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RESUMO

Os Transtornos do Espectro do Autismo (TEA) sdo doengas neuropsiquiatricas
complexas, com etiologia e manifestagcdes clinicas muito variaveis. Tais manifestacdes sao
observadas antes dos trés anos de vida. A prevaléncia ¢ alta na populagdo, com uma propor¢ao de
quatro homens afetados para cada mulher afetada. Em apenas 10-25% dos casos um fator etioldgico
¢ observado, genético ou ambiental, dependendo da composicdo da casuistica e das técnicas
laboratoriais utilizadas. Ha descrigdes de centenas de genes e regides gendmicas associadas com a
predisposicao, por apresentarem mutagoes e variagdes no numero de copias (CNVs) e a maior parte
tem expressao no sistema nervoso central, principalmente em sinapses. Entre os genes candidatos,
se destacam o SHANK?2 e o SHANKS3, ainda ndo estudados em casuisticas brasileiras. No SHANK?2,
localizado em 11q13.2, j4 foram descritas mutagdes em sete de seus 25 éxons, enquanto no
SHANKS, localizado em 22q13 e com 23 éxons, também ha descri¢des de mutagdes em varios
éxons, mas especialmente em trés. Muitas mutacdes nestes dois genes foram observadas em
autistas, mas ndo em individuos controles, o que sugere seu envolvimento na etiologia da doenca.
Este estudo investigou mutagdes nos éxons 11, 13 e 22 do gene SHANKZ e nos éxons 2, 6 € 22 do
SHANKS, que sdao os mais frequentemente envolvidos nos achados em TEA. O estudo dos seis
éxons foi realizado por sequenciamento direto, em 200 afetados e os resultados foram comparados
a um banco de dados com os de 566 controles saudaveis. Onze alteragdes, seis no gene SHANK2,
uma delas ainda ndo descrita, e cinco no gene SHANKS3, todas ndo descritas anteriormente. Nenhum
paciente apresentou mais de uma alteragdo em SHANK2 ou SHANKS, ou nos dois genes. Os
resultados mostraram que mutagdes nos genes SHANKZ2 e SHANKS sao frequentes na populagdo
brasileira com TEA e estdo relacionadas com a etiologia destas doengas. Entretanto, a relevancia
clinica de cada uma das alteragdes encontradas deve ser investigada. Este estudo pode contribuir

para o esclarecimento da etiologia destas doengas, € no Aconselhamento Genético das familias.

Palavras-chave: Autismo, Sinapse, familia SHANK.



ABSTRACT

The Autism Spectrum Disorders (ASD) are complex neuropsychiatric diseases, with widely
etiology and clinical manifestations. Such manifestations are observed before three years of life.
The prevalence is high in the population, with a ratio of four affected men for each affected woman.
In only 10-25% of cases an etiological factor is observed, genetic or environmental, depending of
the composition of samples and laboratory techniques used. There are descriptions of hundreds of
genes and genomic regions associated with predisposition, they present mutations and copy number
variations (CNVs) and most have expression in the central nervous system, especially at synapses.
Among the candidate genes, we highlight the SHANK2 and the SHANKS3, not yet studied in
Brazilian subjects. In SHANKZ2, located in 11q13.2, mutations have been described in seven of its
25 exons, while in SHANKS3 located at 22q13 with 23 exons, there are descriptions of mutations in
several exons, but especially three. Many mutations in these two genes were observed in autistic
patients, but not in healthy controls, suggesting an involvement in the etiology of the disease. This
study investigated mutations in exons 11, 13 and 22 of SHANKZ2 gene and exons 2, 6 and 22 of
SHANKS3, which are most often involved in ASD findings. The study of six exons was performed
by direct sequencing, in 200 affected and the results were compared to a genome bank with 566
healthy controls. Eleven alterations were found, six on SHANK2 gene, one not yet described, and
five in SHANKS gene, all not previously described. No patient had more than one alteration in
SHANK2 or SHANKS, or both genes. The results showed that mutations in SHANK?2 and SHANK3
gene are frequent in the Brazilian population with ASD and are related to the etiology of these
diseases. However, the clinical relevance of each of the alterations found should be investigated.

This study may help to clarify the etiology of these diseases, and genetic counseling of families.

Keywords: Autism, Synaptic, SHANK family.
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1. INTRODUCAO

Os Transtornos do Espectro do Autismo (TEA), também atualmente denominados “autismo”, sdo
definidos como afec¢des neuropsiquiatricas comuns na populacdo (prevaléncia de cerca de 1%),
caracterizadas por deficiéncia na interagdo social e comunica¢do, acompanhada por
comportamentos estereotipados e interesses restritos (GUILMATRE et al.,2013; LEBLOND et al.,
2014).

As caracteristicas comportamentais dos afetados sdo observadas antes dos trés anos de idade
e sdo muito variaveis, com diferentes niveis de gravidade, o que justifica a defini¢dao de espectro,
tanto que na 5* Edi¢do do Manual Estatistico e Diagnéstico (DSM-5) da Associagdo Americana de
Psiquiatria (APA), a denominacdo TEA extinguiu os cinco diagndsticos anteriores, Autismo,
Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem Outra Especificagdo (PDD-NOS), Transtorno
Desintegrativo da Infincia e Sindrome de Asperger, cujos quadros clinicos eram de dificil
diferenciagdo (APA - DSM-5).

Nao estdo descritas causas que expliquem todos os casos de TEA e a maioria ¢ idiopatica,
motivo pelo qual estes transtornos sao considerados como doengas complexas. Além disso, o grau
de gravidade varia muito entre os afetados, inclusive, entre os que apresentam o mesmo fator
etiologico. Os aspectos genéticos e clinicos dos TEA sdo altamente heterogéneos. Uma série de
estudos recentes tem avancado significativamente sobre a compreensao destas doencas do ponto
de vista da genética humana e da neuropatologia. Estes estudos destacam o periodo de
desenvolvimento fetal, os processos de estrutura da cromatina, a fun¢do sinaptica e sinalizacao
neurdnio-glia como fundamentais. Os esfor¢cos recentes t€ém se concentrado na integragao
sistematica dos achados de varios niveis de dados genomicos e fisiopatologicos em busca de
convergéncias (CHEN et al., 2015).

Em cerca de 10 a 25% dos casos a afec¢do pode ser relacionada a um fator etioldgico, que
pode ser uma condi¢ao médica, como uma sindrome ou uma lesdo no sistema nervoso central,
entretanto, a frequéncia de esclarecimento das causas depende da selecdo da casuistica e das
técnicas de investigacdo clinico/laboratoriais utilizadas (FERNELL; ERIKSSON; GILLBERG,
2013). Muitos fatores ambientais estdo envolvidos na etiologia e tém sido relacionados ao aumento

da prevaléncia, especialmente na ultima década. Fatores genéticos também estdo fortemente
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vinculados a etiologia dos TEA (CROSS-DISORDER GROUP OF THE PSYCHIATRIC
GENOMICS CONSORTIUM -2, 2013).

Caracteristicas comportamentais relacionadas ao autismo sao altamente herdaveis. Irmaos de
criancas afetadas estdo 10 a 20 vezes mais propensos a receber um diagnostico de autismo
(OZONOFF et al., 2011). Parentes proximos apresentam alteragdes comportamentais vinculadas
as caracteristicas diagnosticas de autismo em frequéncias significativamente maiores do que em
controles (BERNIER et al., 2012). Pais de individuos com TEA apresentam uma tendéncia maior
de manifestar caracteristicas autisticas, reforcando a hipéteses da influéncia de multiplas variagdes
genéticas transmitidas juntas ao longo das geragdes (ROBINSON et al., 2014). O fendtipo mais
amplo em parentes, em termos de gravidade menor, ¢ conhecido como Broad Autism Phenotype
(BAP). De acordo com este conceito, familiares de autistas podem ter personalidade mais rigida,
indiferente e com alta sensibilidade para criticas (MOHAMMADI et al., 2012).

Realmente, os estudos gendmicos e neurocomportamentais t€ém reforcado a heranga
multifatorial dos TEA na maioria dos casos, com a participagdo de muitas alteracdes genéticas,
algumas de forma mais decisiva, e do ambiente, o que poderia explicar o BAP, ou seja, a variacao
fenotipica(MOHAMMADI et al., 2012).

As doencas genéticas mais frequentemente relacionadas aos TEA sdo a Sindrome do
Cromossomo X Fragil (FRAXA) e a Esclerose Tuberosa, além de vérias cromossomopatias, como a
Sindrome de Down (HWANG; CHEN, 2010). A frequéncia de achados cromossdmicos anormais em
diferentes casuisticas, com envolvimento de todos os pares cromossomicos, varia de 4 a 5,8% dos
afetados (MARSHALL et al., 2008; BOCCUTO et al., 2013). Este fato justifica a realizagdo do exame
o caridtipo em todos os casos, como parte do protocolo de investigacao laboratorial (SHEN et al., 2010;
HANTASH et al.,, 2011). Também, microduplicacdes e microdele¢cdes em regides gendmicas
especificas t€m sido fortemente consideradas patogénicas, o que justifica também a investigagdo por
CGH-array (Arrays comparative genomic hybridization) (DURAND et al., 2012; BOCCUTO et al.,
2013; KHARBANDA, TOLMIE, JOSS, 2015).

O namero de genes com evidéncias de envolvimento na predisposi¢ao aos TEA cresce de
forma significativa na literatura, com centenas de genes candidatos j& descritos, o que tem levado
alguns autores a propor que o sequenciamento de todo o genoma ¢ a Unica estratégia eficaz para
delineamento dos genes de susceptibilidade envolvidos em cada caso em particular, tanto em

investigacoes cientificas, quanto clinicas (YUEN et al., 2015). A maioria dos genes descritos se
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expressa durante o desenvolvimento cerebral e no cérebro adulto, ou seja, participam do
desenvolvimento ou funcionamento dos processos neuronais, como os que codificam proteinas
envolvidas em sinapses. Entre os principais e mais citados estdo os genes da familia SHANK, que
codificam proteinas de suporte localizadas na densidade pds-sinaptica das sinapses glutamatérgicas
(PERCHE et al., 2010; LEBLOND et al., 2014). A Figura 1 ilustra as proteinas Shank em interacao
com outras proteinas em uma sinapse glutamatérgica.

Os genes SHANK2 ¢ SHANKS sdo descritos como candidatos ao autismo pela associagao
significativa de mutagdes com o fenotipo comportamental e com déficits intelectuais, estes ultimos
muito frequentes em autistas. Entretanto, a relevancia clinica ainda ndo est4d determinada (SATO
et al., 2012). Além disso, a triagem de mutagdes na familia SHANK ¢ dificil porque os genes sdo
complexos, com multiplas transcri¢gdes alternativas e regides extremamente ricas em CG

(PHELAN; MCDERMID, 2012).

Presynapse

B-NEUREXIN
NEUROLIGIN

Postsynaptic
density

PSD-95

Figura 1. Proteinas Shank em uma sinapse glutamatérgica. Atuam como proteinas suporte, necessarias
para a formag@o e funcionamento das sinapses neurais. Formam uma matriz para moléculas pds-
sinapticas, como a HOMER e GKAP, que interagem com PSD-95, Neurexinas e com receptores
de neurotransmissdo como o NMDARs (N-methyl-d-aspartate receptors) e o mGluRs
(metabotropic glutamate receptors). Adaptado de STATE (2010).

O gene SHANK?2, localizado em 11q13.2, é composto por 25 éxons e codifica uma proteina
de suporte que atua nas sinapses excitatorias, na regido pos-sindptica, garantindo sua formacao e
estabilidade (LEBLOND et al., 2012). Mutagdes em SHANK?Z relacionadas aos TEA comegaram a
receber destaque da literatura ha pouco tempo, a partir de 2010 (BERKEL et al., 2012; PEYKOV
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et al., 2015). Berkel et al. (2010) e Leblond et al. (2012) identificaram em autistas, mutagdes nos
éxons 11 (R405W; R443C), 13 (P587S) e 22 (R841X)que nao foram observadas em individuos
normais.

O gene SHANKS estd localizado na regido 22q13.3, possui 22 éxons (SARASUA et al., 2011;
UCHINO, WAGA, 2012) e ¢ expresso predominantemente no cortex cerebral e no cerebelo,
codificando uma proteina que também atua na regido pos-sinaptica (HAMDAN et. al., 2011;
GONG et al., 2012). A proteina Shank3 conecta receptores de glutamato a via da actina do
citoesqueleto como uma cadeia de elementos intermediarios. Estudos genéticos t€ém demonstrado
a forte associacdo de mutagdes em SHANKS3 com susceptibilidade as doencas psiquiatricas,
entretanto, pouco se sabe sobre as consequéncias neuronais dessas mutagdes (DURAND et al.,
2012; JONSSON et al., 2015).

A perda da regido 22q13.3 determina a Sindrome da Dele¢do 22q13.3, também denominada
Sindrome de Phelan-McDermid ou Monossomia 22q13. As caracteristicas comportamentais dos
afetados incluem problemas de comunicacao, déficit intelectual grave ou moderado, atraso da fala,
do desenvolvimento global e comportamento autistico (PHELAN; MCDERMID, 2012;
DENAYER et al., 2012). A haploinsuficiéncia de SHANKS pode causar uma forma monogénica
de autismo em uma frequéncia suficiente para ser considerada em testes diagnosticos (DURAND
et al., 2007; MOESSNER et al., 2007). Além disso, parece ser o responsavel pelas caracteristicas
neurologicas da sindrome (BONAGLIA et al., 2011; SARASUA etal., 2011; WAGA etal., 2011).
E possivel que a perda de uma cépia deste gene deixe o sistema nervoso mais vulneravel as
degeneracdes a longo prazo e menos capaz de se recuperar apos eventos psiquidtricos e somaticos
(DENAYER et al., 2012).

Mutagdes no gene SHANKS3 identificadas em autismo parecem afetar o desenvolvimento e a
morfologia das espinhas dendriticas, reduzindo a transmissdo sindptica em neurdénios maduros
(FRECHE et al., 2012; GONG et al., 2012). Uma mutagdo missense no éxon 2 (L68P) so6 foi
observada em afetados, quando comparados com controles sem alteragdes comportamentais
(DURAND et al., 2007; GAUTHIER et al., 2009). Também, além da haploinsuficiéncia do gene,
a presenca de copias extras ja foi associada com a Sindrome de Asperger (DURAND et al., 2012)
e delegdes que envolvem apenas SHANKS3 vém sendo associadas com fendtipos autisticos mais

graves, quanto maior o tamanho da mesma (SARASUA et al., 2011).
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Estima-se que SNPs, (polimorfismos de nucleotideo unico)sejam responsaveis por 20-60%
da variacdo de risco em autismo, embora o efeito individual de qualquer SNP seja relativo
(GAUGLER etal., 2014). Além de SNPs, Copy Number Variations (CNVs), caracterizadas como
micro delegdes ou duplicagdes, ¢ SNVs (Single Nucleotide Variations — variagdes com frequéncias
menores do que 1%), vém sendo descritas como envolvidas no fendtipo autistico e outras afec¢des
neuropsiquiatricas (DOHERTY; OWEN, 2014).

A hipotese cientifica testada neste estudo foi de que mutagdes nos genes SHANK2 e
SHANKS, que estdo entre os genes mais importantes relacionados ao espectro do autismo, sdo

frequentes na populacdo brasileira com TEA e estdo relacionadas com a etiologia destas doencas.



Objetivo
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2. OBJETIVOS

Geral:

Realizar a investigacao de alteragdes em éxons especificos dos genes SHANK2 e SHANK3

em individuos com Transtornos do Espectro do Autismo idiopatico.

Especificos:

1. Avaliar a presenca de alteragdes nos éxons 11, 13 e 22 do gene SHANK2 em
individuos com Transtornos do Espectro do Autismo idiopatico;

2. Estudar a presenca de alteragdes nos éxons 2, 6 e 22 do gene SHANKS em individuos
com estes transtornos;

3. Em caso de achados, avaliar a presenca dos mesmos em um grupo controle

constituido de individuos sem alteragdes de comportamento.



Material e Meétodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Ap6s aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do
Rio Preto (n°: 3306/2010), foram estudadas e incluidas nos resultados aqui apresentados, amostras
de sangue periférico de 200 pacientes com TEA idiopatico, 165 (82,5%) homens e 35 mulheres
(17,5%), com idades que variaram de trés a 44 anos (Média=14,57 e Desvio Padrdao==8,3), com
diagnodstico conclusivo de Transtorno do Espectro do Autismo, de acordo com o Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, quarta edicdo (DSM-IV), feito por psiquiatras e
por outros especialistas em autismo, membros de equipes interdisciplinares. Sempre que possivel,
uma entrevista com base no Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) e Childhood-Autism
Rating Scale (CARS) foi aplicada,conforme referido por Moreira et. al (2014). Em alguns casos, o
diagnéstico foi realizado também com base nos novos critérios inclusos no DSM-5 (DSM-5).

Os pacientes foram provenientes da Escola Municipal do Autista Maria Lucia de Oliveira
(EMA) de Sao José do Rio Preto-SP, da Associacdo dos Amigos dos Autistas (AMA) de Ribeirao
Preto-SP, do Ambulatorio de Genética da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto-SP
(AG), do Recanto Tia Marlene de Votuporanga-SP (RTM), da Associagdo para o Desenvolvimento
dos Autistas em Campinas (ADACAMP) de Campinas-SP, da UNESP (Servico de
Fonoaudiologia) de Marilia-SP, e da Associacao de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) de
Catanduva-SP.

Para atender aos critérios de inclusdo e exclusdo, os individuos foram avaliados por
geneticistas clinicos e por médicos de diferentes especialidades, para a investigacao de possiveis
sindromes ou outros tipos de afecgdes associadas a fatores genéticos e ambientais, para a presenca
de anormalidades cromossomicas e da Sindrome do Cromossomo X-Fragil nos meninos. S6 foram
incluidos neste estudo os que apresentaram resultados negativos. Nao foram excluidos pacientes
com deficiéncia intelectual, epilepsia ou dismorfias sem causa conhecida ou presumida.

No total, foram inicialmente estudados muitos pacientes, que somados os de todas as
instituigdes e aqueles encaminhados diretamente ao Ambulatorio de Genética, ultrapassam 400.
Entretanto, a avaliacdo inicial dos casos ja excluiu um nimero alto deles, porém nao anotado, de

individuos com suspeita de etiologia relacionada a agentes ambientais, entre os quais aqueles com
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hipotese diagnostica de encefalopatia cronica nao progressiva, sindrome do alcool fetal,
embriopatia rubeolica, entre outros. Daqueles sem diagnostico etiologico prévio conhecido ou
presumido, seis casos foram excluidos por apresentarem afec¢des génicas, dois com Esclerose
Tuberosa, um com sindrome de Rett, um com sindrome de Williams, um com sindrome de Van
der Woude e um com sindrome de Angelman; dois também foram excluidos por apresentarem
alteragdes cromossOmicas € cinco outros por apresentarem mutagdo completa no gene FMR1.

Todos os casos que apresentaram alteragdes foram individualmente convocados para sessao
de Aconselhamento Genético e as familias foram esclarecidas quanto ao evento biologico, origem
e riscos de recorréncia, e receberam suporte psicologico, conforme protocolo rotineiramente
utilizado no Servigo de Genética (HB-FAMERP/FUNFARME). Quanto aqueles com alteragdes
nos genes SHANK, as familias ja haviam sido esclarecidas no processo de triagem dos casos sobre
os objetivos do estudo, sobre os achados da literatura, o carater multifatorial da doenga, assim como
efeito aditivo de alteragdes dos genes, o que foi refor¢ado no Aconselhamento Genético. Todas
souberam interpretar tais alteragdes como potencialmente e possivelmente, mas ndo isoladamente,
envolvidas na etiologia da doenca do filho.

Os controles consistiram de 566 individuos, nao relacionados e aparentemente saudaveis,
sem historia de TEA ou outras doengas psiquiadtricas em trés geracdes considerando-se a do
estudado, seguindo critérios padronizados. Eles constam em um banco de dados cujo acesso foi
gentilmente permitido pelo Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH/USP-SP).

Na época da apresentagdo do projeto desta pesquisa, a nomenclatura das regides estudadas
seguiu os critérios do Human GRCh37 (Genome ReferenceConsortium/ human - GRCh37), que
estava sendo utilizada desde 2009. Neste documento, entretanto, foi utilizada a versao mais recente
do mesmo, intituladaGRCh38, disponivel a partir de dezembro de 2013, onde o éxon 22 do gene
SHANKSpassou a ser referido como éxon 21. Na nova versdo houve uma adequag¢do na

nomenclatura dos éxons.

3.2. Métodos

Todos os individuos do grupo de estudo foram triados quanto a presenca de
cromossomopatias € os meninos quanto a presenca da mutacdo no gene FMR1, responsavel pela

Sindrome do Cromossomo X Fragil (FRAXA). Para isto, respectivamente, foi realizado o estudo
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citogenético convencional, em 20 metafases obtidas de culturas de linfocitos, submetidas ao
bandamento GTG, conforme protocolo de rotina do Laboratério de Genética
FAMERP/FUNFARME, ¢ a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com primers especificos
para as regides alvo. Os individuos com alteragdes nestas investigagdes citadas, por terem a
etiologia esclarecida, como anteriormente mencionado, ndo foram selecionados para avaliagdo
molecular dos genes propostos.

O fluxograma relacionado a triagem dos individuos, considerando-se os critérios de

inclusdo e exclusao, estd apresentado na Figura 2.

Psiquiatra/neurologista’
Equipe multidiscplinar — Diagnostico de TEA concluido

(escolag, clmicas)

Avaliacio de autismo sindromico

Causa  conhecida/ Sum\ Sem sinais  dismoficos  ou
dismorficos: Exclusio afeccoes genéticas/ambientais

Aconselhamento (Jenehco conhecidas/presunidas

l

Al | strad _ Extragio de DNA. avaliagio cariofipica e
o deiestrado molecular paraFRAXA

Re.'\:ultz—i(lo T-\..Itemdo. D C Resultado Normal:
Exclusaoe SequénciamentoDireto

Aconselhamento Genético

GeneticstaPediatra/
Neuropediatra

Figura 2. Fluxograma de execug¢o do estudo quanto a avaliagdo, selecdo e conduta.

3.2.1 Extracao de DNA de leucocitos

O DNA de cada individuo foi obtido a partir de leucécitos de sangue venoso periférico

segundo a técnica descrita por Miller et al.(1988), com modificagdes.



3. MATERIAL E METODOS 28

Em um tubo de polipropileno de 15mL foram adicionados 3,5mL de FICOLL PAQUE e
SmLde sangue periférico pela parede do mesmo. O material foi centrifugado por 30 minutos a
3.500rpm. O anel de leucocitos foi transferido com pipeta Pasteur descartavel para outro tubo € o
volume de 15mL foi completado com tampao PBS 1X. Nova centrifugacao foi realizada durante
12 minutos a 3.500 rpm. O sobrenadante foi retirado com pipeta Pasteur descartavel deixando no
tubo 1 mL no qual o “pellet” foi suspenso. Novamente o volume foi completado para 15 mL com
PBS 1X e repetiu-se a centrifugacao durante 12 minutos a3.500rpm. O sobrenadante foi recolhido
com pipeta descartavel, o “pellet” de leucécitos foi novamente suspenso € em seguida foram
adicionados 3 mL de Lysis Buffer, 0,2mL de SDS 10%, 50ul de proteinase K (20mg/mL) e 40ul
de RNAse (20mg/mL). O material foi agitado e incubado a 37°C overnight.

No dia seguinte, ao volume total foi acrescentado 1,0mL de NaCl 6M saturado. O tubo foi
agitado vigorosamente até formar espuma e colocado no gelo por 20 minutos. O material foi
novamente agitado e centrifugado a 3.500rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo de polipropileno de 15mL e completado com 10mLde etanol absoluto gelado para a
precipitacdo do DNA. O tubo foi invertido delicadamente até a visualizagdo do DNA precipitado.
O DNA foi colocado em um microtubo de 1,5mL com 500ul de etanol 70% gelado. O material foi
centrifugado a 14.000 rpm por trés minutos. Em seguida, o etanol 70%fo1 descartado e o tubo
deixado em repouso por 20 minutos. O DNA foi diluido em agua ultrapura e incubado a 37°C por
trés a quatro dias para dilui¢do. Apds este periodo, o material foi estocado a -20°C. A estimativa
da concentragdo foi realizada pela leitura em espectrofotdmetro NanoDrop (ND 1000—

Spectrophotometer).

3.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase para FRAXA

A amplificacdo e determinagdo no numero de repeticdes CGG e deteccdo da mutacdo
completa do gene FMR1 foi realizada segundo a técnica de Haddad et al. (1996), com algumas
modificagdes. Para cada tubo de reacdo foi preparada a seguinte solugdo com volume final igual

a23ul:
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L5 DO N1 a2 o101 - OSSR 10,5uL
Tampao (SEM MECI2)...cccuiiiiiiieeiie et e e e e s e e s aee e sbeeenseeenns 2,5uL
IMEZCIau ettt h ettt na ettt e e es 1,0pL
DIMSO (100%6)-rvvveeeeeeeeeveeeeeeeseeseeesessesesseeesssesssesssesssesssssessesssssesseessesssseseesessseesessesssssseens 2,5uL
WOTK SOIULION. ....oeii ettt ettt e e eaa e e eteeaeeeeneeean 1,0uL
ANTP (1,25 MM) — 75% 7deZa AGTP.....vveoeeereeeeeseeeeeeeeseeesseeseeesseesseeseessseesesssessesesesseens 4,0uL
DINA (50 N@/LL) .o 2,0uL

O método de Hot Start foi utilizado: a solug¢ao descrita abaixo, contendo a enzima Taq

Polymerase, foi adicionada no volume de 2,0puL por amostra apds um Unico ciclo de 98°C

durante 10 min.

H2O UITAPULA. ..ttt ettt a et seee e et 1,48uL
Tampao (SEM MECL2)...ceueiiuiiiieiieieeie ettt sttt 0,2uL
TAQ (SU/IL) ettt sttt ettt ettt e st e b e s b e es b e essaestaesbeessaessbessaesssesssesseenseesees 0,32uL

Foi utilizado uma work solution contendo trés primers (Eag-U,Eag-L, f) nas concentragdes

de 7,5uM, 5uM, 2uM/ 85,5uL de H>O, respectivamente, para amplificacao da regido de interesse.

As sequéncias de bases dos primersf (reverse 1), Eag-L (reverse 2) e Eag-U (foward),estdo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela

1. Sequéncia dos primersf, Eag-L e Eag-U utilizados na amplificagdo para analise de mutagdo do
gene FMRI1.

Primer Sequéncia 5° 3° Amplicon (Pb)
F AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA 30
Eag-L CGCTGCGGGTGTAAACACTGAAACCACGTC 30
Eag-U CGACCTGTCACCGCCCTTCAGCCTTCC 27

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condigdes: ativagdo a 95°C por dois

minutos, ciclo de 35 repeticdes com desnaturacao inicial durante um minuto a 65°C, anelamento



3. MATERIAL E METODOS 30

durante dois minutos a 72°C,extensdo de 90 segundos a 94°C e extensdo final de um ciclo durante
10 minutos a 72°C.

Os fragmentos foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% sob corrente
constante de 100V durante 40 minutos. O gel foi revelado em solucdo de nitrato de prata (Figura

3). Os individuos foram classificados de acordo com o tamanho do fragmento originado.

Marcador Amostras

Figura 3.Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 6% correspondente a analise da amplificacdo do
gene FMR1. Marcagdo com Ladder de 100pb na coluna (L) confirma o tamanho esperado das
bandas de controle interno (223pb) e de expansdo da trinca CGG (600pb), que caracteriza a
auséncia da mutacao nos quatro individuos do sexo masculino (colunas 1-4).

3.2.3 Amplificacdo das regioes selecionadas

A amplificagdo das regides selecionadas foi realizada segundo a técnica de SAIKI et al.
(1998), com algumas modificagdes.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foram processadas em termociclador SelectCycler
(98 tubos). Em todos os experimentos um dos tubos ndo recebeu DNA (controle de contaminagao).

Foram utilizados 10 pares de primers que amplificam os éxons 11, 13 € 22 do gene SHANK2
e os éxons 2, 6 e 21 do gene SHANKS, produzindo fragmentos de tamanhos diferentes. O desenho

dos primers foi realizado com a utilizagdo do programa PRIMER3 (ROZEN; SKALETSKY,
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2000). As sequencias de bases dos primers e o tamanho esperado dos produtos estdo apresentados

nos Quadros 1 ¢ 2.

Primer PrimersS’ a3’ Tam.a 00 A
amplicon (pb)
, SHANK2E11F ACGACACAGATGCACTCACC
Exon 11 462
SHANKZ2E11R GGCTTCCTGCTCAACTTCTG
, SHANK2E13F CCCACTCGTCTTGTTCAACC
Exon 13 236
SHANKZ2E13R AGATAGGCCTGCAGGATCG
, SHANK2E22F TCTCACCCTAGGCTCTCTGG
Exon 22 172
SHANKZ2E22R GCAACTTCTGTGGGGGAGT
Quadro 1. Sequéncia dos primers do SHANK?2 e tamanho esperado dos produtos.
Tamanho
Primer do
Primers 5° a 3° com cauda M13 amplicon
(pb)
Exon2 | SHANKSE2F | GACCTGAGCTCACGAGCCCGCT 0
SHANK3EZ2R | ~TGCCGTGCCCTTCACTGGTC
, SHANKBE6F | GCCTGGTGTGGATACTGAGG
Exon 6 273
SHANK3E6R | cCCTACAGACAGAGCCAGGA
SHANK3E22F1 | TGTAAAACGACGGCCAGTAAGGCTGGCCTCTGTGGGAGG 256
SHANK3E22R1 | CAGGAAACAGCTATGACCACGGACAGGAACACAGTGGAG
SHANK3E22F2 | TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGAGCCCCCTGGTGAAGCA 500
SHANK3E22R2 | CAGGAAACAGCTATGACCGCTCTCGGGCAGCCAGGGCAA
Exon | SHANK3E22F3 | TGTAAAACGACGGCCAGTTGCCCTGAAGCCGTTGGTCAG s
22 | SHANK3E22R3 | CAGGAAACAGCTATGACCACCTTCTCTGCCTCCCTGCGA
SHANK3E22F4 | TGTAAAACGACGGCCAGTCCTGTTTGTGGATGTACAGGCC 14
SHANK3E22R4 | CAGGAAACAGCTATGACCACCGTGGAGATGGTGCTTGTG
SHANK3E22F5 | TGTAAAACGACGGCCAGTCTCAGGGAAGCCCAGCAGTGA coc
SHANK3E22R5 | CAGGAAACAGCTATGACCAGAACAGACAAGAGGAATGAC

Quadro 2.Sequéncia dos primers do SHANK?3 com cauda M 13 (vermelho) e tamanho esperado dos
produtos. Os primers do éxon 2 e 22 s8o os mesmos de DURAND et al.( 2007).

O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% (100 Volts por 30
minutos), juntamente com um marcador de 100pb (Ladder Gibco DNA 100pb), o que permitiu

observar a amplificacdo esperada.
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A reagdo de amplificacdo dos éxons do gene SHANK2 obedeceu as seguintes condigdes:
ativacao a 95°C durante dois minutos, ciclo de 30 repeticdes com desnaturacao inicial durante trinta
segundos a 95°C, anelamento durante 40 segundos a 60°C, extensdo de 40 segundos a 72°C e
extensao final de um ciclo durante dez minutos a 72°C. A solu¢ao com volume final de 20uL foi

preparada conforme descrito:

H2O UITAPULA. ...ttt ettt et e st e et e s b e esbeeesseesaeensaennaeenne 8,9uL
LOX BUFTRE CGniiieiiee ettt sttt 2,0uL
Primer FOrWard (10 PIM)...cue ottt ettt neesaesaeenae e 0,4uL
Primer REVEISE (10 PIM)......ouiuieieieieececececeeececeeee e 0,4uL
Taq DNA POIMETASE SU......ccoiiiiiieiieiieiieiiere et et e e eteesaeeveeve e e esseesseesseesseesseessessaesssesssens 0,3uL
BELAINE. .....ietietieeee ettt ettt sttt et ettt et e e be e bt e ste e bt e et e eteenbeenbeennes 4,0pL
ANTP (2,50M). .o s et eenene 2,0uL
DNA (BOR/IL). e e, 2,0uL

A reagdo de amplificagdo do éxon 2 do gene SHANKS obedeceu as seguintes condigdes:
ativacdo a 95°C durante dois minutos, ciclo de 30 repeticdes com desnaturacao inicial durante trinta
segundos a 95°C, anelamento durante 40 segundos a 68°C, extensdo de 40 segundos a 72°C e
extensdo final de um ciclo durante dez minutos a 72°C. A solucdo com volume final de 20uL fo1

preparada conforme descrito:

H2O UIETAPULA. .....eiiiieeiiieciie ettt ettt ettt e bt e st e e staesaseessaeesseessaeensaessneenne 8,9uL
TOX BUFTET CGi.eeeeeee ettt ettt e e tae e e s aee e eeneeesaneeenns 2,0ul
Primer FOrWard (10 PIM)...c.oceeeeeieeieeteie ettt s ennas 0,4uL
Primer REVEISE (10 PIM).....ouiuiuieieiieeeieiceeeeeieeee ettt seaenas 0,4uL
Taq DNA POIMETASE SU.....ccoiiiiieiieieeiieieerie ettt et stee st esae e ebesstessseentessaesnseessesssesnsesnsens 0,3uL
BRLAINE....c.viiiieiieiecteece ettt ettt e et e bbb e tb et e e rb e et e etbeetbeesbeeebeeabeebetaenerenens 4,0uL

ANTP (2,5MM). ..o eeeee s e ee s e e s s eses e eesesseeeseeeseeend 2,0uL
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DD AN (10 =2 1 ) 2,0uL

A reacao de amplificagdo do éxon 6 do gene SHANKS obedeceu as seguintes condigoes:
ativacdo a 95°C durante dois minutos, ciclo de 30 repeticdes com desnaturagado inicial durante trinta
segundos a 95°C, anelamento durante 40 segundos a 61°C, extensdo de 40 segundos a 72°C e
extensao final de um ciclo durante dez minutos a 72°C. A solugdao com volume final de 20uL foi

preparada conforme segue abaixo:

L5 GO N1 Lo ¥:1 o101 - USSP 7, 7TuL
LOX BUTTET CGniiieeeee ettt s 2,0uL
Primer FOrward (10 PIM)......coui oottt ettt ettt ae e eaeens 0,5uL
Primer Reverse (10 PM)......ooviiiiiiiieeie et 0,5uL
Platinum® Taq POIMETase SU........cccieciiiviiiiieiieiicieeie e ere et eereereereessessseesseesseseaeseneees 0,3ul
BAINE. ...ttt ettt ettt ettt et e et e e te et e enteeate et e neeeneeeaes 4,0puL
ANTP (2,50M). ..o e ee s s oo 2,0uL
MECI2 oo ettt 1,0uL
DINA (SONG/IL) ettt e s 2,0uL

A reagdo de amplificacdo do primer 1 do éxon 22 do gene SHANKS3 obedeceu as seguintes
condi¢des: ativacao a 95°C durante dois minutos, ciclo de 30 repeticdes com desnaturagdo inicial
durante trinta segundos a 95°C, anelamento durante 40 segundos a 56°C, extensao de 40 segundos
a 72°C e extensao final de um ciclo durante dez minutos a 72°C. A solu¢do com volume final de

20uL foi preparada da seguinte maneira:

|5 B0 D1 Lo ¥:1 o111 v FO USRS 12,3 uL
TOX BUFTET CGi.ovee ettt et ettt e vt e e e e e e aee e ens 2,0 uL
Primer FOrWard (10 PIM)...c.o ottt seeneas 0,4 uL

Primer REVEISE (10 PIM).....cuouiuieiiiiieieieicieeeieieieieeeie ittt 0,4 uL
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Platinum® Taq Polimerase SU..........ccoovierierierieiieriee ettt esbe et senesnne e 0,3 uL
DIMSO (T00%0). vttt ettt sttt ettt sttt sttt et be s b be s enes 0,6 puL
ANTP (2,5 MM). .ttt ettt bbbttt 2,0 uL
DINA (50 0@/ L) ettt et e e e e e ettt et aaes 2,0 uL

A reagdo de amplificagdo dosprimers2 e 5 do éxon 22 do gene SHANKS obedeceu as
seguintes condicdes: ativacdo a 95°C durante dois minutos, ciclo de 30 repeti¢des com
desnaturagdo inicial durante trinta segundos a 95°C, anelamento durante 40 segundos com
touchdown de70°C - 60°C, extensdo de 40 segundos a 72°C e extensdo final de um ciclo durante

dez minutos a 72°C. A solug@o com volume final de 20uL foi preparada da seguinte maneira:

HoO UITAPULA. ...ttt et saaeeabaessaeesseenees 8,9uL
LOX BUTTRT CGiie ettt sttt et e 2,0uL
Primer FOrWard (10 PIM).....oouioeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt 0,4uL
Primer REVEISE (10 PM). ...ttt 0,4uL
Taq DNA POIMETase SU.......coceiuiiiiniiniiniiiiereseeteie sttt ettt st s 0,3ul
BOLAINE. ... uiiitiiiiece ettt ettt et et r e et e e bt e stbeetb e tb e tbeetbenraestaesrbeereentaetes 4,0uL
ANTP (2,5MM). ..ot e e s s e e s ee s ee e eeseenen 2,0pL
DINA (SONG/IL) et e e 2,0uL

A reagdo de amplificacdo dos primers 3 e 4 do éxon 22 do gene SHANK3 obedeceu as

mesmas condi¢des dos primers do gene SHANK2.

3.2.4 Sequenciamento automatico

As amostras amplificadas foram submetidas ao sequenciamento automatico em

sequenciador ABI Prism 377 (Applied Biosystems Inc), gentilmente cedido pela Profa. Dra. Maria
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Rita dos Santos e Passos Bueno, do Laboratério de Diagnostico Molecular de Doengas do Centro

de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células Tronco (USP/SP).

3.2.4.1 Reacao de sequenciamento

As amostras foram submetidas a rea¢ao de amplificagdo com 2uL de Big Dye Terminator
e 3,2pmol de primer. A reagdo compreendeu uma primeira etapa de dois segundos a 96°C para
desnaturac¢do da cadeia de DNA, 30 ciclos de 30 segundos a 96°C, 15 segundos para anelamento
em temperatura de 50°C e quatro minutos a 60°C, para extensdo das cadeias. Para cada amostra,

foi realizada uma rea¢do com o primer sense (right) e uma rea¢do com o anti-sense (left).

3.2.5Analise dos resultados moleculares

Apds a amplificagdo e sequenciamento de todas as amostras, os resultados foram analisados
pelo sofware Sequencher 5.2.4. Todos os achados foram retestados para confirmagdo e foram
comparados com os do grupo controle e com bancos de dados do genoma humano (NCBI, 1000

Genomes eNHLBI/ESP databases).



Resultados
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4. RESULTADOS

A andlise das regides sequenciadas revelou 11 alteragdes nos genes SHANK2 ¢ SHANKS

conforme mostrado no Quadro 3.

Alteragdes encontradas nos genes SHANK?2 e SHANK3
Gene | Exon | Alteracio Posicao Rs (reference | N°de N°de P=
SNP) individu | individuos
0s com controle
TEA (566)
(n=200)
SHANK | 11 SNP - 11:70820660 | rs11237599 37 184 0,0002
2 C/T (18.5%) | (32,6%)
SHANK | 11 SNP — 11:70666673 | rs113262375 | 2 (1%) 17 (3%) 1,0
2 G/A
SHANK | 13 SNP — 11:70644619 | rs146580493 | 5(2,5%) | 6(1,1%) | 0,1666
2 C/T
SHANK | 13 SNP — 11:70644619 | rs149996975 | 3 (1,5%) | 5(0,8%) | 0,4367
2 C/T
SHANK | 13 SNV - 11:70666765 - 1 (0,5%) 0 (0%) -
2 C/T
SHANK | 22 SNV - 11:70336479 | rs117843717 | 1(0,5%) | 2(0,3%) | 0,4543
2 G/A
SHANK 2 SNV - 22:50675139 - 1 (0.5%) 0 (0%) -
3 A/G
SHANK | 21 SNV - 22:50721646 - 1 (0.5%) 0 (0%) -
3 C/T
SHANK | 21 SNV - 22:50721985 - 1 (0.5%) 0 (0%) -
3 C/T
SHANK | 21 SNV - 22:50722009 - 1 (0.5%) 0 (0%) -
3 C/G
SHANK | 21 SNV - 22:50722049 - 1 (0.5%) 0 (0%) -
3 C/G

Quadro 3. Alteragdes encontradas nos genes SHANK?2 e SHANK3

4.1 Gene SHANK?2

A andlise das sequéncias investigadas revelou seis alteracdes no gene SHANKZ2, cinco

previamente descritas e uma ainda ndo descrita.
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Exon 11

No ¢éxon 11 foi encontrado um SNP missense (rs11237599) C/T na posi¢ao 11:70820660
em 37 (18.5%) individuos com TEA (Figura 4), 36 em heterozigose e uma em homozigose. Este
SNP foi observado em 184 (32,6%) individuos do grupo controle, todos em heterozigose. Essas

frequéncias diferiram estatisticamente (p=0,0002).
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Figura 4. Electroferograma representativo do sequenciamento do exon 11 do gene SHANK?2. A regido do
SNP descrito como rs11237599 estd circulada em vermelho.O primeiro fragmento de um
individuo normal; o segundo apresenta alelos em heterozigose e o terceiro apresenta a alteragdo
C/T em homozigose.

Na posi¢ao 11:70666673 do mesmo éxon, dois individuos com autismo (1%) apresentaram
um SNP misssense (rs113262375) G/A, que foi observado em 17 (3%) dos controles (Figura 5),

todos em heterozigose. Nao houve diferenca estatistica entre estas frequéncias (p=1,0).
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ECCTGCTGCGCTCOAACAGTGRACARCARACCTCRATGCCAGCGETCCCGACTGEGGCCGTCTIGCTCCACGGCCACCTICGEACCGCAGCCTG
TCCTGCTGCGCTCCAACAGIGACAAC}\ACCTCAATGCCAGCGETCCCGACTGGGCCGTCTGCTCCACGGCCACCTCGCACCGCAGCCTG
I CCIGE TG C G C I CCAACAGTGACARCAACCTCAATGCCAGCGEITICCEGACTGEGG6CCGTCTIGCTCCACGGCCACCTCGCACCGCAGCCTG
TCCTGCTGCGCTCCAACAGTGACAARCAACCTCAATGCCAGCGETCCCGACTGGGCCGTICTIGCTCCACGGCCACCTCGCACCGCAGCCTG
TCCTGCTGCGCTCERAACAGTGACARCAACETCAATGCERGCGETCCCGACTGGGEGCCGTCTIGCTCCACGGCCACCTCGCACCGCAGBCCT G
FCETGETGCGCICECAACAGTIGACAACAACECTICAATGCCAGCGRITCCCGACTGGGCCGTICTIGCTCCACGGCCACCTICGCACCGCAGCCTG
TCCTIGCTIGC G CTICCARACAGTIGACARACAACCTCAATGCCAGCGYTCCCGACTGGGCCGTICTIGCTCCACGGCCACCTCGCACCGCOAGCCTG G
TCCTGCTGCGCTCCAACAGTGACAACAACCTCAATGCCAGCGETCCCGACTGGGCCGTCTGCTCCACGGCCACCTCGCACCGCAGCCTG
TCCTGCTGCGCTCCAACAGTGACAACAACCTCAATGCCRGCGETCCCGRCTGGGCCGTCTGCTCCJ\CGGCC}\CCTCGCRCCGCRGCCTG
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Figura 5.Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 11 do gene SHANK?2 do caso f-
7455-1. A regido do SNP descrito como rs113262375 G/A esta circulada em vermelho.

Exon 13

No ¢éxon 13 foram encontrados dois polimorfismos em heterozigose. Um deles, o SNP
missense rs146580493 G/A na posicdo 11:70644619 foi encontrado em cinco individuos com
autismo (2,5%) e em seis (1,1%) controles, o que ndo diferiu estatisticamente. (p=0,1666). O outro,
o SNP missense rs149996975 C/T na posigdo 11:70644619 foi observado em trés (1,5%) afetados
e em cinco (0,8%) controles. Nao houve diferenca significativa entre as frequéncias encontradas
(p=0,4367). Dois casos apresentaram os dois SNPs em heterozigose, o que nao foi observado nos
controles (Figura 6).

Também no éxon 13 foi observada em uma paciente do sexo feminino (0,5%) com autismo
uma alteracdo na posi¢ao 11:70666765 C/T em heterozigose, que ndo foi encontrada no grupo
controle (Figura 7). Esta mutacao (SNV) ndo consta nos bancos de dados consultados (NCBI, 1000
Genomes eNHLBI/ESP databases).
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Figura 6. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 13 do gene SHANK2. As regides

circuladas representam os SNPs descritos como rs146580493 G/A (a esquerda) e rs149996975
C/T (a direita).
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Figura 7. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 13 do gene SHANK2 onde pode ser
observado o SNV na posi¢ao 11:70666765 C/T. Dentro da marcagdo em vermelho, o primeiro
fragmento é demonstrativo da sequéncia normal, enquanto o segundo apresenta os alelos com a
troca em heterozigose.

Exon 22
No éxon 22, um individuo com autismo (0,5%) apresentou o SNV missense rs117843717

G/A em heterozigose, localizado na posi¢ao 11:70336479 (Figura 8). A frequéncia no grupo

controle foi de 0,3% e ndo diferiu estatisticamente (p= 0,4543).
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Figura 8. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 22 do gene SHANK?2. A regido do
SNV descrito como rs117843717 G/A esta circulada em vermelho.

4.2 Gene SHANK3

A andlise das sequéncias investigadas revelou cinco alteragdes no gene SHANKS3, todas

ainda ndo descritas na literatura.

Exon 2
No éxon 2 do gene SHANKS, um paciente (0,5%) apresentou um SNV em heterozigose
A/G na posicao 22:50675139 (Figura 9). Esta alteracdao ndo foi encontrada no grupo controle e em

nenhum dos bancos de dados consultados.
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Figura 9. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 2 do gene SHANK3. A regido do
SNV encontrado na posi¢ao 22:50675139 A/G esta circulada em vermelho.
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Exon 6
Todos os individuos apresentaram sequéncias normais, ou seja, ndo foram encontradas

alteracdes neste éxon.

Exon 21

Quatro alteragdes ainda ndo descritas na literatura foram observadas no éxon 21 de quatro
individuos autistas (0,5% - cada alteracdo), que ndo foram encontradas nos individuos do grupo
controle. As alteragdes foram observadas nas posigdes 22:50721646 C/T (Figura 10), 22:50721985
C/T (Figura 11), 22:50722009 C/G (Figura 12) e 22:50722049 C/G (Figura 13).

Figura 10. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 21 do gene SHANK3. A regido
do SNV encontrado na posi¢ao 22:50721646 C/T esta circulada em vermelho.
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Figura 11. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 21 do gene SHANKS3. A regido do
SNV encontrado na posi¢ao 22:50721985 C/T esta circulada em vermelho.
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Figura 12. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 21 do gene SHANKS3. A regido
do SNV encontrado na posig@o 22:50722009 C/G esta circulada em vermelho.
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Figura 13. Electroferograma representativo do sequenciamento do éxon 21 do gene SHANKS3. A regido
do SNV encontrado na posigdo 22:50722049 C/G esta circulada em vermelho.

Nenhum paciente apresentou mais de um SNV em SHANK2 ou SHANKS, ou nos dois
genes.



Discussdo
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5. DISCUSSAO

Os Transtornos do Espectro do Autismo (TEA) atualmente sdo nominados deforma
genérica de "autismo". Sdo doencgas neuropsiquiatricas de alta prevaléncia na populacao (cerca de
1%), sem distin¢do de etnias, mais comuns em homens (4:1), com sinais e sintomas percebidos
antes dos trés anos de idade, e com muita heterogeneidade clinica, ou seja, muita variagdo em
termos de gravidade de sinais e sintomas (GUILMATRE et al., 2013; LAl etal., 2014; LEBLOND
et al.,, 2014). A variabilidade do fenotipo comportamental parece estar relacionada com
mecanismos moleculares genéticos e ambientais envolvidos na etiologia de cada caso em particular
(TORDJMAN et al., 2014).

Além dos TEA serem considerados um paradigma das doencas neurocomportamentais, a
etiologia ¢ um dos maiores desafios cientificos atuais, dada a extrema complexidade. S6 pode ser
determinada em um nimero pequeno de casos, ¢ isso depende da selecdo da casuistica e das
técnicas laboratoriais utilizadas (KIN,LEVENTHAL, 2015).

Fatores genéticos estao fortemente ligados a etiologia do autismo,envolvendo alteragdes em
varios genes que atuam no cérebro e agem promovendo um efeito aditivo maior ou menor
(CHILIAN et al., 2013). Ha evidencias que reforcam a possibilidade deque variagdes genéticas
raras e altamente penetrantes estejam relacionadas com o desenvolvimento destes transtornos
(SOORYA et al., 2013). Alteragdes al¢licas raras sdo dominantes em autismo, no entanto, mesmo
alteragdes (variantes) comuns sdao propostas como tendo algum impacto nestes transtornos,
contribuindo para o aumento do risco do desenvolvimento dos mesmos (MURDOCH et al., 2013;
GAUGLER et al., 2014).

Um grande nimero de mutagdes relacionadas com a predisposicao aos TEA tem sido
descrito em genes sindpticos, como os da familia SHANK, particularmente em alguns éxons, o que
motivou este estudo.

SHANK1, SHANK2 e SHANK3 codificam proteinas de suporte localizadas na densidade
pos-sinaptica de sinapses glutamatérgicas. SHANK2 e SHANKS exercem efeitos positivos sobre a
inducdo e maturagdo das espinhas dendriticas, enquanto SHANK1 induz o alargamento dendritico.
Assim, sdo fundamentais para o desenvolvimento e funcionamento cerebral normal. Entdo, ¢
esperado que mutagdes nestes genes estejam associadas com TEA, mas a sua prevaléncia e

relevancia clinica ainda n3o foram determinadas (LEBLOND et al., 2014). At¢é mesmo
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manifestagdes comportamentais em individuos com TEA tendem a ser diferentes, dependendo de
qual gene SHANK ¢ mutado, e mesmo em individuos que apresentam a mesma alteragdo, mas isso
também nao estd bem explicado (GUILMATRE:et al., 2014).

No presente estudo foram observadas onze alteracdes em SHANK2 e SHANKS3, cinco delas
SNPs correspondendo a polimorfismos ja descritos em populagdes normais. Mesmo as cinco
alteracdes encontradas correspondendo a variagdes polimorficas na populagdo, a contribui¢do para
o fenotipo autistico, inclusive como efeito aditivo, como exaustivamente proposto na literatura,
nao pode ser descartada (CHILIAN et al., 2013;BEDFORD et al. 2014; MERIKANGAS et al.
2014).

Também, no presente estudo seis novas alteragdes, uma em SHANK2 e cinco em SHANKS3,
ndo observadas em controles e ndo descritas em bancos gendmicos, foram encontradas em seis
(3%) pacientes com TEA, corroborando a importancia destes genes no fenotipo autistico.

Deve ser considerado o fato de que foram estudados apenas seis €xons, o que significa que
mutagdes nestes genes podem ser mais frequentes em brasileiros e/ou que os éxons estudados, com
excegdo do éxon 6 do SHANKS, podem estar mais fortemente relacionados com a etiologia.

SHANK? esté localizado em 11q13.3, tem 621,8 kb e contém 25 éxons (LAI et al., 2014),
mas aqui foram investigados os éxons 11, 13 e 22. Existem muitos estudos que investigam
SHANK2 em TEA. A maioria sugere que mutacdes deletérias neste gene contribuem para a
etiologia dos TEA, o que ndo foi corroborado apenas por LIU et al. (2013), em um estudo de 285
pacientes que ndo detectou alteragdes em SHANK2, questionando um papel “maior” do mesmo no
fenotipo autistico de chineses. Entretanto, deve ser considerado que mutagdes no gene SHANK?Z2sao
raras, sendo observadas em cerca de 0,17% dos pacientes com TEA ou deficiéncia intelectual
(LEBLOND et al., 2014). Inclusive, os éxons 11, 13 e 22 estdo entre aqueles com maior nimero
de descri¢cdes de mutagdes (LEBLOND et al., 2012), motivo pelo qual foram selecionados para o
presente estudo.

Os resultados obtidos corroboram os da literatura, que afirmam a raridade das mutagdes de
SHANK2 em TEA, uma vez que uma mutagdo ainda ndo descrita foi observada em um paciente,
ou seja, em 0,5% da casuistica. A alteracdo detectada no éxon 13 (posi¢do 11:70666765 C/T), por
ser nova e ndo observada em controles normais, inclusive, considerando-se que o numero de
individuos controle utilizado neste estudo foi cerca de trés vezes maior que o da casuistica, pode

ser sugerida como de provavel envolvimento com a predisposicao ao autismo. O fato de serem
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raras ndao diminui a importancia das mutagdes em SHANK?2 na etiopatologia da doenca do individuo
que a possui, o que pode ser sugerido para o caso aqui estudado.

Naio foi investigado se a alteragdo encontrada ¢ de novo. Entretanto, mesmo se herdada, sua
importancia pode ser sugerida, especialmente se for em considerada a hipotese da acdo de genes
de efeito aditivo e as amplas variagdes fenotipicas relacionadas ao BAP e encontradas em
familiares ndo autistas (SASSON et al., 2014).

Alguns autores apontam a importancia de algumas alteracdes observadas mesmo em
individuos normais como auxiliares no diagnostico diferencial de TEA (MEFFORD et al., 2012).
No entanto, os SNPs/SNVs encontrados no éxon 11 (rs11237599 ers113262375), 13 (rs146580493
e 1s149996975) e 22 (rs117843717) do gene SHANK2 foram descritos na populagdo normal, mas
ainda ndo foram relacionados com TEA ou outra doenga. Apesar de SNPs no éxon 13 do gene
SHANK?2 sozinhos ndo apresentarem um poder estatistico significativo neste estudo, ambos foram
encontrados juntos em dois individuos com autismo, o que merece ser melhor investigado.

Por outro lado, a frequéncia de alteragdes no gene SHANK3 encontrada em autistas € sempre
maior do que em SHANKZ2, estimada em cerca de 2,12% (DURAND et al., 2007; LEBLOND et
al., 2014). Embora aparentemente baixa, tal frequéncia sobressai quando se considera o fato de
existirem centenas de genes propostos como candidatos ao autismo (De RUBEIS et al., 2014).
Mutacdes no gene SHANKS identificadas em autismo parecem afetar o desenvolvimento ¢ a
morfologia das espinhas dendriticas, reduzindo a transmissdo sindptica em neurdnios maduros
(FRECHE et al., 2012; GONGet al., 2012).

Neste estudo, cinco novos SNVs foram encontrados no gene SHANK3 no grupo de
individuos com TEA, o que corresponde a 2,5% e corrobora as descri¢des anteriores;uma no €xon
2(22:50675139 A/G) e quatro no éxon 21 (22:50721646 C/T,22:50721985 C/T, 22:50722009 C/G
e 22:50722049 C/G). Pode ser proposto um possivel efeito deletério destes SNVs, que ndo foram
detectados em controles e em banco de dados. A investigacdo sobre possiveis consequéncias na
estrutura proteica e se sao de novo ou herdadas pode auxiliar no esclarecimento desta hipotese.

Portanto, TEA, como as demais doengas neuropsiquiatricas, corresponde a um espectro de
afeccdes complexas e altamente heterogéneas. A auséncia de segregagdo mendeliana classica
reforca os modelos que propdem o envolvimento de muitos genes, uns mais dominantes e outros
com algum efeito pequeno e aditivo, mas sempre complexo. Muitas evidéncias sugerem que

variantes genéticas em SHANK2 e SHANK3, mesmo aquelas comuns na populagdo, quando
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adicionadas a outros mecanismos bioldgicos presentes em cada caso m particular, conferem risco
para autismo.

Assim os resultados do presente estudo corroboram a hipotese cientifica testada, de que
mutagoes nos genes SHANK2 e SHANKS3 sdo frequentes na populagao brasileira com TEA e estao
relacionadas com a etiologia destas doencas. Entretanto, devem ser realizados estudos sobre a

relevancia clinica de cada uma das alteragdes encontradas.



Conclusao
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6. CONCLUSAO

Mutagdes nos €xons 11, 13 e 22 do gene SHANKZ e nos éxons 2 € 21 do gene SHANKS sao
frequentes em individuos brasileiros com autismo. Mutagdes no éxon 6 do gene SHANKS parecem
ser mais raras ou ndo ocorrem nestes individuos. Os achados corroboram os da literatura e revelam

novas mutagdes possivelmente relacionadas a etiopatogenia dos Transtornos do Espectro Autistico.
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Abstract

Background

Autism comprises a wide range of neuro-developmental disorders known as autism spectrum
disorders (ASD), characterized by deficits in verbal and non-verbal communication, impaired
social interactions, restricted interest, and stereotyped behavior. The behavioral phenotype seems
to be related to variable molecular mechanisms, involving changes in several genes that act in the
brain and promoting an additive effect. With a very complex etiology, a large number of mutations
have been described in genes involved in the predisposition, especially those encoding proteins
involved in synapses. Among them, the SHANKZ gene is one of the most related to ASD, coding a
synaptic scaffold protein, which is expressed at the developing post-synaptic density.

Method

We investigated the presence of alterations on exons 11, 13 and 22 of SHANK?2 gene by direct
sequencing in 200 Brazilian individuals with ASD. The data were analyzed and compared to a
group of normal individuals without neuropsychiatric disorders.

Results:

We found the single-nucleotide polymorphism (SNP) rs11237599 C/T and SNP rs113262375 G/A
on exon 11, the SNP rs146580493 C>T and SNP rs149996975 C>T on exon 13, and the SNV
rs117843717 G>A on exon 22. No significant differences in the frequency of theses alterations were
found when the cases and control subjects were compared. However, a not yet related in dbSNP
heterozygous mutation was found in position 11:70789502 G/T on exon 13 of SHANK2 gene in
one patient but not in the control group.

Conclusions

Our findings in the Brazilian population can suggest an association of the new variation in
position 11:70789502 G/T of SHANK2 with ASD, but further investigations on larger samples sizes
need to be done. Strong Evidences suggest that genetic variants in SHANK2, even those common
in the population, when added to other biological mechanisms present in each particular case may
to play an etiological role in autism. Thus, it cannot be excluded a role of the other polymorphisms
that we found in the etiology of the behavioral phenotype of their carriers.

Keywords: autism, SHANK family, polymorphism
Background
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Autism spectrum disorders (ASD), also currently called "autism" are defined as a common
neuropsychiatric disorder with a prevalence of about 1%, characterized by impairments in social
interaction, communication and behavior, with stereotypes and repetitions with restricted interests.
These manifestations are usually observed before three years of age with varying levels of
impairment throughout the development of the individual and occurs in all ethnic and social groups,
which males being more frequently affected with a 4:1 ratio [1, 2, 3]. The behavioral phenotype is
highly variable and seems to be related to the genetic molecular mechanisms involved in the
etiology of each particular case [4].

The etiology of ASD is very complex and can only be determined in a few number of cases,
and this depends on the casuistic selection and the laboratory techniques utilized. Genetic factors
are strongly linked to the etiology of ASD, involving changes in several genes that act in the brain
and act promoting an additive effect [6].

A large number of mutations related to predisposition have been described in synaptic genes
as those of SHANK family. SHANK genes (SHANK1, SHANK2 and SHANKS3) code
for scaffold proteins located at the post-synaptic density of glutamatergic synapses. SHANK2 and
SHANKS have a positive effect on the induction and maturation of dendritic spines, whereas
SHANK1 induces the enlargement of spine heads. Mutations in these genes have been associated
with ASD, but their prevalence and clinical relevance remains to be determined [2]. Behavioral
changes in individuals with ASD tend to differ depending on which SHANK gene is mutated
however the reason remains unknown [3].

Few studies have investigated SHANKZ in ASD, but all suggested that deleterious mutations
contribute to etiology of disorder [1, 3]. SHANK?2 is located on chromosome 11q13.3, spans 621.8
kb and contains 25 exons coding a synaptic scaffold protein expressed at the developing post-
synaptic density (PSD) [1]. We present the results of an investigation in exons 11, 13 and 22 in
Brazilian individuals with ASD.

Methods

Subjects
The study was approved by the Ethics Research Committee of the School of Medicine in Sao
José do Rio Preto. Written informed consent was obtained from all the patients or their legal

guardians.
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Were studied 200 individuals with idiopathic ASD of any age, sex and population with a
conclusive diagnosis of Autism Spectrum Disorder according to Diagnostic and StatisticalManual
of Mental Disorders, Fourth Edition (DSM-IV) criteria by psychiatrists members of
interdisciplinary teams and autism specialists. Whenever possible, an interview based on Autism
Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) and Childhood-Autism Rating Scale (CARS) evaluation
was applied, as previously reported Moreira et. al, 2014 [7].

The patients were evaluated by clinical geneticists to exclude possible associated syndromes
and environmental etiologic factors. All they presented negative results for chromosomal
abnormalities by conventional GTG-banding and the affected boys tested negative for Fragile X
Syndrome. The control group was formed by 566 healthy Brazilian individuals without psychiatric

disorders and no family history for at least three generations.

Molecular study

Blood samples from probands were obtained for genomic DNA isolation, which was
extracted from whole peripheral blood samples by the Ficoll Paque method according Miller et al
[8] to a concentration at least (50 ng/ pL). The primers that were used in this study are shown in
Table 1.

The polymerase chain reaction (PCR) for the three exons were performed in 20.0uL total
volume, containing 8.9uL of ultrapure water, 2uL of reaction 10x Buffer, 2.0uL ANTP (1.25mM),
0.4pL of each primer (sense and anti-sense) (10pM), 4.0uL of Betaine, 0.3uL of Taq Polymerase
and 2.0pL of DNA (50ng/ uL). The amplification cycles included an initial denaturation at 95° (2
min), followed by 35 cycles at 95°C (30s), 60°C (30s), 72°C (40s), and a final extension at 72°C
(10 min).

The amplified samples were purified with illustra™ ExoStar™ and subjected to the
sequencing reaction with BigDye® Terminator protocol, with 2pL of Big Dye, 1uL of Buffer 5x,
1uL of primer (5pM), 2uL of purified samples and 4puL of ultrapure water. The DNA sequence
data was analysis with Sequencher 5.2.4 software.

The obtained alterations were compared with the SHANK2 reference sequence available in
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), 1000 Genomes-A Deep Catalog of Human Genetic
Variation  (http://browser.1000genomes.org/index.html) and  National = Heart, Lung,
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and Blood Institute (NHLBI) Exome Sequencing Project (ESP)
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/).

To assess the differences in SNP/SNV prevalence between the two groups, ASD-affected
individuals and control, we conducted Fisher’s exact tests. P-values below 0.05 were considered

statistically significant.

Results

We found the missense SNP (rs11237599) C/T in the position 11:70820660 on exon 11 in
37(18.5%) individuals with ASD, 36 heterozygotes and one homozygous. This SNP was observed
in 184 (32.6%) of the control group individuals, all in heterozygosis. These frequencies differed
statistically (p=0.0002). In the position 11:70666673 of the same exon, two autistic patients (1%)
presented a missense SNP (rs113262375) G/A which appeared in 17 (3%) in the control subjects.
No significant differences in the frequencies of this alteration when the cases and control subjects
were compared (p=1.0).

Two polymorphisms in heterozygosis were found on exon 13. The missense SNP
rs146580493 C/T on 11:70644619 was found in five autistic individuals (2.5%) and in six (1.1%)
controls (p=0.1666). The missense SNP rs149996975 C/T on the position 11:70644619 was found
in three (1.5%) patients and five (0.8%) controls (p=0.4367). Two of the patients showed both
SNPs in heterozygosis. No significant difference in the frequencies of these alterations when the
cases and control subjects were compared.

We found another alteration in the position 11:70666765 on exon 13 in heterozygosis in
one female patient (0.5%) with autism but not in the control group. This mutation was not presented
in the current NCBI, 1000 Genomes and NHLBI/ESP databases.

In the exon 22, one patient (0.5%) presented the missense SNV rs117843717 G/A in
heterozygosis located in 11:70336479. The frequency in control group was 0.3% (two patients)
and not was differed statistically (p=0.4543).

Discussion
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Rare variations dominate the allelic spectrum in autism, but also common variations are
proposal as to have impact in this disorder [9] having been demonstrated to play an important role
in the risk to autism [10].

Previous studies shows that mutations in the SHANK family of synaptic genes were
detected in patients with ASD and there are evidences for rare and highly penetrant genetic variant
related to an etiological role in some neurodevelopmental disorders [11].

There is no great number of studies investigating SHANKZ2 in ASD. Mutations in SHANK?2
gene are rare and are present in about 0.17% of patients with ASD and mild intellectual disability
[2]. Although the majority of studies suggested that deleterious mutations contribute to etiology of
disorder [12]. In a study of 285 patients. No alterations in SHANK?2 were found, questioning a
major role of this gene in Chinese with ASD according LIU et al. (2013).

We describe a patient with ASD and a SNV on exon 13 of SHANK2 not previously
described (position 11:70666765). We do not know about the possible deleterious effect of this
SNV, but as not was detected in Brazilian control subjects and normal people around the world,
can be suggested that this SNV can be associated with the autism predisposition.

A lot of polymorphisms in other synaptic genes were described as related to ASD. Some
authors point the importance of them as auxiliary in the differential diagnosis of these disorders
[13]. However, the SNPs/SNVs that we found in exon 11 (rs11237599 and rs113262375), 13
(rs146580493 and rs149996975) and 22 (rs117843717) were previously described in normal
populations according the databases, but no yet related with ASD or other diseases. Although SNPs
on exon 13 of SHANK2 alone have not presented with statistic significance, both were found
together in two autistic individuals, what needs to be better investigate.

All detected variations were missense mutations. Synonymous mutations had been
forgotten and considered as harmless, however, some studies have demonstrated functional
consequences of these mutations due to decrease in transcription, translation and altered protein
folding [14, 15]. It should also be noted that these synonymous variants also have downstream
signaling consequences [16].

Thereby, synonymous codon changes may not always be neutral indicating their
significance in disease association studies synonymous substitutions may affect protein-folding.
Some studies suggests that variation data in association studies should be analyzed using site-

specific codon usage values to infer the potential phenotypic impact of synonymous changes [17].



8. APENDICES 66

The evolutionary selection of codons whose properties are optimal for a cell generates the
phenomenon of codon bias. Although recent studies have shown strong effects of codon usage
changes on protein expression levels and cellular physiology, no translational control mechanism
is known that links codon usage to protein expression levels [18].

The genetic background of neuropsychiatric disorders are complex and highly
heterogeneous. The absence of classical Mendelian segregation reinforces the models that propose
the involvement of many genes with a smaller and additive effect. According to literature, rare and
also common polymorphism and variations can exert a substantial role in addictive genetic effects
and risks for ASD, together with the environment complex contribution, so our results cannot be

underestimated.

Conclusion

Our findings in the Brazilian population can suggest an association of the new variation in
position 11:70789502 G/T of SHANK?2 with ASD, but further investigations on larger samples sizes
need to be done. Strong Evidences suggest that genetic variants in SHANK2, even those common
in the population, when added to other biological mechanisms present in each particular case may
to play an etiological role in autism. Thus, it cannot be excluded a role of the other polymorphisms

that we found in the etiology of the behavioral phenotype of their carriers.
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Tables

Table 1. Primers sequences and amplicon size of SHANK2 gene.

Primer Primers 5’ - 3’ Amplicon Ste
(base pairs)
Exon | SHANKZELIF ACGACACAGATGCACTCACC 462
11
SHANK2ELIR | GGCTTCCTGCTCAACTTCTG
Exon | SHANK2E13F | cCCACTCGTCTTGTTCAACC 236
13 SHANKZ2E13R | AGATAGGCCTGCAGGATCG
Exon | SHANK2E22F | TcTCACCCTAGGCTCTCTGG 172
22 SHANKZ2E22R | GCAACTTCTGTGGGGGAGT
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Abstract

Background

Autism spectrum disorders (ASD), the most common neuropsychiatric disorders, are characterized
by social impairment, impaired communication and early onset restricted/repetitive behavior. The
etiology is very complex and the behavioral phenotype seems to be related to variable molecular
mechanisms that involve changes in several genes that act on the brain with an additive effect.
Some mutations in synaptic genes have been associated to predisposition with the SHANKS gene
being one of the most commonly reported in ASD. This gene codes a synaptic scaffold protein,
which is expressed in the developing postsynaptic density.

Method

The presence of alterations in exons 2, 6 and 21 of the SHANKS gene by direct sequencing was
investigated in 200 Brazilian individuals with ASD. The data were analyzed and compared to a
group of individuals without apparent neuropsychiatric disorders.

Results

Sequence analysis revealed five previously undescribed alterations in the SHANK3 gene of five
unrelated patients (2.5%), which were not found in the control group. One patient presented a
heterozygous single nucleotide variation (SNV) at position 22:50675139 A/G on exon 2, and the
other four presented different heterozygous SNVs (22:50721646 C/T, 22:50721985 C/T,
22:50722009 C/L and 22:50722049 C/L) all in exon 21.

Conclusions

Our findings suggest a possible association between these variations of exons 2 and 21 of the
SHANKS3 gene with ASD in Brazilian subjects. Mutations in exon 6 of the SHANK3 gene appear
to be rarer or do not exist in these individuals. Our findings are in accordance with the literature
and reveal new mutations, possibly related to the pathogenesis of ASD.

Keywords: Autism, Synaptic, SHANK family.

Background
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According to DSM-5 [1], ‘autism’ or autism spectrum disorders (ASD) are severe
neuropsychiatric disorders characterized by impairment in social communications, with restricted
stereotypes and repetitive interests. The prevalence is about 1% of the population with males being
affected four times more frequently than females [2, 3, 4]. The behavioral characteristics of ASD
are observed before the age of three and there is a wide variety of clinical manifestations; the
etiology is heterogeneous and complex.

The etiology of ASD can be determined or presumed in approximately 10-25% of cases
depending on the selection of patients and the choice of laboratorial strategies. Genetic factors
involving changes in several genes, which are mainly expressed in the brain and act with an additive
effect resulting in the behavioral phenotype, are strongly linked to the etiology of ASD [5]. Many
environmental factors are also involved in the etiology. [6]. The number of candidate genes
suspected in predisposition to ASD has increased significantly in recent years and now runs into
hundreds; this has led some authors to propose that the sequencing of the entire genome is the only
effective strategy for identifying the genes involved in each particular case [7]. Most genes are
expressed during brain development and in the adult brain, or participate in the development and
functioning of neuronal processes, such as those encoding proteins involved in synapses. Among
the most important are the SHANK family of genes (SHANK1, SHANK?2 and SHANK3), which
encode scaffolding proteins of the postsynaptic density of glutamatergic synapses [4]

SHANK?2 and SHANKS3 have a positive effect on the induction and maturation of dendritic
spines, whereas SHANK1 induces the enlargement of spine heads. Mutations in these genes have
been associated with ASD, but their prevalence and clinical relevance remains to be determined
[3.4].

The SHANKS gene is located in the 22q13.3 region, has 22 exons [8,9] and is predominantly
expressed in the cerebral cortex and cerebellum [10,11]. The SHANKS protein connects glutamate
receptors to the actin cytoskeleton via a chain of intermediary elements. Genetic studies have
demonstrated a strong association of SHANKS3 mutations to susceptibility for psychiatric diseases,
however, little is known about the neural consequences of these mutations [12,13]. Mutations in
the SHANK3 gene identified in autism seem to affect the development and morphology of dendritic
spines, thereby reducing synaptic transmission in mature neurons [14.15].

This study presents the results of an investigation of exons 2, 6 and 21 in Brazilian individuals

with ASD.
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Methods

Subjects

This study was approved by the Ethics Research Committee of the Medicine School in Sao
José do Rio Preto. Written informed consent was obtained from all patients or their legal guardians.

Two hundred individuals with idiopathic ASD were studied regardless of age, gender or
racial background. In all cases diagnosis by psychiatrists, members of interdisciplinary teams and
autism specialists, was conclusive according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Fourth Edition (DSM-IV). Whenever possible, an interview based on Autism
Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) and Childhood-Autism Rating Scale (CARS) were applied
as previously reported [16].

All patients were evaluated by clinical geneticists to exclude possible associated syndromes
and environmental etiologic factors. Conventional GTG-banding was performed and all patients
had negative results for chromosomal abnormalities. Male patients were tested and were negative
for Fragile X Syndrome. A control group was formed of 566 Brazilian individuals without apparent
psychiatric disorders and with no family history of psychiatric disorders for at least three

generations.

Molecular study
Peripheral blood samples were collected from the probands. Genomic DNA was extracted

at a concentration of at least (50 ng/pL) from the whole blood sample using the Ficoll Paque method
according to Miller et al. [17]. The primers that were used in this study are shown in Table 1.

Polymerase chain reaction (PCR) for exon 2 was performed using 20.0 pL total volume,
containing 8.9 pL of ultrapure water, 2 puL of reaction 10x Buffer, 2.0 pL deoxyribonucleotide
triphosphate (ANTP - 1.25 mM), 0.4 uL of each primer (sense and antisense) (10 pM), 4.0 uL of
Betaine, 0.3 pL of Taq polymerase and 2.0 uL of DNA (50 ng/uL). The amplification process
involved an initial denaturation at 95° (2 min), followed by 35 cycles at 95°C (30s), 68°C (30s),
72°C (40s), and a final extension at 72°C (10 min).

For exon 6, PCR was performed in 20.0 pL total volume, containing 7.7 uL of ultrapure
water, 2 uL of reaction 10x Buffer, 2.0 pL dNTP (1.25mM), 0.5 pL of each primer (sense and
antisense) (10 pM), 4.0 uL of Betaine, 0.3 pL of Platinum® Taq polymerase, 1.0 pL of MgCl, and
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2.0 uL of DNA (50 ng/uL). The amplification process involved an initial denaturation at 95° (2
min), followed by 35 cycles at 95°C (30s), 61°C (30s), 72°C (40s), and a final extension at 72°C
(10 min).

Exon 22 was separated using five primers due to the large number of base pairs. For exon 22
the PCR protocol for primer 1 used 20.0 pL total volume, containing 12.3 puL of ultrapure water, 2
pL of reaction 10x Buffer, 2.0 uL. ANTP (1.25mM), 0.4 uL of each primer (sense and anti-sense)
(10 pM), 0.6 puL of dimethyl sulfoxide (DMSO), 0.3 uL of Platinum® Taq polymerase and 2.0 uL.
of DNA (50 ng/uL). The amplification process involved an initial denaturation at 95° (2 min),
followed by 35 cycles at 95°C (30s), 51°C (30s), 72°C (40s), and a final extension at 72°C (10
min).

The PCR for exon 22 with primers 2 and 5 was performed in 20.0 pL total volume, containing
8.9 uL of ultrapure water, 2 puL of reaction 10x Buffer, 2.0 pL dANTP (1.25 mM), 0.4 uL of each
primer (sense and antisense) (10 pM), 4.0 uL of Betaine, 0.3 pL of Taq polymerase and 2.0 uL of
DNA (50 ng/uL). The amplification process involved an initial denaturation at 95° (2 min),
followed by 35 cycles at 95°C (30s), touchdown of 70-60°C (30s), 72°C (40s), and a final extension
at 72°C (10 min).

For primers 3 and 4, the PCR protocol for exon 22 was performed in 20.0 pL total volume,
containing 8.9 puL of ultrapure water, 2 uL of reaction 10x Buffer, 2.0 uL ANTP (1.25 mM), 0.4 uL
of each primer (sense and antisense) (10 pM), 4.0 uL of Betaine, 0.3 puL of Taq polymerase and 2.0
pL of DNA (50 ng/uL). The amplification process involved an initial denaturation at 95° (2 min),
followed by 35 cycles at 95°C (30s), 60°C (30s), 72°C (40s), and a final extension at 72°C (10
min).

The amplification products were purified with illustra™ ExoStar™ and subjected to a
sequencing reaction using the BigDye® Terminator protocol with 2 pL of Big Dye, 1 pL of Buffer
5x, 1 pL of primer (5 pM), 2 uL of purified samples and 4 pL of ultrapure water. The DNA
sequence data was analysis with the Sequencher 5.2.4 software.

Any alterations identified were compared with the SHANKS3 reference sequences available in
the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), 1000 Genomes-A Deep Catalog of Human
Genetic Variation (http://browser.1000genomes.org/index.html) and National Heart, Lung, and
Blood Institute (NHLBI) Exome Sequencing Project (ESP) (http://evs.gs.washington.edu/EVS/).
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Results

Sequence analysis revealed five previously undescribed alterations in the SHANK3 gene of
five of the 200 patients (2.5%) with no alterations being found in the control group. One patient
presented a heterozygous single nucleotide variation (SNV) at position 22:50675139 A/G of exon
2. And four alterations of exon 21 were found in four other autistic individuals. These alterations
were located at positions 22:50721646 C/T, 22:50721985 C/T, 22:50722009 C/L and 22:50722049

C/L. All the patients presented a normal sequence of exon 6.

Discussion

In addition to ASD being considered a paradigm of neurobehavioral disorders, the etiology
is one of the current scientific challenges, given its extreme complexity.

Thus, a large number of mutations associated with predisposition to ASD have been
described in synaptic genes, including in the SHANK family of genes, which motivated this study.

SHANK gene mutations have been detected across the whole spectrum of ASD with a
gradient of severity in cognitive impairment [3]. Even behavioral manifestations in individuals
with ASD tend to be different depending on which SHANK gene is mutated, but this is not well
explained yet. Rare variations dominate the allelic spectrum in autism, but common variations are
believed to have an impact in this disorder as well [18] as they seem to play an important role in
the risk for autism [19]. A missense mutation in exon 2 (L68P) was observed only in affected
individuals when compared to normal controls [20,21]. In addition to the haploinsufficiency of the
gene, the presence of extra copies has been associated with Asperger syndrome [12] and deletions
of SHANKS3 have been associated with more severe autistic phenotypes [12].

The number of studies investigating SHANK3 is growing. Mutations in this gene are rare,
present in about 2.17% of patients [3,20]. Although apparently low, this frequency is relatively
high when one remembers that there are hundreds of possible candidate genes proposed in the
susceptibility for autism [22]. In this study, five alterations not present in the controls and not yet
listed in any genomic database were found in five (2.5%) patients with ASD, highlighting the

importance of this gene in the autistic phenotype.
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Also, it should be remembered that this study only investigated three exons; thus these
mutations may be common in Brazilians or these exons, except for exon 6, may be involved in the
etiology of ASD.

We do not know about the possible deleterious effects of these SNV but, as they were not
detected in Brazilian control subjects and are not found in apparently healthy people around the
world, they may be associated with predisposition for autism. Research on possible effects on the

protein structure may help to clarify this hypothesis. [23].

Conclusion

Mutations in exons 2 and 21 of the SHANKS gene are common in Brazilian individuals with
autism. Mutations in exon 6 of the SHANKS gene appear to be rarer or do not exist in these
individuals. These findings corroborate the literature but also other mutations that are possibly

related to the pathogenesis of ASD were identified in this study.
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Tables

Table 1. Primers sequences and amplicon size of SHANK3 gene.

Tamanho
Primer do
Primers 5’ a 3° com cauda M13 amplicon
(pb)
Exon2 | SHANKSEZ2F | 54 CCcTGAGCTCACGAGCCCGCT 120
SHANK3EZ2R | ~TGCCGTGCCCTTCACTGGTC
, SHANKBE6F | GCCTGGTGTGGATACTGAGG
Exon 6 273
SHANKBE6R | cCCTACAGACAGAGCCAGGA
SHANK3E22FL | 1 6T AAAACGACGGCCAGTAAGGCTGGCCTCTGTGGGAGG 256
SHANK3E22R1 | CAGGAAACAGCTATGACCACGGACAGGAACACAGTGGAG
SHANK3E22F2 | TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGAGCCCCCTGGTGAAGCA 500

SHANK3E22R2 | CAGGAAACAGCTATGACCGCTCTCGGGCAGCCAGGGCAA

Exon  "SHANK3E22F3 | TGTAAAACGACGGCCAGTTGCCCTGAAGCCGTTGGTCAG N
5
22 I"SHANK3E22R3 | CAGGAAACAGCTATGACCACCTTCTCTGCCTCCCTGCGA

SHANKBE22F4 | TGTAAAACGACGGCCAGTCCTGTTTGTGGATGTACAGGCC
SHANK3E22R4 | CAGGAAACAGCTATGACCACCGTGGAGATGGTGCTTGTG

SHANKBSE22F5 | TG'TAAAACGACGGCCAGTCTCAGGGAAGCCCAGCAGTGA
SHANKSE22R5 | CAGGAAACAGCTATGACCAGAACAGACAAGAGGAATGAC

714

666




