi possivel observar 37 proteinas relacionadas a 69 funcbes no sistema
nervoso, atuando em processos envolvidos em sinapses, desenvolvimento do sistema
nervoso, secrecdo de neurotransmissores, geracdo de neurdnios, diferenciacdo de
neurdnios, além de processos associados ao desenvolvimento de estruturas do cérebro.

A analise no banco de dados SFARI-gene mostrou 20 genes associados ao TEA,
sendo 9 pertencentes a categoria 1 (alta confianca), 5 pertencentes a categoria 2
(candidato forte) e 6 genes pertencentes a categoria 3 (evidéncia sugestiva) para
associacdo com o TEA (Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS: provavelmente patogénica.
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5.2.10 Paciente 18

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA e cari6tipo normal.
A CNV encontrada nesse paciente pode estar presente no cromossomo X (X p22.33) ou
no Y (Ypl1.32), por se tratar de uma regido pseudoautossémica. Possui 3 copias dessa
regido e tamanho de 824 kb, onde estdo presentes os genes CRLF2, CSF2RA, IL3RA,
SLC25A6, ASMTL.

Durante a andlise no banco de dados da rede proteica STRING com até 100
proteinas, foi possivel observar 20 proteinas relacionadas a 16 fungdes no sistema
nervoso atuando em processos envolvidos em neurogénese, proliferacdo das células
glias, diferenciagdo de neurdnios e desenvolvimento de sistema nervoso.

A andlise no banco de dados SFARI-gene mostrou 2 genes associados ao TEA,
ambos classificados na categoria 1 (Alta confian¢a) para associacdo ao TEA (Tabela 2).

Subclassificagdo da VOUS: provavelmente patogénica.

5.2.11 Paciente 19

Paciente do sexo feminino, que apresentava quadro de TEA associado a atraso
neuropsicomotor, encefalopatia secundéria e cariétipo normal. A CNV encontrada nessa
paciente estd presente no cromossomo 11 (11q13.4), possuindo 3 copias dessa regido, e
tamanho de 410 kb, onde estdo presentes os genes FAM168A, PLEKHB1, RABG6A,
MRPL48, COA4, PAAF1.

Durante a analise no banco de dados da rede proteica STRING com até 100
proteinas, ndo houve expansdo da rede nem interacdes proteicas.

A analise da CNV no banco de dados SFARI-gene ndo sugeriu associacao para o
TEA em nenhum dos genes presentes na CNV.

Subclassificagdo da VOUS: provavelmente benigna.

5.2.12 Paciente 20

Paciente do sexo masculino, que apresentava quadro de TEA associado a
alteracOes 0Osseas e cariotipo normal. A CNV encontrada nesse paciente estd presente no
cromossomo 8 (8g22.3), possuindo 3 cépias dessa regido e tamanho de 280 kb, onde
estdo presentes os genes FZD6, CTHRC1, SLC25A32, DCAF13, RIMS2.
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Durante a analise no banco de dados da rede proteica STRING com até 100

proteinas, ndo houve expansdo da rede nem interagdes proteicas.
A analise da CNV no banco de dados SFARI-gene ndo sugeriu associacdo para o

TEA em nenhum dos genes presentes na CNV.
Subclassificagdo da VOUS: provavelmente benigna.

5.3 REDE PROTEICA STRING — GENES TEA

Nessa rede, estdo todos os genes associados ao TEA encontrados nesta amostra.

Figura 1 — Rede proteica com 0s genes associados ao TEA encontrados na

amostra.
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Fonte: Banco de dados do site STRING.
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Tabela 2 — Genes associados ao TEA presentes nas CNVs e na Rede STRING e suas respectivas classificacdes, de acordo

com cada paciente.

Genes associados ao TEA — SFARI-GENE

Classificacao

da CNV ID Genes presentes na CNV Genes encontrados no STRING
APBA2 (3), ARHGAP11B (3), ATP10A (2),
CHRNA7(2), CYFIP1 (2), FAN1 (3), GABRB3 (2),
1 | GABRG3 (2), MAGEL2 (1), NIPAL (3), NIPA2 (3), CYFIP1 (2)
OTUD7A (2), TRPML1 (2), TUBGCP5 (3), UBE3A
€9)
ATP10A (2), CYFIP1 (2), GABRB3 (2), GABRG3
2 | (2), MAGEL2 (1), NIPAL (3), NIPA2 (3), TUBGCP5 CYFIP1 (2), GABRB3 (2), GABRG3 (2)
(3), UBE3A (1)
Datonéni ATP10A (2), CYFIP1 (2), GABRB3 (2), GABRG3
EigfE Al 3 | (2), MAGEL2 (1), NIPAL (3), NIPA2 (3), TUBGCP5 CYFIP1 (2), GABRB3 (2), GABRG3 (2)
(3), UBE3A (1)
4 | KCTDI3 (3), MAPK3 (3), SEZ6L2 (3), TAOK2 (2) | MAPK3 (3), NTRK1 (3), RPSGKAS (35), PTPN1L
(1), TSC2 (1)
5 LAMAL (3), DLGAP1 (2) 0
6 TMLHE (2) 0
7 MECP2 (1), PLXNAS3 (3), RPL10 (3) PLXNA3 (3)
8 0 0
CNV 10p: DIP2C (2), ZMYND11 (2) CNV10p: 0
9 CNV 15q: CYF1P1 (2), NIPAL (3), NIPA2 (3), | CNV 15q: CEP290 (3S), CYFIP1 (2), NCKAP1 (1),
TUBGCPS (3) PCML1 (3)
10 RBFOX1 (2) 0
1 0 CACNAI1B (3), CACNB2 (2), CACNALF (3),
CACNALE (2), CACNALH (2)
12 MECP2 (1) MECP2 (1), SIN3A (1)
13 MECP2 (1) MECP2 (1), SIN3A (1)
1 CNV1q: 0 CNV 1q: PPP2R5D (1), SMAD4 (2)
VOUS CNV 5qg: 0 CNV 5qg: 0
15 DOCKS (2) 0
16 FRK (3) 0
APBA2 (3), CASK (1), DLG2 (2), DLG4 (1),
DLGAP1 (2), DLGAP2 (3), GRMS5 (3), HOMER1
17 NRXN3 (1) (3), LIN7B (3), NLGN1 (2), NLGN2 (1), NLGN3 (1),
NLGN4X (2), NRXN1 (1), NRXN2 (1), NRXN3 (1),
SHANK1 (2), SHANK2 (1), STX1A (3), STXBP1 (1)
18 0 HRAS (1), PTPN11 (1)
19 0 0
20 0 0

Legenda: ID — paciente; Categoria 1 - alta confianga, (1); Categoria 2 — candidato forte, (2); Categoria 3 — evidéncia sugestiva, (3);
Categoria 3S — Associado ao TEA sindrdnico e de evidéncia sugestiva para o TEA idiopético, (3S).
Fonte: Resultados da pesquisa.



Tabela 3 — Genes encontrados nas analises e sua classificacdo de acordo com SFARI-gene

Genes de acordo com a categoria classificatoria do SFARI-gene

Categoria Genes Total
CASK, DLG4, HRAS, MAGEL2, MECP2, NCKAP1, NLGN2, NLGNS3,
1 NRXN1, NRXN2, NRXN3, PPP2R5D, PTPN11, SHANK2, SIN3A, 18
STXBP1, TSC2, UBE3A
ATP10A, CACNALE, CACNA1H, CACNB2, CHRNA7, CYFIP1,
2 DIP2C, DLG2, DLGAP1, DOCK8, GABRB3, GABRG3, NLGN1, 29
NLGN4X, OTUD7A, RBFOX1, SHANK1, SMAD4, TAOK2, TMLHE,
TRPM1, ZMYND11
APBA2, ARHGAP11B, CACNA1B, CACNALF, DLGAP2, FAN1, FRK,
3 GRM5, HOMER1, KCTD13, LAMAL, LIN7B, MAPKS, NIPA1, NIPA2, 22
NTRK1, PCM1, PLXNA3, RPL10, SEZ6L2, STX1A, TUBGCP5
1S 0 0
2S 0 0
3S CEP290, RPS6KA3 2
Total de genes 64

Fonte: Resultados da pesquisa.
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6. DISCUSSAO

Quanto ao sexo, a amostra analisada apresentou uma proporcao aproximada de
4:1, havendo nela maior quantidade de individuos do sexo masculino do que do sexo
feminino, o que corresponde ao descrito na literatura cientifica, sugerindo um modelo
de protecdo feminino para o TEA.®2 A anélise das CNVs que foram classificadas, de
acordo com o ACMG, como patogénicas mostrou elementos que confirmam a
patogenicidade delas, como foi observado nos 3 casos de CNVs patogénicas no
cromossomo 15¢, compativeis com a sindrome de duplicacdo 15q11-q13 (OMIM:
608636). A regido 15¢q11.2-13.3 é muito propensa a rearranjos cromossdmicos, devido a
existéncia de pontos de interrupcdo cromossomica. As duplicacfes presentes nessa
regido sdo essencialmente maiores que as delecBes, como foi observado em pacientes
deste trabalho que apresentavam tamanho de 10.145kb, 6.158kb e 5.934kb.** 67. 68

A CNV presente na regido 15q11.2 foi citada em 83 relatorios de TEA, nos
quais estdo presentes os genes TUBGCP5, NIPAL, NIPA2, CYFIP1, MAGEL2, e
UBE3A contidos nessa regido, sugerindo que esses genes possam estar agindo no
desenvolvimento do TEA, como foi observado na rede proteica com 0S genes
associados ao TEA (Figura 1).” Na figura, é possivel observar o nivel de interagdes entre
esses genes através do cluster que agrupa esses genes. Estudos que avaliam delegdes e
duplicacdes nessa regido, que podem ser de origem materna ou paterna, tém mostrado
uma série de caracteristicas — atraso do desenvolvimento motor, problemas
comportamentais, epilepsia, DI e problemas na fala — indicadoras de que tanto a falta
como 0 excesso do produto génico desses genes exercem um papel significante no
desenvolvimento do individuo. Observa-se a possibilidade de que as duplicacbes mais
associadas a0 TEA sejam, em sua maioria, herdadas do lado materno.®®- 7

A CNV patogénica presente no cromossomo 16, na regido 16p11.2, é conhecida
como a sindrome de delegdo 16p11.2 (OMIM: #611913 ) e apresenta uma grande
variagdo fenotipica, sendo as caracteristicas mais comumente identificadas a DI, o
atraso de linguagem, o atraso de desenvolvimento, bem como problemas
comportamentais como ansiedade, epilepsia, entre outras dismorfias, ocorrendo relatos

também de sua possivel associagdo com 0 TEA.”> ™
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A CNV patogénica presente no cromossomo 18, na regido 18p11.32p11.21, é
considerada uma alteracdo muito rara (1/1.000.000), conhecida como sindrome da
duplicacdo 18p, ou trissomia 18p, sendo seu fendtipo pouco esclarecido em virtude da
variabilidade de caracteristicas apresentadas. Dentre os fenotipos exibidos estdo atraso
do desenvolvimento, dismorfias faciais, epilepsia e DI, podendo também estar
associados a infertilidade masculina. A ocorréncia dessa duplicacdo no cromossomo
18p pode ser de origem de novo ou herdada de um dos pais com a mesma duplicacdo.”
7

As 2 CNVs patogénicas no cromossomo X encontradas neste trabalho
apresentam caracteristicas peculiares que afirmam sua esséncia patogénica, embora de
formas distintas. A primeira CNV, no cromossomo X, é representada por uma delecédo
no braco longo do cromossomo, regido Xg28, na qual se inclui a perda dos exons 2 e 3
do gene TMLHE (OMIM: 300777), que tem sido descrito como um possivel gene de
susceptibilidade ao TEA ligado ao X (OMIM: 300872). Um estudo desenvolvido em
2011 descreveu um paciente com delecdo do exon 2 do gene TMLHE, que codifica a
primeira enzima da biossintese da carnitina, levando ao aumento da concentracdo do
substrato (6-N-trimetil-lisina) e diminuicdo dos niveis dos produtos no plasma e na
urina. Estudos seguintes demonstraram a funcdo desse gene e propuseram que a
desregulacdo do metabolismo da carnitina pode exercer papel importante no autismo
ndo sindrébmico. A analise de familias multiplex com probandos e irmdos do sexo
masculino apresentando TEA evidenciou o risco para o desenvolvimento do TEA na
deficiéncia do produto do gene TMLHE."8 80

A outra CNV no cromossomo X € conhecida como sindrome de
microduplicacdo distal Xg28 (OMIM: 300815), cujo fendtipo apresenta DI sindrémica
rara e hereditaria. Entretanto, no que tange ao TEA, a presenca do gene MECP2 nessa
regido destaca a sindrome de duplicagdo do MECP2 (OMIM:300260), caracterizada por
um disturbio do desenvolvimento neuroldgico ligado ao X, no qual apresenta DI grave,
atraso do desenvolvimento da fala, convulsdes, espasticidade progressiva, hipotonia
infantil, dismorfias e TEA. Somente os homens sdo afetados, embora as mulheres
portadoras possam apresentar caracteristicas neuropsiquiatricas, como ansiedade. Essas

duplicacdes no MECP2 sédo consideradas como eventos ndo recorrentes, uma vez que oS
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locais dos pontos de interrupcdo e os tamanhos dos rearranjos variam entre 0S
individuos afetados. O MECP2 tem papel fundamental no desenvolvimento da sindrome
de RETT, que atualmente faz parte do amplo espectro do TEA.81-8

Neste estudo, foram encontradas CNVs patogénicas em 3 dos cromossomos
mais associados ao TEA: os cromossomos 15, 16 e X.5 A regido 15q11.2 e a 16p11.2
dos cromossomos 15 e 16, respectivamente, tém mostrado grande associagdo em
pacientes que apresentam TEA. Por exemplo, ha muitos estudos sobre o cromosomo 16,
segundo os quais a presenca de duplicacbes segmentares (LCRs) favorece a
recombinacdo homodloga ndo alélica que predispfe essa regido a rearranjos
cromossOmicos??45°0: ®4  Apesar de ser descrito como uma das regides mais
frequentemente associada ao TEA, justamente pela presenca do gene SHANKS3, nao
foram encontradas CNVs patogénicas e nem CNVS VOUS no cromossomo 22 nesta
pesquisa.

Neste trabalho, foram encontradas CNVs VOUS em 11 cromossomos (1, 5, 6, 8,
9, 10, 11, 14, 15, 16 e X), evidenciando sua caracteristica de estar presente em todos 0s
cromossomos humanos.!! Entretanto, por ndo exibir uma caracterizacio definida,
permanece ainda sem significagdo quanto ao papel que exerce na expressdo dos
fendtipos alterados exibidos por quem os tem. A analise dos genes encontrados nessas
CNVs, na rede proteica STRING, revelaram, através das possiveis interacdes protéicas e
génicas, até que ponto essas CNVs VOUS estdo atuando ou nao naqueles fendtipos.

Os genes presentes nessas CNVs VOUS se mostraram em interagdo com outros
genes dos demais cromossomos, dos quais muitos genes sdo descritos como associados
ao TEA. Trés pacientes (10, 15, 16) (Tabela 2) ndo apresentaram genes associados ao
TEA durante a analise na rede protéica STRING; entretanto, os genes presentes na CNV
exibiam relatorio de associagdo ao TEA no SFARI-gene. O gene RBFOX1 (paciente 10)
(Tabela 2) ¢ um candidato forte para associacdo como o TEA, uma vez que sua funcéo
alterada afeta a migracdo neuronal e a formacdo das redes de sinapse durante a
corticogénese, levando ao desenvolvimento anormal do cérebro e, consequentemente,
ao desenvolvimento do TEA® 8. Outro gene observado na CNV associado ao TEA e
considerado como um candidato forte para essa associacdo é o DOCKS, presente na
CNV do paciente 15 (Tabela 2). Esse gene é expresso nos cérebros de adultos e em
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fetos, e foi observado que duplicacfes nesse gene estdo fortemente associadas a varios
disturbios neuropsiquiatricos. Tal caracteristica sugere que a regulacdo da expressao
desse gene deve ser necessaria para que haja uma funcio cerebral normal.2® Com base
nesses genes presentes na CNV, é possivel reclassificar a CNV VOUS para a sua
patogenicidade quando associada ao TEA, uma vez que ela apresenta genes
relacionados fortemente a funcdes cerebrais e € descrito em pacientes que apresentam o
fenotipo para TEA, como nos casos dos pacientes 10 e 15. O paciente 16 apresentou um
unico gene (FRK) como evidéncia sugestiva para associacdo com TEA, ndo oferecendo
relatrios robustos relacionados ao TEA. Sendo assim, essa CNV VOUS permanece
com sua classificagdo VOUS, ou seja, sem subclassificagéo.

Dos trés pacientes que exibiram genes associados ao TEA somente na rede
protéica STRING (casos 11, 14, 18), os genes encontrados no paciente 11 (CACNB2,
CACNALE, CACNAL1H) (Tabela 2) séo considerados candidatos fortes para associacdo
como o TEA, uma vez que tais genes codificam proteinas associadas ao complexo do
canal de sédio dependente de voltagem e, dessa forma, atuem mediando a concentracdo
de ions calcio na célula apo6s a polarizacdo da membrana, inclusive ha membrana do
neurénio. Na Figura 1, foi possivel observar um cluster com esses genes e outros genes
da mesma familia do complexo do canal de célcio e que possuiam classificacdo inferior
para associacdo com 0 TEA (CACNA1B e CACNALF — Categoria 3). Foram observadas
mutacdes missense no gene CACNA1H, CACNB2 e CACNALE, sugerindo que a
disfuncdo dos canais de célcio pode, de alguma forma, estar contribuindo para a
expressdo do TEA®-%. O paciente 14 (Tabela 2) apresentou o0 gene PPP2R5D, indicado
como de alta confiangca para associacdo com TEA, uma vez que esse gene ja €
conhecido por estar associado a distdrbios do desenvolvimento neuroldgico e DI;
também foi observada, em outros trabalhos, sua associagdo como outros genes
previamente conhecidos por atuarem na expressdo do TEA®! °2, Outro gene apresentado
por esse paciente foi 0 SMADA4, considerado um candidato forte para associagdo com o
TEA por apresentar, através do sequenciamento do genoma completo, mutacdes
missense que estdo envolvidas em disturbios do neurodesenvolvimento e associadas ao
TEA® % O paciente 18 (Tabela 2) apresentou 2 genes de alta confianca para a
associacdo como o TEA. Quando deletado o gene HRAS, foram observadas
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caracteristicas autistas dentro do espectro de RASopatias, que sdo condi¢des
clinicamente raras que afetam o desenvolvimento e o crescimento. Dentre as
RASopatias conhecidas, temos a neurofibromatose tipo 1, a sindrome de Noonan, a
sindrome de Costello e a sindrome cutanea cardio-facial®> %. E o gene PTPN11
também é considerado de alta confianca para associagdo ao TEA, uma vez que ele pode
estar associado ao desenvolvimento do cérebro humano elucidando as bases dos
mecanismos neurais associados a memoria e a atencdo.®” %

Diante do que foi observado nesses 3 pacientes (11, 14 e 18), foi possivel
reclassificar as CNVs VOUS como provavelmente patogénicas, em virtude da presenca
de genes descritos associados ao TEA. Vale salientar que o paciente 14 possuia 2 CNVs
em cromossomos diferentes (1g e 5qg); a CNV presente no cromossomo 5 foi
reclassificada como provavelmente benigna para o TEA, por ndo apresentar nenhum
gene associado ao sistema nervoso ou ao TEA. Dessa forma, a CNV desse paciente
encontrada no cromossomo 1, que foi reclassificada como provavelmente patogénica
para 0 TEA, seria responsavel e suficiente, até o presente momento, para exibir o
fenotipo de TEA apresentado pelo paciente.

Os pacientes 9, 12, 13 e 17 (Tabela 2) apresentaram genes associados ao TEA
tanto na CNV quanto nos genes encontrados na rede de genes. Uma das CNVs presentes
no paciente 9, no cromossomo 10, apresentou 2 genes que sao candidatos fortes para
associacdo com o TEA. O gene DIP2C tem sido relatado como associado ao TEA em
estudos de sequenciamento em que foram observadas mutagdes na estrutura do gene.%
O segundo gene encontrado nessa CNV é o gene ZMYND11, que vem sendo associado a
deficiéncia intelectual e distlrbios comportamentais e da fala.l%%* A segunda CNV
apresentada pelo paciente 9 esta presente no cromossomo 15, que, além de apresentar 0s
mesmos genes descritos nas CNVs do 15, descritas nos casos 1, 2 e 3 discutidos
anteriormente, apresentou o gene NCKAP1, classificado como de alta confianga para
associacdo ao TEA. O gene NCKAP1 apresentou mutacGes missense de novo em
pacientes com TEA.X%2 Por se tratar de uma paciente que apresentou um cromossomo
marcador, acredita-se que possa ter havido um rearranjo entre os cromossomos 10 e 15.
A analise pela hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH), utilizando-se sondas para

esses Cromossomos, seria importante para confirmar essa hipotese, bem como a analise
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pela FISH nos pais também € importante, para identificar possivel translocacdo
equilibrada em um deles e estimar risco de recorréncia para progénie.

Os pacientes 12 e 13, além de exibirem o gene MECP2, também apresentaram o
gene SIN3A, ambos de alta confianca para o0 TEA. O gene SIN3A mostrou-se
interagindo com o MECP2 associado a DI (Figura 1). Foi observado também, em
estudos com ratos, que alteracBes dos niveis do produto génico desse gene induziram
uma neurogénese cortical reduzida e aberracGes no desenvolvimento cerebral do rato.
Foram observadas que variantes com perda de funcdo nesse gene estariam associadas a
D|.103’ 104

O paciente 17 apresentou, em sua CNV, o gene NRXN3, considerado de alta
confianca para associacdo com o TEA. Esse gene produz moléculas de adesdo pré-
sinaptica que afetam as sinapses e a conducdo dos sinais nervosos. Ele tem sido
amplamente citado com um papel importante no desenvolvimento do TEA. Através da
técnica de microarray, foi observada, em uma familia de 3 geracdes, uma dele¢do do
exonica rara. Em estudos, foram observadas delecdes em todo o gene ou somente em
uma parte do gene; 39% dos individuos que apresentavam delecBes possuiam
caracteristicas autistas.1%> 106

Esse paciente (17) apresentou, em sua rede protéica, 0 maior nimero de genes
associados ao TEA, 20 no total, e, desses, 9 foram classificados como de categoria 1
(alta confianca para 0 TEA). Dentre esses genes encontrados na rede protéica, foram
observados os genes NRXN1, NRXN2, NRXN3, que ja sdo conhecidos por sua
associacdo ao TEA% 1% 0 gene CASK, também encontrado na rede, é considerado um
gene de alta confianca para associacdo ao TEA, devido a sua associacao com distdrbios
neuroldgicos. Um estudo que utilizou o sequenciamento de painel genético para TEA e
DI, identificou 73 individuos com tracos autistas e apresentando variantes no
CASK.1071%8 Outro gene classificado como de alta confianga é o DLG4, associado a
funcBes do neurodesenvolvimento. Em um estudo com genes ortologos de C. elegans,
foram observadas mutagGes missense altamente conservadas e associadas ao TEA em
humanos. 1%

Outros genes apresentados por esse paciente (17) na rede sdo o NLGN2 e
NLGN3, ambos classificados como de alta confianga para associacdo com o TEA. O
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gene NLGN2 é responsavel pela sinalizacéo inibitoria do GABA-A. Foram observadas
CNVs em 17p13.1 englobando o NLGN2 e a presenca de uma variante sem sentido
associada ao TEA. Em outro estudo, foi observada uma mutacdo missense nesse gene,
na qual também foi observada uma delecdo em NRXN3. Vale ressaltar que esses genes
interagem juntos, sustentando a hipdtese de que a interagdo neuroligina-neurexina pode
estar envolvida diretamente no desenvolvimento do TEA.'? 1 Na figura 1, é possivel
observar, no cluster central, a interacdo entre essas duas familias de genes (NLGN e
NRXN) com um numero grande de interacdes entre eles e os demais genes associados ao
TEA.

Quanto ao gene NLGN3, tem sido descrita uma variante comum associada ao
desenvolvimento do TEA em homens''?. Foi observada, também, a presenca de uma
mesma mutacdo de ponto em dois irmdos que apresentavam espectros diferentes do
TEA, sugerindo que outros fatores genéticos podem interferir na penetréncia da
mutacdo!®3. A presenca de variantes missense nesse gene confirma o envolvimento dele
no desenvolvimento do TEA!,

O gene SHANKZ2, presente na rede desse paciente (17) € considerado de alta
confianca para associagdo ao TEA. Ele foi descrito, em um grupo de criangas chinesas,
como um gene de suscetibilidade para o TEA® | bem como através da edigdo de genes
em células tronco, na qual foi observada alteracdo da morfogénese desses neurbnios e
perturbacdo das sinapses.’'® O gene STXBP1, encontrado na rede proteica, mostrou-se
com um gene de alta confianca para o TEA. Foi observada, em um estudo, a presenca
de mutaces de novo e perturbacOes genéticas neste gene associados ao TEA.! Outro
achado sobre esse gene foi a presenca de uma mutacao frameshift causando a sindrome
de Rett em uma menina, no Japo.'*8

Os pacientes 8, 19 e 20 ndo apresentaram genes associados ao sistema nervoso.
Tampouco apresentaram genes associados ao TEA. Diante desse achado, essas CNVs
foram consideradas como provavelmente benignas, ndo sendo responsaveis, até o
presente momento, pelo desenvolvimento do TEA nesses pacientes. Para esses
pacientes, seria importante o uso de outras técnicas para exame de diagnostico, como
exoma ou WGS, buscando identificar outras alteracbes que podem estar causando o

TEA e que ndo foram sensiveis a técnica do microarray.
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Neste trabalho, foi observada uma taxa de diagndstico referente a 25% dos
casos, sendo um pouco maior que a taxa de diagnostico estabelecida na literatura pelo
consércio ISCA (International Standard Cytogenomic Array), de 15 a 20%.'° Da
amostra, 75% foram considerados com o resultado do exame de microarray normal para
esta técnica. Foi encontrada uma frequéncia maior de CNVs VOUS (16%), quando
comparada a das CNVs patogénicas (9%), evidenciando a dificuldade para se
estabelecerem as causas para o TEA idiopatico, dada a sua grande complexidade. A taxa
de diagnostico para as CNVs patogénicas (9%) encontrada neste trabalho, com os
critérios estabelecidos pelo ACMG, se situou abaixo da taxa de diagndstico das CNVs
patogénica estabelecida na literatura, que atinge, em média, 12,2% de diagnostico.'*°

No entanto, neste trabalho, o estudo das CNVs VOUS (de acordo com 0 ACMG)
com base na analise de genes associados ao TEA, na rede STRING e SFARI-gene,
permitiu a reclassificagdo de 09 das 13 CNVs VOUS para provavelmente patogénica. A
andlise através dessas ferramentas e, consequentemente, a reclassificacdo dessas CNVS,
eleva a quantidade de CNVs consideradas patogénicas para 16 (anteriormente eram 7
CNV5s), elevando também a taxa de diagnéstico de CNVs patogénicas para 20%.

No presente trabalho, foram encontrados 64 genes associados ao TEA, sendo 0s
mais relevantes os que foram considerados pelo critério do Banco de Dados SFARI-
gene como de alta confianca (18 genes) e como candidato forte (22 genes) para
associacdo ao TEA. Uma andlise criteriosa visando a confirmar essa associacao pode
contribuir para 0 aumento de genes nos painéis de diagndstico clinico.

Os painéis de genes tém sido bastante utilizados para o diagnostico claro de
alteracbes em genes ja conhecidos na literatura e associados a determinada doenca.
Existem varios painéis aplicaveis ao diagnostico do TEA sendo comercializados. Por
exemplo, a Companhia Centogene — The Rare Disease Company*?’ — possui um painel
com 45 genes para o autismo sindrémico. Quando comparado aos genes encontrados
neste trabalho, que sdo categorizados como de alta confianga para associa¢ao, somente 2
genes (NRXN1 e PTPN11) estdo presentes no painel da Centogene.

Os demais 16 genes que ndo estdo inclusos nesse painel constituem um grupo
que possui genes amplamente associados ao TEA, tais como o MECP281-83. 103, 104
SHANK2!15: 116 & 3 familia de genes NLGN2, NLGN3, NRXN1, NRXN2, NRXN310>106.
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110-114 " que tem sido objeto de estudos quanto a sua agdo em conjunto no
desenvolvimento do TEA.

Quanto aos sinais clinicos apresentados pelos pacientes nesta amostra, 54%
apresentavam TEA associado a dismorfias, e 46% apresentaram o TEA isolado, sem
outras manifestagdes clinicas, ndo havendo uma diferenca significativa entre essas
categorias. Essa variagdo de sinais clinicos evidencia a caracteristica principal do TEA
observado pelo espectro de fenotipos.

O entendimento das CNVs patogénicas tem se tornado cada vez mais claro.
Entretanto, o desafio maior tem sido interpretar as CNVs VOUS (significado incerto)
das quais ndo se tem certeza sobre sua patogenicidade. Neste trabalho, a anélise das
CNVs visando a identificar genes associados ao TEA, tanto aqueles presentes nas CNVs
quanto os identificados a partir das interacdes proteicas com base no banco de dados
STRING, permitiu uma reclassificagdo das CNVs para provavelmente patogénica ou
provavelmente benigna. Embora a classificagdo das CNVs, até o momento, seja feita
com base nos critérios do ACMG, estudos como este podem colaborar para
esclarecimento das VOUS. A classificacdo de uma CNV unicamente como VOUS
permanece uma incégnita para médicos, pacientes e familiares, deixando-os no conflito
sobre a origem do TEA e mantendo-os na busca por respostas que esclarecam o

distdrbio.
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

A falta de informacBes no questionario, bem como o preenchimento incorreto
ndo permitiu a coleta de dados demogréaficos e sociais de forma clara e robusta. 1sso
inviabilizou a andlise social, bem como a possibilidade de tragar um perfil clinico mais
proximo do fendtipo exibido.

Nos casos em que foram encontradas CNVs muito pequenas, a falta de
financiamento do projeto inviabilizou a confirmacdo dessas variantes através de outras
técnicas, como 0 MLPA.

Outro ponto relacionado a falta de financiamento do projeto foi justamente a
impossibilidade da realizacdo do exame de microarray nos pais dos pacientes afetados

buscando verificar a origem da CNV, se herdada ou de novo.
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8. CONCLUSOES

A andlise de CNVs patogénicas e VOUS permitiu a identificacdo dos principais genes
associados ao TEA, sugerindo os principais mecanismos de agdo para o
desenvolvimento desse transtorno.

O conhecimento dos genes associados ao TEA pode colaborar para a insercdo desses
novos genes em painéis, buscando oferecer um diagndstico mais acurado para 0
paciente.

A anédlise através da rede de genes permitiu conhecer e compreender as provaveis
interacdes futuras dos genes e estabelecer os mecanismos de acdo para a expressao do
fendtipo.

A analise da interacdo génica na rede de genes, neste trabalho, foi crucial para o
entendimento das CNVs VOUS, até o momento com significado incerto, embora o
paciente apresente algum tipo de alteracéo.

Diante da analise através da rede proteica, foi possivel reclassificar as CNVs VOUS
para o TEA de acordo com 0s genes encontrados, associados ao transtorno.

Quanto as CNVs VOUS que foram reclassificadas como provavelmente benignas, é
sugerido que sejam reavaliadas quanto a sua classificacdo, podendo haver mudanca
dessas CNV VOUS para benignas.

O gene NRXN3, presente em uma CNV VOUS, foi o0 que apresentou 0 maior nimero de
interacdes com genes de alta confianga para associacdo com o TEA, sugerindo estudos
que busquem analisar as interaces génicas desse gene com os demais.

Para o0 caso que permaneceu sem subclassificacdo, os casos em que ndo foi encontrada
associacdao como o TEA e os casos que foram considerados normais, € sugerida a
utilizacdo de outras técnicas para o diagndstico etioldgico do TEA.

Faz-se necesséria a atualizacdo dos painéis de genes, bem como a criacdo de painéis ndo
associados ao TEA sindrémico, para que, dessa forma, possam abranger os pacientes

que ndo possuem associacdo do TEA a alguma sindrome.
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APENDICE A: FICHA CLINICA DO PROJETO

Universidade Federal da Bahia - UFBA
Programa de P6s Graduagao Processos Interativos dos
Orgaos e Sistemas

FICHA CLINICA - Projeto Estudo de CNVs em pacientes com TEA

IDENTIFICACAO

Paciente n°
Data de Nascimento: /[ Idade: Sexo:
Etnia (cor): Naturalidade: Nacionalidade:

Escolaridade do paciente:

ldade materna: Profissao:

Idade paterna: Profissdo:

HISTORIA CLINICA E GENETICA DO PACIENTE

Historico familiar de doencas genéticas? SIM () NAO( )

Quais?

Idade do paciente quando foi diagnosticado com TEA:




HEREDOGRAMA
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Tamanho
em kb

Ndmero de
genes

Interpretacdo

Genes

Pesquisador Responsavel:

Data:  /

/
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APENDICE B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROGRAMA DE POS GRADUAGAO + ICS » UFBA

Universidade Federal da Bahia
Instituto de Ciéncias da Saide
Programa de P6s Graduagdo Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
O Sr.(a) esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa “Estudo de CNVs em pacientes com Transtorno
do Espectro Autista utilizando SNP-array”. Nesta pesquisa pretendemos estudar as CNVs (Variagdes no
nimero de copias do DNA) encontradas no exame de SNP-array como possiveis causadoras do Transtorno do
Espectro Autista (TEA). O motivo que nos leva a essa pesquisa é a grande quantidade de casos de TEA que ndo
apresentam causa esclarecida, sendo as CNVs associadas a expressdo deste transtorno.
Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: Apds o Sr (a) conceder a permissdo para utilizagdo
do seu questionario clinico preenchido pelo senhor (a) no momento da realizagéo do exame, seu relatério médico
para solicitacdo do exame e resultado de exame genético de microarray, sera preenchida uma ficha especifica
para a pesquisa com os dados: idade, sexo, presen¢a ou ndo de parentesco na familia, dados clinicos e o
resultado do exame genético de microarray sem a identificacdo do seu nome. Esses dados genéticos serdo
avaliados em bancos de dados gendmicos publicos e a literatura cientifica. Ap6s o fim da pesquisa sera escrito
um trabalho cientifico com os resultados, bem como a sua publicacdo em revista cientifica. O risco presente
neste estudo é de vazamento de dados sigilosos, entretanto serdo tomadas medidas de precaucdo como a coleta
de dados de forma andnima. As fichas utilizadas na pesquisa serdo guardadas em local seguro e seréo avaliados
somente pela Pesquisadora responsavel e sua Orientadora.
O beneficio desta pesquisa sera a contribuicdo destes dados para melhor entendimento dos fatores que levam ao
desenvolvimento do Transtorno do Espectro Autista. Isso pode ajudar os profissionais de salde a desenvolver
novas formas de auxiliar seus pacientes. Para participar deste estudo o (a) Sr.(a) ndo tera nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira. Caso o (a) Sr.(a) venha a sofrer algum dano resultante da pesquisa o
Sr.(a) tem direito a indenizacédo por parte do pesquisador e as institui¢cdes envolvidas.
O Sr.(a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou
recusar-se a participar. Poderd retirar seu consentimento ou interromper a participacéo a qualquer momento. A
sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na
forma em que é atendido pelo DNA- Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular.
Caso 0 (a) Sr.(a) tenha alguma ddvida ou necessite de qualquer esclarecimento ou ainda deseje retirar-se da

pesquisa, por favor, entre em contato com os pesquisadores abaixo a qualquer tempo: Mestranda (Assistente da

pesquisa) - Camila Capinam Pereira de Jesus e a Pesquisadora responsavel (Orientadora) - Profa. Dra. Acécia

Fernandes Lacerda de Carvalho - Laboratério de Genética Humana e Mutagénese do Instituto de Biologia da

Universidade Federal da Bahia localizado na Rua. Bardo de Geremoabo, 668 - Ondina, Salvador - BA, 40170-
115 - Telefone 71-3283-6540 e 3283-6541.
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Também em caso de divida, o(a) senhor(a) podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Ciéncias da SaGde da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA). O Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) busca defender os interesses dos participantes de pesquisa. O CEP é responsavel pela avaliagdo
e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. O Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA) esta localizado
na Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n, - Instituto de Ciéncias da Salde — 4° andar, Vale do Canela. Horéario de
funcionamento: Segunda das 13:30h as 19:30h e de terca a sexta das 7:00h as 13:00h. Telefone: (71) 3283-8951.
E-mail: cepics@ufba.br.

Apbs a finalizacdo da pesquisa os resultados estardo a sua disposicdo através do contato com as pesquisadoras
envolvidas. Seu nome ou o0 material que indique sua participagdo ndo serd liberado sem a sua permissdo. O(a)
Sr.(a) ndo serd identificado em nenhuma publicacdo dessa pesquisa. As fichas com os dados do paciente serdo
identificadas através de um nimero.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, rubricadas em todas as suas paginas,
as quais serdo assinadas, ao seu término, pelo (a) Sr (a) ou por seu representante legal, assim como pelo
pesquisador responsavel. Uma das vias deste termo serd arquivada pelo pesquisador responsavel, no DNA —
Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular e a outra via sera fornecida ao(a) Sr.(a). Os dados e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de cinco
(5) anos, e ap6s esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo, atendendo a legislacéo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Satde),

utilizando as informacdes somente para os fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de

Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Estudo de CNVs em

pacientes com Transtorno do Espectro Autista utilizando SNP-array”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha
decisdo de participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar. Recebi uma via deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas ddvidas.

Salvador, de de 2019.

Nome completo (participante) Data

Nome completo (pesquisador responsavel) Data
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APENDICE C: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
RESPONSAVEL PELO MENOR E/OU ADULTO INCAPAZ.

PROGRAMA DE POS GRADUAGAO ¢ ICS « UFBA

Universidade Federal da Bahia
Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Pds Graduag&o Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Responsavel pelo menor e/ou adulto
incapaz)

O(a) menor efou adulto incapaz , sob sua

responsabilidade, estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa “Estudo de CNVs em
pacientes com Transtorno do Espectro Autista utilizando SNP-array”. Nesta pesquisa pretendemos estudar
as CNVs (Variages no nimero de copias do DNA) encontradas no exame de SNP-array como possiveis
causadoras do Transtorno do Espectro Autista (TEA). O motivo que nos leva a essa pesquisa é a grande
quantidade de casos de TEA que ndo apresentam causa esclarecida, sendo as CNVs associadas a expressdo deste
transtorno.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: Apds o Sr (a) conceder a permissao para utilizagao
do questionério clinico do seu filho/filha preenchido pelo senhor (a) no momento da realizagdo do exame, o
relatorio médico dele para solicitacdo do exame e resultado de exame genético de microarray do seu filho/filha,
serd preenchida uma ficha com os dados: idade, sexo, presenca ou ndo de parentesco na familia, dados clinicos e
o resultado do exame genético de microarray sem a identificagdo do nome do seu filho/filha. Esses dados
genéticos serdo avaliados em bancos de dados genémicos publicos e a literatura cientifica. Apds o fim da
pesquisa serd escrito um trabalho cientifico com os resultados, bem como a sua publicagdo em revista cientifica.
O risco presente neste estudo é de vazamento de dados sigilosos, entretanto serdo tomadas medidas de precaugdo
como a coleta de dados de forma andnima. As fichas utilizadas na pesquisa serdo guardadas em local seguro e
serdo avaliados somente pela Pesquisadora responsavel e sua Orientadora.

O beneficio desta pesquisa sera a contribuicao destes dados para ajudar no entendimento dos fatores que levam
ao desenvolvimento do Transtorno do Espectro Autista. Isso pode ajudar os profissionais de satide a desenvolver
novas formas de auxiliar seus pacientes. Para participar deste estudo o(a) menor ou adulto incapaz sob sua
responsabilidade ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Caso o menor ou adulto
incapaz sob sua responsabilidade venha a sofrer algum dano resultante da pesquisa o seu filho/filha tem
assegurado direito a indenizacao por parte do pesquisador e as institui¢cdes envolvidas.

O Sr.(a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para permitir a
participagdo ou recusar a participacdo do seu filho/filha. O Sr(a) como responsavel pelo menor ou adulto incapaz
podera retirar seu consentimento ou interromper a participacdo do seu filho/filha a qualquer momento. A
participacéo dele(a) é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na
forma em que é atendido(a) pelo DNA- Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular. que tratara a sua

identidade com padrdes profissionais de sigilo.
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Caso 0 Senhor(a) tenha alguma ddvida ou necessite de qualquer esclarecimento ou ainda deseje retirar o
consentimento de participagdo do menor ou adulto incapaz sob sua responsabilidade da pesquisa, por favor,

entre em contato com os pesquisadores abaixo a qualquer tempo: Mestranda (Assistente da pesquisa) - Camila

Capinam Pereira de Jesus e a Pesquisadora responsavel (Orientadora) - Profa. Dra. Acacia Fernandes Lacerda de

Carvalho - Laboratério de Genética Humana e Mutagénese do Instituto de Biologia da Universidade Federal da
Bahia localizado na Rua. Bardo de Geremoabo, 668 - Ondina, Salvador - BA, 40170-115 - Telefone 71-3283-
6540 e 3283-6541.

Também em caso de divida, o(a) senhor(a) podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA). O Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) busca defender os interesses dos participantes de pesquisa. O CEP é responsavel pela avaliagéo
e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. O Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA) esta localizado
na Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n, - Instituto de Ciéncias da Salde — 4° andar, Vale do Canela. Horario de
funcionamento: Segunda das 13:30h as 19:30h e de terca a sexta das 7:00h as 13:00h. Telefone: (71) 3283-8951.
E-mail: cepics@ufba.br.

Apos a finalizagdo da pesquisa os resultados estardo a sua disposicao através do contato com as pesquisadoras
envolvidas. O nome do menor ou adulto incapaz sob sua responsabilidade ou o material que indique sua
participacéo néo serd liberado sem a sua permissdo. O menor ou adulto incapaz sob sua responsabilidade néo
serd identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar. As fichas com os dados do paciente serdo
identificadas através de um niimero.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma via sera arquivada
pelo pesquisador responsavel, no DNA — Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular e a outra via
serd fornecida ao (a) Sr.(a). Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores
tratardo a identidade do menor ou adulto incapaz sob sua responsabilidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saide), utilizando as
informacGes somente para os fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de Identidade

responsavel pelo Menor , fui

informado(a) dos objetivos da pesquisa “Estudo de CNVS em pacientes com Transtorno do Espectro
Autista utilizando SNP-array”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas ddvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo de consentimento de participagdo do
Menor sob minha responsabilidade, se assim o desejar. Se 0 menor sob minha responsabilidade tiver idade igual
ou inferior a 06 anos ou for legalmente incapaz, comprometo-me em esclarecer ao menor sob a minha
responsabilidade os objetivos e etapas desta pesquisa de forma clara e adequada a sua idade antes, antes da sua
inclusdo neste estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.
Salvador, de de 2019.

Nome  completo (participante) Data
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Nome completo (pesquisador responsavel) Data

Nome completo (testemunha) Data

Em caso de desisténcia do Menor sob minha responsabilidade em permanecer na pesquisa, autorizo que 0s seus
dados ja coletados referentes a resultados de exames, questionarios respondidos e similares ainda sejam

utilizados na pesquisa, com 0s mesmos propositos ja apresentados neste TCLE.

Nome completo (participante) Data
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APENDICE D: TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROGRAMA DE POS GRADUAGAO * ICS » UFBA

Instituto de Ciéncias da Saide
Programa de P6s Graduagédo Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa “Estudo de CNVs em pacientes com Transtorno do
Espectro Autista utilizando SNP-array”. Nesta pesquisa vamos estudar algumas alteragdes que podem existir no
seus genes e que estejam causando o seu problema de saide. O motivo que nos leva a essa pesquisa é a grande
quantidade de pacientes que ndo sabem as causas do seu problema de satde.
Se vocé e seu pai, mde e/ou responsavel aceitarem participar do estudo e deixarem os pesquisadores usarem essas
informac0es, que seus pais e 0 médico escreveram sobre vocé, e as informagdes do seu exame, vamos preencher um
papel chamado ficha. Nessa ficha tera sua idade, sexo, se existem outras pessoas parecidas na familia, a descri¢do do
seu problema de salde e o resultado desse exame, que vocé estd fazendo agora, sem a identificagdo do seu nome.
Toda essa informagdo sera comparada com informacGes de outras pessoas e nos livros de ciéncias da saide. Apés o
fim da pesquisa teremos os resultados e esses resultados serdo mostrados em revistas de ciéncias da salde para ajudar
aos médicos e pesquisadores a conhecer melhor as causas dessa doenca. O risco presente neste estudo é saberem o
seu nome, mas para isso os seus dados serdo usados sem a sua identificacdo. As fichas utilizadas na pesquisa serdo
guardadas em local seguro e serdo avaliados somente pela Pesquisadora responsavel e sua Orientadora.
O lado bom desta pesquisa serd a ajuda destas informacfes para entender o que leva ao desenvolvimento dessa
doenca. Isso ajudara os médicos a tentar conseguir novas formas de ajudar seus pacientes.
Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera pagamento por isto. Se vocé sofrer algum
dano resultante de sua participacdo na pesquisa voce tera direito a indenizagao.
Vocé e seus pais ou responsaveis terdo explicacdo sobre o estudo e deverdo tirar qualquer duvida, sendo livres para
participar ou ndo da pesquisa. Vocé podera tirar sua autorizagéo ou interromper a participacdo em qualquer momento.
A sua participagao é livre e se vocé ndo quiser participar ndo terd nenhuma puni¢do ou mudanga na forma em que
vocé é atendido pelo laboratério onde esta realizando o exame (DNA- Centro Laboratorial de Genética e Biologia
Molecular).
Se vocé ou seus pais ou responsaveis tiver alguma ddvida ou precisar de alguma explicagdo ou se vocé quiser sair da
pesquisa, por favor, entre em contato ou peca pra seus pais ou responsaveis entrar em contato com os pesquisadores

abaixo a qualquer tempo:

Mestranda (Assistente da pesquisa) - Camila Capinam Pereira de Jesus e a Pesquisadora responsavel (Orientadora) -

Profa. Dra. Acécia Fernandes Lacerda de Carvalho - Laboratério de Genética Humana e Mutagénese do Instituto de

Biologia da Universidade Federal da Bahia localizado na Rua. Bardo de Geremoabo, 668 - Ondina, Salvador - BA,
40170-115 - Telefone 71-3283-6540 e 3283-6541.

Também em caso de divida, vocé ou seus pais ou responséaveis poder&o entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA). O Comité de Etica
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em Pesquisa (CEP) busca defender os interesses dos participantes de pesquisa. O CEP é responsavel pela avaliacéo e
acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. O Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA) esté localizado na
Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n, - Instituto de Ciéncias da Salde — 4° andar, Vale do Canela. Horéario de
funcionamento: Segunda das 13:30h as 19:30h e de terga a sexta das 7:00h as 13:00h. Telefone: (71) 3283-8951. E-
mail: cepics@ufba.br.

Apbs a finalizacdo da pesquisa os resultados estardo a sua disposicdo através do contato com as pesquisadoras
envolvidas. Seu nome ou o material que indique sua participagdo nao sera liberado sem a sua permissao. VVocé néo
sera identificado em nenhuma publicacdo dessa pesquisa. As fichas com os seus dados serdo identificadas através de
um ndmero.

Este termo de consentimento & impresso em duas vias originais, assinadas em todas as suas paginas, e no final da
folha por vocé, assim como pelo pesquisador responsavel. Uma das vias deste termo serd arquivada pelo pesquisador
responsavel, no DNA — Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular e a outra via seré entregue a vocé. Os
dados e utilizados na pesquisa véo ficar guardados com o pesquisador responsavel por um periodo de cinco (5) anos,
e apbs esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores vao tratar da sua identidade com todo o sigilo profissional
necessario, atendendo a legislacdo brasileira (Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as
informag@es somente para os fins académicos e cientificos.

Eu, , portador(a) do documento de

Identidade , fui informado(a) dos objetivos deste trabalho, de maneira clara e detalhada e

ndo tenho duvidas. Sei que a qualquer momento poderei pedir novas informacdes, e 0 meu responséavel podera
modificar a decisdo de participar se achar melhor para mim. Tendo a autorizagdo em participar do(a) meu(minha)
responsavel ja assinada, declaro que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma cdpia deste documento

assinado.

Salvador, de de 2019.

Assinatura do (a) menor

Assinatura do Pesquisador Responsavel



ANEXO A: FICHA CLINICA - LABORATORIO DNA

& |- FICHA CLINICA ARRAY E EXOMA

DINA

E TERMO DE CONSENTIMENTO PARA ANALISES GENETICAS

Testes:
[ ] Anilise de microarray cromossdmico (SNP-array ou CGH-array).
[ ] Exoma do genoma completo.

Tecido:
[ )Sangue periférico [ Jtecidofetal ([ ) material de abortamento

NOME DO PACIENTE:
NOME DO RESPONSAVEL:
(CASD DE MENOR)

DATA DE NASCIMENTO: SEX0: __ (M) (F)

ENDERECO: _
CIDADE: PAIS: CEF:
TELEFONE: E-MAIL:

INFORMACOES CLINICAS:
Suspeita clinica:
Idade de manifestacio:

Historia familiar de consanguinidade? (Sim) (nio)
Irmios afetados? (nia) (sim) Quantos?
Parentes afetados? (ndo) (sim) Quais?

Realizou transfusio de sangue nos dltimos 90 dias? [ ] Sim [ ) Nio
PREENCHER FICHA CLINICA ABAIXO OU ANEXAR RELATORIO MEDICO.

05 DADOS ELEHICDS SA0 EXTREMAMENTE IMPORTANTES PARA
INTERPRETACAQ DO EXAME GENETICO
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DNA

FICHA CLIMICA ARRAY E EXOMA

FICHA CLENICA

(Preenchimento cbrigatdrio para exame de excma)

Marcar as caracteristicas presentes no paciente:
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PRARPLY

OUTRAS INFORMADDES CLINICAS QUE ACHAR NECESSARIC:
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@ A" FICHA CLINICA ARRAY E EXOMA

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA ANALISE GENETICA

E ebrigattrio garastir gue o packente tenha assinedo o seu onsendmenty para a realizolo da
andlise pendtica.
Gosmriamos de explicar-lbe guais os objetves destas anidlises, o gue aconteos oom um
teste gendtios ¢ a importinca dos resaltados para vook ¢ sua Gamidlia:

Ut teste gendétions tem comso objetive estudar o material hereditdrio [DNA] utllizasdo oma
andlise molecolar ¢ gendtica de caracteristicas que podem ser a cansa da doenca qoe o afeta
ou gue suspeite emn vood ouw em sua familia Em uma amilise genética, caracteristicas
gendticas individuals para uma suspeita especifica cu mvoltas caracteristicas genéticas sio
Imeestigadas a0 mesm wmpa.

0 material de estado normalmente ¢ uma amostra de sangee. Em geral ndo existem
riscos para a saide na coleta, podends coorrer hematomas &m torno da drea de coleta.

Importdncia dos resaltados:
S umn resultado caracteristico de wma doenga & demaonstrado, este resultado & alamente
comclustvo. S nenhoma mutagSo & encontrada assoclada § doenca, muodancas gendticas

responsivels pela doenca podem alnda existr. Uma doesa genétics ou predisposiclo para
uma doenga ndo pode, portanto, ser completamente excluida.

Az wezes, variantes genéticas 5o descrites, porém o5 sens significados ndo sio totalmente
claros Isso & indicado nos resultados que serd discutido com seo médice. Uma explicagio
completa de todas as possivels ausas de dorncas devido a razdes gendticas ndo & possheel
Tambémn nido & possivel a exclusdo de todos os risoos de doemga para vock oo os
membros da soa familla [especialmente seus Albos) otilizando andiises gendboas.

Resaltados incdentis:

Para testes de visdo global do genomsa, podem ocomer resulidos que nlio estlo diretamente
relacionados com o problema atwal, mas que. mo entanto, podem ser clinlcamente
importastes para vocd ou sua famdlla. Esses resuoltados sSo chamados de incidentals que
podem estar reladonados com um risoo aumenado de doengas [de que vool pode ndo estar
ciente) potenclalmente graves, inewitivels ou Intratiwels. Como parte do seo termo de
comsentiments, vooi pede deddir se gosmria, ¢ como, de ser informado sobre tis
resul s incidentais.

% wirios membros da familia sdo testados, oma correta interpre@cio dos resultados
depende das relagfies assumidas estarem corretas Caso surja qualgoer divida sobre a
relacio familiar ohservada duraste o curse da andlise genética, nds mdo o informaremos.
'mia exrecdo & fefta se for absolutamente Recessdrio para a concluslo do teste requerido.

s dados pessoals ¢ resmltados médices serdo armazenades por 5 anos com o
comseniments assinade. Esses dadns estio sojeitos a sigllo miédico, que st podems ser
liberados por mim de forma escrita. Os resultados do teste também podem ser ubllizados
para a pesquisa ¢ para melhorar o dlagndstcs & o trataments de doencas genétcas Neste
case, sens dadas serdo anonimizacos.

Eu recebl, H ¢ comspreendl oma explicaclo escrita sobre o teste gendtico goe estou
realzande. Recehl explicaplies apropriadas sobre o objetive ¢ Hmitcdes do teste gendtics a
ser realizadn Inchalmdo os riscos associados & coleta de samgoe.

Local, Data

Assinatura do paciente
{ u resrpearachen] begal]




88

ANEXO B: PARECER CONSUBSTANCIADO — APROVACAO CEP/ICS

UFBA - INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA QR -
UNIVERSIDADE FEDERAL DA
FPARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

DADDS DO PROJETD DE PESGUISA

Trtulo da Pesquiza: Estudo de CHVs em padientes com Transtomo do Espectro Autisa wilizanda SHP-
JT3Yy.

Pesquisador: ACACIA FERMANDES LACERDA DE CARVALHO

Area Tamatica: Gendtica Humana
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genetica Humana que ndo necessita de analise
&fca por pane da CONER;);

Versso- 3

CAAF: 9750704 5.0.0000. 5662

Irlatl'h.llgiul'—"l‘npﬂlﬂl‘l&: Instiuio de Cignclas da Salde da Universkdade Federal da Bahia

Pafrocinator Principal: Financiamento Propio

DaDOS DO PARECER

Humero o Parecsr: 3.215.010

Apresantacio do Projsto;

O Transtomao do Especino Autlsta (TEA) & um grupo de condighes caracterizadas por alleracio no
Componaments socal, comunicacio & INgU3gem & por um repertno restito, esierepipado e repetiivo e
Interessas & athidades. Mommaiments of SIIDMas Comepam a ser percebldcs nos 03 prmelns ancs de vida
2 continuam por toda a ldade aduita desses Individuos. & malora dos paclentes que possusm TEA
apresanta o comprometimentn Inbaleptual, entretanin Slguns ces0s podam apresaniar aliEs habildates
COQRITVas. A eNiogla to aubismo sem associacio SNARmica aiNta parmanace Sesconhecda, entretanta
MUL3s VErEMas bam proposho Uma associacio de fatores geneticos & amblentals como Uma das prndpals
cals3E para 0 deservolvimentn do TEA A5 Varagies no MOmeno de Coplas (CMVs)sdn alteracles
gQendmicss com pela menos 1k e extensdo e envolve ganhos ou perdas [duplicagies ou delegles)
quanck coMmparaios a0 gEnoma de refersncla & em sldo ciedas em nlmerce fabainos centifcns como
umas das principals possivels causas do TEAMos princlpals palses mals desermyoividos 3 pesquisa de
CMVs abravés da 8milea de Mioroamanjos - SNPamay fam sido amplamante ullizada como besie Inicial para
confimnagdo do dagndstico do TEA, mostrando a eficdoda desie tesie & sua possivel INCorporagdo aos
SiSIEMmas de SA00E COMO prncipal EXame ara dagnostico do autismo E6666 EXAMES qUE PESQUISAM CNVE
dpontaram uma ocomenda de 10 a 2% de CHVs em indlviduos com TEA. Os

Esdiraca: Miguel Calmen

Balra: Vale do Canela CEP: S0110-002

UF: B& Muskdpla: SALWADOR

Tebsloeas: |71 3205051 E-mail.  copomfe i L

Fagna 51 o8



' UFBA - INSTITUTO DE

CIENCIAS DA SAUDE DA QR ™
UNIVERSIDADE FEDERAL DA

CTOMOESMas 15, 16 & 22 530 05 mEs relacionados 3s CHMVE presentes em paclentes autlstas sendo as
regifies q11-913, p11.2 e gi3, mspectivamenta, encontradas em 32 a 5% dos Individucs afetatcs. O teste de
microamay para o dagnéstico de CNV's am pacierias com TEA & UM proposta promissora para um medhar
antzndmento deste transiomo pemitinds uma melhor compresnsao da expressdo pankea neste pacientes
para que hala novas teraplas para uma melhor qualdads de vida desies pacienias.

Confrasclz do Perscar 131800

Objativo da Pesquisa;
Oibjetivo Primano;
Emuiar CHWs envolvidas na aticlogla do TEA

Objetivo Secundana;
-Enterder a assoclagio das CNVs detectadas com o TEA

-DesCraver 36 CNVS 35500ia0as 30 TEA contribulngo com 3 constugo de pansls de ganes.
~Anaiisar genedioglas buscando consanguinidade & recomenca nas famillas.

“Tragar o paril clinkco associado as CNVs detectadas nos pacientes estudados com TEA.

Avallagao dos Riscos & Senefichoa:
RISC05:
Vazamento de dados slglosos. Emnatanio este neco s8R minimizado afraves da coleta andnima dos dados.

Sereficios:
Senaficos Indiretos airaves dos resultados centfeos obidos na pEEOUISA qUE POJETa0 contriour para a
CTEresnsan &0 TEA

Comentarios & Conslieragiies sobre 3 Pesquisa:
Trata-se de respoeia an Paneger CEP IS m* 2,131,457, de 02 de margo de 2019,

O projeto respelta o principlo da autonomla garantindo a privacidads, liberdade & dignidade dos
paticipanies, bem como oferece Deneflclos, UMa vez que o resultzdos cleniMoos obiidos na pesquisa
[CHedEr 30 coninbulr para & cOmpresnedo §a TEA.

Eaderega: Mguel Galfoen

Bairsa: Valedo Canela CEP: S0110-002

UF: A& Musidpla: SALVADOR

Talslona! |[71)A0RE081 Eorail.  copvsinfim bn

FPagna = oe o
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UFBA - INSTITUTO DE

CIENCIAS DA SAUDE DA ‘GREraA ~'™
UNIVERSIDADE FEDERAL DA

Conslderagies aobrs os Termes de apressnts;do obigatora
Todos 05 fermos foram apresentancs.

Recomendagles:
Endiar os relatdnos parclals a cada sals meses e o final a0 tenmino 4o estudo. (Norma Operacional n®
001r2013)

Conclusdes oU Pendéncizs & Lista de Inadequagtes:

7) Rever o Cronograma sjustndo 3t datzs previstas 3 parir da andlse em CEP o aiém dIsso, 0F datos
constantss em todos 06 documenios cabdvels davem ser lguals em teor & prazos. Poranto, &m cada
dofumentio onde consta o Cronograma, as Informacies devem ser lguals. A auiora fez adequagdo do
CTONOQRama, contuds O prazo para 3 exXecucao da colsta de dados deve ser revisia conslderando emissao

de parecer por esis CEP.

Cortramcla dc Farscas 131E0HO

Desta forma esta pandsncia ndo fol respondida e precisa ser comigda.

RESPOSTA: "Foram reallzadas 35 akerscfies no cronograma em que ol acrescentado o més &e Janelm,
Favereing, Marmo = Abdl para andlise do CEP & a coleta de dados niclando somente em Malo, Estas
alterapies esi80 em realce amarely No cTORCgrama condido no projeto (pag. 11) e no documento
Cronograma_Projeto TEA_ Modificado 2.7

AMALISE GEP: PEMDENCIA ATEMDIDA.

Conslderagies Finals a criteno oo CEP.

Dlanie do exposio, o Comibe de Efica em Pesquisa @o Instiuin de Cléndas da Salde (CEP-ICS/UFBA), de
AcOro Com 35 aribuicdes definidas na Resolugdo CHS M. 456 de 2012 & na Moma Operacional CHS ne
001 de 2013, manfesia-se pela aprovagdo do projeio de pesquisa proposto. Eventuals modficaches no
protocoio ou exiers30 00 LroNOOrama devem Ser apresentadas a0 CEPICSAIFEA da forma clara e sucinta,
Identificanto a parte do probocoio 3 ser modcada & suas justiicatvas por melo de emenda. Relatonos
pariais & final devem ser gesantados a0 CEP, 3 cana 6 Meses £ a0 1MMing oo estudo. O partkipants =m
3 llberdade de recusar-s2 3 enfrar no esfudo ou retirar seu consemtimento em quakjuer fase da pesquisa,
sam penalizagio alguma ou prejulzn a0 seu culdado (Res. CNS 45512) 2 deve feceber uma via do Tamo
de Consentimento Live & Esclarecion, na Integra, por sle assinado (lem IV.2.d). O pesquisador deve
desenvolver a pesquisa conforme delineada no profocoio apmvado & descontinuar o estuda somente apos

Emdereza:  Miguel Calmen

Balrea: Vale do Canela CEP: S0110-002

UF: B& Husicipia: SALVADOR

Tbsfoma: | 74)3203 8050 E-mail.  ocysfSufia b

Fagra Sioe o
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Contramclz do Parscar 1370

UFBA - INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA

Qo ™

analise das razfies pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Hem [1.3.2), aguardands seu parecer, axceto
quando perceber sco ou dano o previsto a0 suelto participants ou quando constatar a superiondade de
regime oferecido 3 UM dos QRUpoE da pesquisa [Rem V.3). O CEP deve sarinformado de todos o5 efelios
aversos ou fatos refevantes que altsrem o curso normal do estudo [Rem V4L E papsl do pesguisador
asEagUAEr Medidas Imelatas a0equanas ente 3 eventD J0VEFSD QFave DCOMmdo [MESTO Que fenna Sito &m
outro centra) & emviar noffcagio a0 CEP e a Agénda Nacional ge Viglancla Sanitara ANVISA Juric com

20 posicionamenta.

Eals parscer fol elaborade basaado nos documentos abalod relacionados:

Tipa Cocumento Amuivo Prostagem Autor SHuaC30
Informariies Basicas | PEINFORMAGLES BAGICAS DO P | 1802019 AzEim
0 Projein ROUETD 1154774 231248
Crtros Cara_Respoeta_Projein TEA, Werkaot | 19032010 | CAMILE CAPIMAM | Aceto

2311:05 | PEREIRA DE JESUS

[ Pro=o Del@hans | | ] _TER A [CENILA TAPTEN | A= |

Brochura E302. pdf 230930 | PEREIRA CE JESUS

 Investigador

Cronograma Cronograma B0 TEA MOSIMcasn 13032019 | CAMILA CAPIMAM AR
M'EISBJE.MT_PTH - | 2308236 | PEREIRA DE JESUS

s Equipe_celdfads_pmjewn_TEA Modfc| COAZ2018 | CAMILE CAPIMANM | Acsto
ado. 20015:07 | PEREIRA DE JESUS

CHnms Questonand cinico_do_laboratona OH| DAN22018 | CAMILA CAPTHAK AR
A parE realzacan 4o exame T 2012:54 | PEREIRA OE JESUS

TCLE ! Temos ¢ | TCLE_menor_Projeto TEA Modificado. | 0822048 | CAMILA CAPIHAM Acein

Assenimento ! pedr 1853:14 | PEREIRA DE JESUH

Jusifcatva de

AlsEnda

TCLE ! Temos @ | TCLE_Projeto_TEAModificado.pdf 02122013 | CAMILA CAPIMNAM Acein

Assenimento ! 185748 | PEREIRA DE JESUS

Jusifcatva de

ALSENCA

TCLE [ Temos 0e | TEnnD_O&_Pesenimer i _Pros_T ER | [CENICE CAPTEN | P |

Assentimento / odificado. pal 155726 | PEREIRA DE JESUSH

Jusifcatva de

ALSENCE

AR TERnD_de_HEsponsaniidace PIoElD T| 2a/UG2Did | CAMILS CAPIMEN | AcSm
EA paf 271440 | PEREIRA DE JESUS)

s Temmo_de_Compromissd_FTojein_TEA. | 2502018 | CAMILEA CAPINAM | Aceto
el 221403 | PEREIRA OE JESUS

Curtos Ficna_clinkca_Projetn TEA pF 26062018 | CAMILA CAPINAM Ao

2213:05 | PEREIRA OE JESUS

Esderaca: Miguel Calmen

Balrea: Vale do Caneki
UF: B4

Talslosa: |71 A2R-E051

CEP: &00110.002

Husasipla: SALVEDOR

E-mapil:  copesafo i b

Fagra taos o
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UFBA - INSTITUTO DE

CEENCIAS DA SAUDEDA  ‘QREIAA - ™

UNIVERSIDADE FEDERAL DA

Conframgla de Parscer: 131EHO

Cuiiros Declamcan_de_Confdencialdane_Proje  Pa/06/2018 | CAMILA CAPIMAM | Acein
to TEA paf 2211:56 | PEREIRA DE JESUZ

Cuiros Cara_oe_Encaminhamenio_Projei_TE| 26062015 | CAMILA CAPTMAM | Acein
Apdi— 2009:34 | PEREIRA DE JESUS)

Cuiiros Cara_oe_Anuencla_Projein_TEA P | 2662018 | CAMILA CAPIMAM | Acein
2208:52 | PEREIRA DE JESUS

Foina o Foe Foiha_de_Roein_Projein_TEA Do T50E2015 | CAMILA CAPINAM | Acein
200334 | PEREIRA DE JESUS

5iuacso do Parecer:

ApTOVad0

Mecssalta Apreciagao da CONEP:
Mao

SALVADOR, 22 ge Marpo de 2013

Aasinado por:
DAMIEL DOMINGLUEEZ FERRAZ
{Coondenador]a))
Esderaca: Miguel Calmen
Balrea: Vale do Caneki CEP: &00110.002
UF: as Husasipla: SALVEDOR
Talslosa: |71)EA2R-E051 E-mail.  cooomefim b

Fagra .o 2



Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Pds Graduacao
Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110-100
Salvador, Bahia, Brasil

http://lwww.ppgorgsistem.ics.ufba.br
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