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_Resumo

A Perturbagédo do Espectro do Autismo (PEA) € uma patologia do neu-
rodesenvolvimento caracterizada por dificuldades de socializacdo e/ou
comunicacdo e por comportamentos estereotipados e repetitivos. Estu-
dos de heritabilidade indicam que fatores genéticos contribuem para
50-80% do risco de desenvolver PEA, mas 0s mecanismos genéticos nao
s&o bem conhecidos. Neste estudo, exploramos a contribuicdo para o
risco de PEA de genes que codificam proteinas envolvidas num mecanis-
mo regulador da expressao génica, o Nonsense-Mediated mRNA Decay
(NMD). Para este fim, compilamos uma lista de 46 genes envolvidos no
NMD e investigamos a presenga de Single Nucleotide Variants (SNVs)
e Copy Number Variants (CNV) nestes genes em duas amostras popula-
cionais de individuos diagnosticados com PEA (n=1828 e n=3570, respe-
tivamente). Identificamos variantes raras (MAF<1% em controlos) com
efeito deletério de acordo com uma predigao in silico, e verificamos se
afetam dominios proteicos necessarios para o NMD. Identificamos 270
SNVs em 524 pacientes com PEA e 38 CNVs em 38 pacientes com PEA.
Destas, 136 variantes (122 SNVs e 11 CNVs) estédo localizadas em regi-
des dos genes que codificam dominios proteicos importantes para o fun-
cionamento do mecanismo de NMD. Deste modo, colocamos a hipdtese
de que estas variantes possam afetar a fungcéo normal do NMD e, conse-
quentemente, contribuir para alteragdes na expressao dos genes-alvo,
podendo assim constituir um fator de risco para a PEA.

_Abstract

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental condition char-
acterized by impaired social/communication skills and stereotyped/repet-
itive behaviors. Genetic factors account for 50-80% of the familial risk of
ASD, but genetic determinants are not fully understood. In this study, we
explored the contribution to ASD etiology of genes involved in an impor-
tant post-transcriptional regulatory mechanism, the Nonsense-Medi-
ated mRNA Decay (NMD). We first compiled a group of 46 genes encod-
ing NMD factors and regulators. In these genes, we searched for Single
Nucleotide Variants (SNVs) and Copy Number Variants (CNVs) in two sam-
ples of ASD patients (n=1828 and n=3570, respectively). In genes with
rare variants (MAF<1% in controls) predicted in silico to be deleterious,
we further investigated whether these variants affect protein domains
required for NMD. We identified 270 SNVs in 524 ASD patients and 38
CNVs in 38 ASD patients. We found 136 variants (122 SNVs and 11 CNVs)
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located within protein domains that may affect proper NMD function and
consequently contribute to changes in the expression of NMD targets.
This study suggests that genetic variants that cause NMD impairment
may constitute a risk factor to ASD pathophysiology.

_Introdugéo

A Perturbacédo do Espectro do Autismo (PEA) é uma pato-
logia do neurodesenvolvimento caracterizada por dificulda-
des de comunicacéo e socializacao associadas a presenca
de comportamentos repetitivos e estereotipados (1) e mani-
festagbes clinicas heterogéneas. A etiologia da PEA ainda
nao esta bem esclarecida, o que impossibilita o desenvolvi-
mento de terapias eficazes. Muitos estudos tém sido desen-
volvidos para determinar as causas da PEA, conduzindo a
descoberta de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
associados a suscetibilidade para a perturbacdo. Sendo a
origem da PEA tao heterogénea, coloca-se a hipotese de
que mecanismos reguladores da expressao génica possam
contribuir para o desenvolvimento da patologia quando afe-
tados.

Existem varios mecanismos de controlo de qualidade da
expressao genica, entre 0s quais, o decaimento do mRNA
mediado por mutacées nonsense (Nonsense-Mediated
mRNA Decay, NMD). O mecanismo de NMD permite degra-
dar transcritos que contenham coddes de terminagéo de tra-
ducao prematura (premature translation termination codon,
PTC), reduzindo a sua abundéancia, mas também é respon-
savel pela regulacdo da expressdo de ~10% de transcri-
tos fisioldgicos (2). A funcdo do NMD & essencial durante o
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neurodesenvolvimento (3-6) ¢ depende de varias proteinas.
Alguns genes que codificam fatores do NMD foram anterior-
mente implicados na PEA. Por exemplo, foram identificadas
mutacdes no gene UPF3B em individuos que exibem carac-
teristicas do autismo (6:7) e foi demonstrado que mutacdes
missense neste gene alteram a diferenciacdo das células
progenitoras neuronais devido a uma disfungéo do processo
de NMD (5:6), Adicionalmente, um estudo recente mostrou
que a perda da proteina FMRP, codificada pelo gene FMRT,
que representa uma das principais causas de deficiéncia
intelectual e autismo, resulta numa hiperativacdo do meca-
nismo de NMD (8). Assim, testdmos a hipétese de que alte-
ragcbes em genes que codificam para proteinas envolvidas
no NMD podem contribuir para a PEA através da analise de
variantes em genes envolvidos no mecanismo NMD, numa
amostra populacional de grande dimensao com PEA.

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo a identificagdo de variantes
em genes que codificam proteinas envolvidas no mecanismo
de NMD em individuos diagnosticados com perturbacao do
espectro do autismo (PEA) e a analise do seu contributo para
0 risco de PEA.

_Material e métodos

Os genes que codificam fatores e reguladores do NMD (do-
ravante denominados genes NMD), foram selecionados atra-
vés de uma pesquisa na literatura e em bases de dados,
incluindo a Gene Ontology AmiGO (http://amigo.geneonto
logy.org) (°) e a Reactome (www.reactome.org) (10).

Foram analisadas trés datasets de individuos com PEA:
Autism Sequencing Consortium (ASC, n=1828) (), Autism
Genome Project (AGP, n=2446) (12) e Simons Simplex Col-
lection (SSC, n=1024) (13) para identificar Variantes Nucleo-
tidicas Pontuais (Single Nucleotide Variants, SNVs) e Varian-
tes de Numero de Copias (Copy Number Variants, CNVs)
nos genes NMD. A sequenciacdo do exoma completo per-
mite identificar SNVs nas regides codificantes do genoma
(exodes), enquanto os CNVs nestes datasets foram deteta-
dos através da tecnologia de arrays. Estimamos ainda a fre-
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quéncia destas variantes em populacdes controlo sem his-
torial de doencga neurolégica, nomeadamente 60146 contro-
los da GnomAD v2.1.1 (https://gnomad.broadinstitute.org/,
para SNVs) e 10355 controlos da Database of Genomic Va-
riants (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home, para CNVs). Para
identificar as variantes potencialmente deletérias, selecioné-
mos apenas variantes raras em controlos (MAF<1%), nomea-
damente os CNVs que continham regides codificantes dos
genes em andlise, assim como 0s SNVs classificados como
deletérios in silico pelos programas Polyphen (14) e SIFT (15)
(missense predicted damaging and deleterious, MISPD)
ou como perda de funcado (loss-of-function, LoF). Adicio-
nalmente, pesquisamos na literatura quais os dominios pro-
teicos comprovadamente necessarios para o correto fun-
cionamento do NMD e identificamos as variantes deletérias
localizadas nestas regides.

_Resultados e discussao

Da literatura e bases de dados foram identificados 46 genes
que codificam proteinas envolvidas no processo de NMD
(tabela 1). Estes genes foram divididos em grupos de acordo
com sua funcdo no NMD: EJC - fatores e reguladores do
complexo de juncdo exdo-exao (Exon Junction Complex,
EJC); SURF-DECID - componentes do complexo SMG1-UP-
F1-eRF1-eRF3 (SURF) e indutores de decaimento (DECID);
mRBNA decay - fase de decaimento do mRNA; ER-NMD -
resposta NMD no Reticulo Endoplasmatico (RE); Regulaté-
rio — envolvido na regulacdo do NMD (tabela 1). Destes 46
genes, 7 sdo genes candidatos para PEA descritos na base
de dados SFARI (https://gene.sfari.org/). Verificamos ainda
na Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org) (16) que
todos 0s 46 genes sdo expressos no cérebro humano.

A presenca de SNVs nestes genes foi analisada nos exo-
mas do dataset ASC (N=1828) e de CNVs nos datasets AGP
(n=2446) e SSC (n=1024). Identificamos 270 SNVs poten-
cialmente deletérios (por predicao in silico) em 38 genes
NMD em 28,7% (524/1828) dos pacientes com PEA, dos
quais 11,5% (31/270) sado classificados como LoF e 88,5%
(239/270) como MISPD (figura 1).
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Tabela 1: Lista de genes humanos que codificam fatores e
reguladores do mecanismo de nonsense-mediated
mRNA decay (NMD).

Grupo Simbolo do gene
EIF4A3 MAGOHB PYM1
EJC RBMS8A CASC3 RNPST
MAGOH ICET
UPF1 GSPT1 RUVBLZ2
UPF2 NCBP1 SMaG1
SURF-DECID UPF3B NCBP2 SMG8
EIF4E DHX34 SMG9
ETF1 RUVBL1
SMG5 PNRC2 PARN
SMG7 DCP2 MOV10
MRNA decay SMG6 XRNT PPP2CA
cNOT8 DIS31 PPP2R1A
DCPTA DIS3L2 EXOSCT0
ER-NMD NBAS
PABPCT FMR1T SECT3
Regulatério EIF4G1 [ENESIE GNL2
UPF3A SRSF1

A cinza estdo marcados os genes candidatos do autismo de acordo com a base
de dados SFARI (https://gene.sfari.org/ ).

O NBAS, um fator importante para a resposta do NMD no re-
ticulo endoplasmatico (17), foi 0 gene com mais SNVs identi-
ficados: 25 em 5.4% (98/1828) da populacao ASC (tabela 2).
Adicionalmente, 0s genes com SNVs presentes em mais de
1% dos individuos PEA foram: DIS3L2 (4%), DIS3L (3%),
SMG7 (2%), CASC3 (1,9%), DCP1A (1,7%), ICET (1,6%),
DHX34 (1,5%) e SMG6 (1,3%) (figura 1). Trés destes genes
codificam as proteinas CASC3, ICE1 e DHX34, que pro-
movem a ativacdo do NMD, enquanto os outros genes codi-
ficam proteinas envolvidas na degradacdao do mRNA. Ana-
lisamos os dominios proteicos afetados pelos SNVs identi-
ficados neste estudo, e verificamos que grande parte das
variantes se localizam nos dominios proteicos necesséarios
para o NMD. Por exemplo, 0os SNVs identificados nos genes

51

que codificam os fatores up-frameshift (UPF1, UPF2 e
UPF3) e supressor with morphogenesis in genitalia (SMG1,
SMG5, SMG6, SMG7, SMG8 e SMG9) localizam-se maiori-
tariamente em regides que codificam dominios essenciais
para a funcdo do NMD. Adicionalmente, encontramos va-
riantes numa regido do UPF3B, onde ja foram descritas mu-
tacbes que interferem com a fungao do NMD (6),

A analise conjunta dos datasets AGP e SSC, levou a desco-
berta de 38 CNVs contendo a totalidade ou parte de 18 dos
46 genes NMD, em 1% (38/3570) dos individuos com PEA.
Destes CNVs, 8 sdo delegdes e 30 sdo duplicacoes. Verifi-
camos que 0s CNVs que incluem genes inteiros ou dominios
funcionais importantes para o0 NMD sao raros nos individuos
com PEA (0,4%), mas extremamente raros em individuos
controlo (<0,1%).

No total, foram identificadas 136 variantes (122 SNVs e 11
CNVs) em 23 genes, localizadas em regides que codificam
dominios proteicos importantes para a sua fungéo no NMD
(tabela 2), em 258 individuos com PEA. A classificagdo in
silico dos SNVs como tendo um efeito deletério, sugere que
possam afetar o mecanismo de NMD e contribuir para alte-
ragbes na expressao dos genes-alvo. E notavel que existam
pelo menos 1277 genes-alvo de NMD expressos em células
neuronais (8). Ser4 agora fundamental a validacao funcional
destas variantes, através de estudos funcionais em linhas
celulares ou da analise de expressdo dos seus genes-alvo.

O NMD desempenha um papel importante na diferenciacao
neuronal (6) e a magnitude da sua resposta pode influen-
ciar a diferenciacdo celular numa fase inicial do desenvol-
vimento (3). Muitas das variantes genéticas reportadas em
individuos diagnosticados com PEA sdo mutagdes LoF, que
levam a insercao de um PTC. O NMD ¢ essencial na prote-
cao contra estes erros genéticos, sendo, portanto, plausivel
que a disfungao deste mecanismo afete a expressao destes
genes, influenciando o risco de PEA. No contexto da lite-
ratura hoje, 0s presentes resultados sugerem que uma dis-
fung@o do mecanismo de NMD pode constituir um fator de
risco para a fisiopatologia da PEA.



O

nsttuto_Nacional de Satde

Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n.9

a)

N.° variantes LoF e MISPD

b)

N.° variantes LoF e MISPD

Observages_ Boletim Epidemiolégico

Figura 1: [} Representagdo dos genes com SNVs identificados em individuos com perturbagéo do espectro

do autismo (PEA).

Genes identificados, marcados com cores de acordo com a sua funcdo no nonsense-mediated mRNA decay (NMD)
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Tabela 2: [ Nimero de SNVs e CNVs localizados em regides dos genes
que codificam dominios importantes para a sua fungéo no non-
sense-mediated mRNA decay (NMD) em 258 individuos com
perturbagéo do espectro do autismo (PEA).

SNVs(™
Gene Localizacao LoF MISPD CNvs( PEA n@
EJNBAS®) 2p24.3 5 20 1 99
DHX34 19q13.32 2 12 1 25
GNL2®) 1p34.3 1 11 - 17
SMG7 1q25.3 - 8 - 14
SMGT 16p12.3 1 12 - 13
UPF2 10p14 1 3 1 11
UPF3A 13q34 1 2 2 1
ICET 5p15.32 2 7 - 10
SMG8 17922 - 6 - 8
GSPT1 16p13.13 - 4 1 7
UPF3B Xq24 1 3 1 7
ETF1 5q31.2 1 3 - 6
SMGé6 17p13.3 - 2 1 6
RBMSA 19211 - - 2 4
SMG9 19q13.31 1 1 - 4
UPF1 19p13.11 - 4 - 4
CASC3 17q21.1 - 3 - 3
RUVBL2 19q13.33 - 1 1 2
SEC13® 3p25.3 - 2 - 2
SMG5 1q22 - 2 - 2
FIF4A3 17q25.3 - 1 - 1
RUVBL1 3q21.3 - 1 - 1
SRSF1 17922 - 1 - 1

(1) Numero de SNVs e CNVs localizados em regioes do gene que codificam dominios necessérios para
a funcao do mecanismo de NMD; (2) Numero de individuos com PEA para os quais foram identificados
SNVs e CNVs nos genes indicados; (3) Estes genes sdo fatores conservados do mecanismo de NMD mas
ainda nao se conhecem os dominios essenciais para a sua funcao.

SNVs, Single Nucleotide Variants; CNVs, Copy Number Variants.
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_Conclusdes

Este estudo encontrou evidéncia de um possivel contributo
do funcionamento anémalo do Nonsense-Mediated mRNA

Decay (NMD) na perturbagao do espectro do autismo (PEA).

Tendo um papel importante na regulagéo pés-transcricio-
nal, o NMD, se disfuncional, pode contribuir para a PEA atra-
vés da desregulacao da expressdo dos seus genes-alvo. Por
outro lado, pode ainda contribuir para a PEA, e para a sua
heterogeneidade fenotipica, se a capacidade de degradacéo
do mRNA mediada por mutacdes nonsense for afetada.

Uma melhor compreens@o do mecanismo de NMD e das
suas funcdes pode constituir uma oportunidade de desen-
volvimento de intervengdes terapéuticas para o tratamento
e prevencao da PEA.
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