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_Introdugéo

A Perturbacao do Espetro do Autismo (PEA) é uma patologia do
neurodesenvolvimento caraterizada por problemas de socializagéo
e por padrdes de comportamento repetitivos e estereotipados (). A
sua apresentagao clinica é muito heterogénea, em termos de gra-
vidade, nivel cognitivo e co-morbilidades presentes, tais como epi-
lepsia, défice intelectual e défice de atengao e hiperatividade ().
Fatores genéticos contribuem substancialmente para o risco de PEA,
sendo possivel definir uma etiologia genética em cerca de 20% dos
casos (), No entanto, as causas genéticas conhecidas séo também
muito varidveis, incluindo alteragdes estruturais nos cromossomas
(delecdes, amplificagdes ou translocagdes) ou variantes na sequén-
cia de multiplos genes (4). No geral, cada uma destas alteragdes ge-
neticas é rara (presente em menos de 1% da populagdo), embora em
conjunto expliquem uma proporgao significativa da variancia no risco
genético. Presume-se que, para os cerca de 80% dos doentes que
sao idiopaticos, existam outros fatores de risco, incluindo variantes
genéticas comuns, fatores epigenéticos e ambiente. As bases neu-
robioldgicas deste cenario complexo estdo longe de completamente
explicadas, impedindo até agora o desenvolvimento de terapia farma-
colégica que permita um tratamento eficaz da doenca (4).

Em oposicao as variantes raras, variantes genéticas comuns sao
alteracdes na sequéncia de genes que sao frequentes na popula-
¢&o geral e que contribuem individualmente com um pequeno efeito
sobre o risco total de PEA (9). O seu efeito sobre o risco para esta

patologia é cumulativo, isto €, multiplas variantes comuns tém que
estar presentes, num dado paciente, para se atingir um limite pa-
tofisiolégico a partir do qual surgem sintomas. Rastreios de asso-
ciagdo genomica (Genome Wide Association Studies, GWAS), que
tém como objetivo a identificacdo de variantes genéticas comuns
associadas & PEA (4), tém tido um sucesso muito limitado. A difi-
culdade em obter resultados de associac@o coerentes em GWAS
¢ consistente com a nogao de que variantes genéticas comuns di-
ficilmente podem ser detetadas em rastreios gendémicos de asso-
ciagdo, porque a dimensdo das amostras populacionais até agora
utilizadas ndo tem poder estatistico paral tal (4:5). Estratégias alter-
nativas sao por isso necessarias para a identificacdo deste tipo de
variantes, que permitam ultrapassar as limitacdes dos desenhos de
estudo atuais.

_Objetivo

No presente estudo foi colocada a hipétese de que fatores de risco
comuns para a PEA convergem em vias fisiologicas especificas,
e cumulativamente levam ao aparecimento de sintomas (6). Para
identificar estas vias fisiologicas foi desenvolvido um método de
andlise de redes de interagdo proteina-proteina (protein-protein
interaction, PPI), o qual envolve a sobreposicdo dos resultados de
associagao genémica obtidos em GWAS com redes de interagao
proteica previamente definidas. Esta abordagem pretende assim
capturar informagao de relevancia biologica mesmo nos resultados
negativos dos estudos de associacdo gendmicos, e definir uma
rede de interacdes proteicas (PPI) especifica para a PEA.

_Abordagem e resultados

A analise de redes de interacdo proteina-proteina foi aplicada ao
conjunto de dados gerados num rastreio genémico para a PEA em
que participamos (incluindo 2818 pacientes), no contexto do estu-
do internacional Autism Genome Project (AGP) (7). Os resultados
foram confirmados com dados de um outro estudo levado a cabo
pelo Autism Genetic Resource Exchange (AGRE) (8) (com 943 pa-
cientes), disponiveis em base de dados para analise da comunidade
cientifica. Os rastreios de associagdo genoémica envolvem a genoti-
pagem de marcadores polimorficos, designados Single Nucleotide
Polimorphisms (SNPs), que constituem alteragdes de uma base dis-
persas por todo 0 genoma, intra- e intergenes, e cuja localizagao é
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exatamente conhecida. Estas alteragdes de uma base sdo polimor-
ficas na populacdo humana, e constituem marcadores de posicéo
no genoma. Tipicamente, em rastreios mais recentes, sdo genoti-
pados cerca de 1 milhdo de SNPs. E depois efetuado um teste de
associacao das frequéncias alélicas de cada SNP com a patologia
em questao, utilizando grupos de doentes e de controlos, ou um
formato de estudo baseado na frequéncia de transmissao alélica
em familias constituidas por paciente e ambos os pais (formato uti-
lizado no AGP e AGRE).

A primeira fase do presente estudo envolveu a ordenacao crescen-
te dos resultados dos testes de associagdo para cada SNP, obtidos
no trabalho do AGP, até um limite (neste caso definimos P<0,1) aci-
ma da significancia estatistica definida para rastreios genémicos
(P<1078). Todos os SNPs acima deste valor foram mapeados nos
respetivos genes, e 0s genes convertidos nas proteinas que codifi-
cam. Este grupo de proteinas foi usado para a construgao de uma
rede de interacdes proteicas baseada na sobreposi¢ao dos resul-
tados do rastreio gendmico para a PEA com uma rede PPl humana
pré-definida, incluindo 12372 proteinas e 58365 interagdes protei-
cas. Foram depois examinadas as propriedades topolégicas da rede
de interagéo proteica assim construida, indicativas de conectivida-
de a vérios niveis de associagao genética, para confirmar a hipotese
de que genes associados a PEA, a um nivel normalmente considera-
do de "ruido estatistico", estdo funcionalmente ligados para além da
expectativa aleatoria. Para tal, a rede PPl gerada para a PEA, com
416 proteinas, foi comparada com uma rede PPI de igual dimensao,
construida a partir de grupos de proteinas selecionadas aleatoria-
mente da rede PPl humana pré-definida, em 1000 iteracdes.

As propriedades topologicas examinadas foram a percentagem de
interacdes proteicas diretas, a percentagem de nodes isolados, e a
dimensé&o da rede PPI formada. A andlise topoldgica da rede proteica
mostrou que as proteinas associadas a PEA, a niveis (P<0,1) acima
dos convencionalmente definidos como com significancia estatistica
em GWAS, interagem diretamente mais do que a expectativa aleato-
ria e formam redes de maiores dimensdes e com menor numero de
nodes isolados. Estes resultados indicam que as proteinas definidas
pelos rastreios gendmicos, acima da significancia estatistica, estao
envolvidas num numero limitado de processos biologicos interliga-
dos, e estdo relacionadas funcionalmente.

Verificou-se ainda que a precisao e especificidade com que 0s ge-
nes que codificam este grupo de proteinas sao identificados numa
lista de genes reconhecidamente envolvidos na PEA séo signifi-
cativamente superiores a do grupo de genes com maior evidéncia
de associacao (até P<0,1) no GWAS, indicando que a rede protei-
ca funcionalmente coerente gerada por esta abordagem contem
mais informacao bioldgica relevante para a PEA do que os resul-
tados dos testes de associagao.

Finalmente, efetuou-se uma anélise da intersecgao entre as redes
PPI obtidas a partir dos dois GWAS para a PEA analisados (AGP
e AGRE), e seis conjuntos de dados de GWAS para doencas nao
relacionadas com a PEA (Lupus Erythematosus, Diabetes tipo 1,
Neuroblastoma, Esclerose mdltipla, Cancro da mama e Doenca
de Parkinson) (6), representada na figura 1. Esta andlise identifi-
cou 14 proteinas exclusivamente presentes nas redes PPl para a
PEA (figura 2). Os genes que codificam estas 14 proteinas s&o ex-
pressos no cérebro, e estdo envolvidos em processos bioldgicos
fundamentais anteriormente implicados na PEA, como a adesao
celular, a organizagao do citoesqueleto e a migracao dos neuré-
nios durante a formagao do cérebro.

Figura 1: £ Intersecgéo entre as redes obtidas a partir dos dois
GWAS para PEA analisados (AGP e AGRE), e seis
conjuntos de dados de GWAS para doengas ndo
relacionadas com a PEA (Lupus Erythematosus,
Diabetes tipo 1, Neuroblastoma, Esclerose mdltipla,

Cancro da mama e Doenga de Parkinson).

Outras doencas
(n=6)

A

ASD AGP 14 ASD AGRE




‘ ’ nsitito_Nacional de Saude Observages_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

www.insa.pt

artigos breves_ n. 1

Figura 2: £ Network de interages proteicas na Perturbagdo do Espetro do Autismo (PEA), com base nas 14 proteinas identificadas
em comum entre os estudos AGP e AGRE, e as suas interagdes direta. Nodes s&o coloridos de acordo com um
esquema de cores baseado num sistema de pontuagéo que reflete a sua presenga nos dois conjuntos de dados de
PEA (AGP e AGRE) e auséncia nas 6 patologias ndo relacionadas com PEA; uma colorag@o mais forte é indicativa de
uma pontuagdo mais elevada, isto é, maior especificidade.

Para varios dos genes que codificam estas proteinas foram ante- Copy Number Variants (genes ABLT, RPS6KAT, PPP1CB NASP),
riormente reportadas alteracdes em pacientes com PEA: mutacdes alteracbes de expressdo em tecido post-mortem ou linfoblastos
identificadas por sequenciagao exdmica, incluindo 50 pacientes da (genes NASP, NR4A1, ABI1, BBS4, LMNA, ABLT) e fenttipos ano-
nossa amostra populacional (genes PGD, NASP, LMNA, PPP1CB, malos no sistema nervosos central em modelos animais (genes
RASSF1, ABL1, ABI1, BBS4), genes deletados ou amplificados em CTSB, BBS4, LMNA e ABL1).
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_Conclusao

Em concluséao, a andlise de redes de interagdes proteina-proteina
aplicada a dados de rastreios genomicos para a PEA confirmou
resultados de estudos por outras abordagens, e destacou novos
fatores de risco para esta patologia, envolvidos no funcionamen-
to do sistema nervoso central e com significado bioldgico para
esta patologia. Nos rastreios genémicos analisados, estes genes
encontravam-se ao nivel do “ruido estatistico”, e nao foram va-
lorizados. Sequenciacdo dos genes agora identificados esta em
curso num grupo de pacientes com PEA, como proof-of-concept
experimental desta nova metodologia de andlise. Este trabalho
releva o valor de estratégias alternativas que permitam uma ana-
lise mais profunda da informacao gerada em rastreios genomicos
de associacdo, nomeadamente através da exploracao de redes
de interagdes proteicas.
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