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Resumo

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é um transtorno do neurodesenvolvimento de
origem poligênica e multifatorial, caracterizado por alterações na sociabilização e presença de
padrões restritivos e repetitivos de comportamento, de interesses ou de atividades. Estudos do
Sequenciamento Completo do Exoma permitiram grande avanço no entendimento das bases
moleculares do TEA e hoje, diversos genes e tipos de variantes já foram apontados como
relevantes. Entretanto, ainda há um grande desafio em transformar essa lista de genes em
informações sólidas que permitam o entendimento sistemático dos mecanismos e das vias
biológicas que de fato contribuem para a apresentação clínica no TEA. Esse desafio se deve
em parte à grande heterogeneidade de apresentação fenotípica observada. Portanto, para
investigar transtornos mentais altamente heterogêneos faz-se necessário a análise conjunta de
genes, moléculas, vías biológicas, circuitos neurais e dimensões de comportamento. Estudos
que investigam relações genética-fenótipo existentes no TEA analisam a associação entre a
carga mutacional e instrumentos de avaliação fenotípica utilizados na clínica de uma forma
individual, desconsiderando os aspectos globais de heterogeneidade da apresentação fenotípica
que contribuem fortemente para o espectro de gravidade nos indivíduos. Este trabalho foi
divido em duas etapas. Na primeira etapa, buscamos analisar diferentes instrumentos de
avaliação fenotípica utilizados na prática clínica em pacientes afetados pelo TEA e por meio
do uso da Análise de Componentes Principais buscamos componentes principais que melhor
caracterizassem a heterogeneidade fenotípica observada como um continuum de gravidade.
Utilizando a abordagem de Modelagem Normativa pudemos criar um escore de gravidade
com base nos componentes contribuintes para a heterogeneidade fenotípica. Na segunda etapa,
verificamos se o continuum de gravidade sistematizado poderia ser influenciado por variantes
deletérias em grupos de genes específicos. Neste estudo, analisamos os dados fenotípicos de
2.744 pacientes com TEA provenientes da coorte Simons Simplex Collection (SSC), da base
de dados da Simons Foundation for Autism Research Initiative assim como dados de variantes
exônicas de novo e raras herdadas deletérias em Genes Essenciais e Genes Não Essenciais para
o desenvolvimento. Empregando a combinação de técnicas de análise de dados multivariada e
de modelagem normativa em instrumentos fenotípicos que refletem os sintomas core do TEA e
seus fatores agravantes, foi possível construir um Escore de Gravidade Multidimensional que
permite a comparação da gravidade de apresentação fenotípica observada entre indivíduos no
que diz respeito à problemas de funcionalidade social, regulação do comportamento e problemas
de comunicação. Na segunda parte do estudo, a análise de variantes exônicas que afetam os
indivíduos da mesma coorte, indicou que a interação entre variantes do tipo de novo de perda de
função e de novo não sinônimas deletérias em Genes Não Essenciais estão associadas ao Escore de
Gravidade Multidimensional em meninas (p-valor = 0.0259; regressão beta). Ademais, foi possível
verificar que a ocorrência dessas variantes em genes que participam de módulos de co-expressão
em 16 diferentes regiões cerebrais também estão associadas ao escore. É possível concluir que a
utilização de modelos normativos em conjunto com técnicas de análise multivariada permitem



a análise do TEA como um transtorno multidimensional do ponto de vista fenotípico e que
variantes do tipo de novo de perda de função e de novo não sinônimas deletérias estão associadas
à gravidade global de apresentação clínica quando consideramos grupos de genes específicos. No
entanto, para aumentar o poder explicativo do escore de gravidade, outros fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais precisam ser investigados.

Palavras-chaves: Transtorno do Espectro do Autismo; Heterogeneidade Fenotípica; Sequencia-
mento Completo do Exoma



Abstract

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder of polygenic and multifactorial
origin, characterized by changes in sociability and the presence of restrictive and repetitive
patterns of behavior. Analysis of Whole Exome Sequencing (WES) has been contributing to
a better understanding of the molecular bases of ASD and today, several genes and types of
variants have been pointed out as relevant. However, there is still a great challenge in unifying
those lists of genes in information which allows a systematic understanding of the mechanisms
and biological pathways that contribute to the clinical presentation in ASD. This challenge is
due in part to the great heterogeneity of the phenotypic presentation observed. To investigate
highly heterogeneous mental disorders, it is necessary to jointly analyze genes, molecules,
biological pathways, neural circuits and dimensions of behavior. Studies investigating existing
genetic-phenotype relationships in ASD analyze the association between mutational burden
and phenotypic assessment instruments used in the clinic on an individual basis, disregarding
the global aspects of heterogeneity of the phenotypic presentation that strongly contribute to
the spectrum of severity in individuals. This work was performed in two steps. In the first one,
we seek to analyze different instruments for phenotypic evaluation used in clinical practice in
patients affected by ASD and through the use of Principal Component Analysis we seek main
components that best characterize the phenotypic heterogeneity observed as a continuum of
severity. Through the Normative Modeling approach it was possible to create a severity score
based on the components that contribute to severity. In the second step, we checked whether
the systematized severity continuum could be associated with deleterious variants in groups
of genes and specific biological pathways. For this purpose, we analyzed the phenotypic data
of 2.744 ASD patients from the Simons Simplex Collection (SSC) cohort, from the Simons
Foundation for Autism Research Initiative. We also analyzed data from de novo and rare
inherited damaging exonic variants in Essential and Non-Essential Genes for development. When
combining multivariate data analysis techniques and normative modeling, it was possible to
create a Multidimensional Severity Score that allows the comparison of the severity of phenotypic
presentation observed in individuals when considering social functionality, behavior problems
and communication problems. In the second part of the study, the analysis of exonic variants
that affect individuals in the same cohort, indicated that the interaction between de novo
loss of function variants and de novo nonsense damaging variants in Non-Essential Genes, are
slightly associated with the Multidimensional Severity Score in females (p-value = 0.0259; beta
regression). Furthermore, it was possible to verify that the occurrence of these variants in
genes that participate in co-expression modules in 16 different brain regions is also associated
with the score. It is possible to conclude that the use of normative models with multivariate
analysis techniques allows the analysis of ASD as a phenotypic multidimensional disorder and
that de novo loss of function and de novo non-synonymous damaging variants are partially
associated with the global severity of clinical presentation when considering specific groups of
genes. However, to increase the explanatory power of the severity score, other genetic, epigenetic



and environmental factors need to be investigated.

Key-words: Autism Spectrum Disorder; Phenotypic Heterogeneity; Whole Exome Sequencing;
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1 Introdução

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) é um transtorno do neurodesenvolvimento
caracterizado por início precoce e por alterações na sociabilização, assim como presença de
padrões restritivos e repetitivos de comportamento, de interesses ou de atividades, conforme
definição no Manual de Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-5) (1). Estima-se
que a prevalência de TEA em crianças de 8 anos de idade seja de aproximadamente 1 a cada
59, com uma menina diagnosticada para cada 4 meninos (2), mostrando um desequilíbrio entre
sexos na prevalência do transtorno (3). A apresentação fenotípica do TEA possui uma grande
heterogeneidade, de modo que raramente duas crianças afetadas apresentam o mesmo nível de
alteração nos sintomas centrais de diagnóstico definidos pelo DSM-5, assim como em outras
esferas de funcionalidade (4). Desse modo, o DSM-5 adota uma visão dimensional em que o
TEA é tido como um continuum de gravidade (1).

A etiologia do transtorno ainda não está completamente esclarecida, mas a hipótese
mais aceita é que tanto fatores ambientais quanto genéticos contribuem para o risco do TEA
(5, 6, 7). Entre os fatores ambientais associados, podemos citar a idade mais avançada dos pais
(8), condições nutricionais (9) e infecções maternas (10) pré-natais, assim como a exposição à
substâncias tóxicas (11). Os fatores genéticos também possuem um papel importante, sendo
que o estudo mais recente avaliando o papel desses fatores, estimou a herdabilidade genética em
cerca de 87% para gêmeos (n = 37.570 pares) e de 69% para os casos gerais (n = 1,6 milhões de
famílias) (12).

1.1 Fatores genéticos relacionados ao TEA

Há diferentes componentes genéticos que contribuem para o TEA. Entre eles estão as
variantes raras estruturais do tipo copy number variations (CNVs), variantes muito raras de
nucleotídeo único (Single Nucleotide Variantion, SNVs), que possuem frequência alélica mínima
(Minor Allele Frequency, MAF) abaixo de 1% em populações humanas no geral, e as variantes
de nucleotídeo únicas comuns (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs) com MAF maior do que
1% (13), que possuem pequeno efeito individual mas quando somadas, contribuem para compor
o risco poligênico do TEA (14).

As variantes comuns (SNPs) são alvos dos trabalhos de Genome-Wide Association Studies
(GWAS). Os primeiros estudos com GWAS em autismo focavam em encontrar SNPs individuais
que explicassem o risco para o transtorno, em desenhos experimentais do tipo caso-controle
(15, 16, 17, 18), mas para encontrar SNPs que tenham efeito significante em doenças complexas,
é necessário um enorme número amostral (muitas vezes acima de 10.000 indivíduos) (19) e
mesmo nos casos em que esse requisito é atendido, os SNPs encontrados não são concordantes e
nem replicáveis entre diferentes coortes populacionais (20, 21).



4 Capítulo 1. Introdução

É provável que as variantes comuns individualmente possuam pouco efeito sob um
determinado traço observado, mas que vários SNPs de pequeno efeito agindo em conjunto
possam explicar melhor o risco para esse traço. Por consequência, as abordagens envolvendo
GWAS começaram a sumarizar a contribuição de todos os SNPs para um determinado traço
em um escore de risco poligênico, que permite avaliar o efeito de locus gênicos que de forma
individual não atingem significância estatística (22). Um estudo conduzido por Klei et al. (23)
demonstrou que esse paradigma é válido para TEA, de modo que variantes genéticas comuns
agem de forma aditiva e provavelmente são responsáveis por uma grande porção do risco. Outro
estudo evidenciou que o uso de escores de risco poligênico em GWAS é mais replicável do que
a presença de SNPs de forma individual ao se analisar diferentes amostras da mesma etnia.
(24, 21). Nesse estudo, os autores utilizaram mais de 18 mil crianças afetadas com TEA e mais
de 27 mil casos controles provenientes de importantes coortes psiquiátricas como a iPSYCH,
Psychiatric Genomic Consortium (PGC), Finnish autism case-control study e deCODE. Por
meio dessas abordagens, foi possível estimar que a contribuição de diferentes SNPs para a
herdabilidade do TEA varia entre 17% (25, 26) a 52% (27), conforme o número amostral e o
método de cálculo utilizado em cada estudo.

Outro importante componente que contribui para a arquitetura genética do TEA são
as variantes raras. As variantes raras (Copy Number Variations e Single Nucleotide Variations,
herdadas ou de novo) são geralmente alvos dos trabalhos de Sequenciamento Completo do Exoma
(SCE). O primeiro estudo que associou a presença de CNVs não herdadas com o TEA, antes
mesmo da popularização do sequenciamento completo do exoma, foi realizado por Sebat et al.
(28). Neste trabalho, os autores executaram uma técnica de hibridização genômica comparativa
em 118 casos de TEA esporádico (ou simplex, em que não há histórico familiar do transtorno) e
196 controles, e apontaram que CNVs de novo estão significativamente associadas ao TEA, sendo
que a maioria dessas variantes estruturais são pequenas, afetando regiões genômicas altamente
heterogêneas e muitas vezes afetando genes únicos. Esse trabalho estabeleceu as CNVs de novo
como um fator de risco para TEA e abriu campo para o estudo do papel de variantes não
herdadas no transtorno.

O’Roak et al (29) realizaram o primeiro trabalho que utilizou o SCE para o estudo de
TEA. Ao sequenciarem o exoma de 20 casos de TEA simplex assim como o dos seus pais, os
autores descreveram 21 variantes não herdadas (de novo) das quais metade potencialmente
alteravam as proteínas dos genes atingidos, em resíduos altamente conservados. Esse trabalho
mostrou o potencial do SCE para a identificação de novos genes candidatos para TEA, além
de sugerir que as SNVs de novo contribuem consideravelmente para a etiologia genética do
TEA. Posteriormente, os mesmos autores aumentaram a amostra para o SCE de 189 trios
(pais-filho) de casos esporádicos, assim como 50 irmãos não afetados e encontraram cerca de
120 SNVs não herdadas e de alto impacto nos pacientes afetados (30). Essas variantes afetam
genes que participam de redes de interação de proteínas para remodelação da cromatina, além
de potencialmente causarem o truncamento de proteínas como CHD8, NTNG1, mGRIN2B,
LAMC3 e CSN1A, genes candidatos associados ao TEA.
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Na mesma época, outros estudos começaram a avaliar a importância de variantes raras
de novo para o transtorno. Neale (31) realizaram o SCE de 175 trios e identificaram que cerca
de metade dos casos analisados possuíam variantes de novo do tipo missense e sem sentido,
principalmente em genes que codificam para proteínas que participam de redes de interação
proteína-proteína. Além disso, as variantes encontradas afetam genes relacionados com funções
sinápticas e genes previamente associados ao TEA como CHD8 e KATNAL2. Deste modo, foi
proposto um modelo poligênico em que a ocorrência de variantes disruptivas em um número
elevado de genes aumentaria o risco de TEA em 5 a 20 vezes. Iossifov et al. (32), com o uso de
um maior número amostral (n = 343 trios) também determinaram que variantes não herdadas
do tipo likely gene-disruptive (LGD) são duas vezes mais frequentes em crianças afetadas do que
em crianças não afetadas, e atingem cerca de 400 genes de susceptibilidade ao autismo. Muitos
desses genes estão associados com a proteína da síndrome do X frágil (FMRP), evidenciando
novamente a associação de genes com funções sinápticas e atingidos por variantes de novo com
TEA.

Além do SCE, o surgimento de coortes estruturadas que unem dados genéticos e fenotípi-
cos de pacientes com TEA assim como seus familiares (pais e irmãos não afetados), permitiram
grande avanço nos estudos da área. Entre eles, podemos citar a Simons Simplex Collection
(SSC) da Simons Foundation Autism Research Initiative (SFARI) (33). Essa coorte populacional
consiste em um repositório de dados de exoma e genoma completo de mais de 2.600 famílias
com casos de autismo esporádico, sendo que cada amostra genética é acompanhada de uma
caracterização precisa do indivíduo, incluindo dados fenotípicos e comportamentais. Um dos
primeiros estudos a utilizar os dados genéticos da SSC demonstrou que 13% de variantes de
novo missense e 43% de variantes de novo LGD explicam respectivamente 12% e 9% dos casos
de TEA, e que a presença dessas variantes com CNVs não herdadas explicariam 30% de todos
os casos simplex e 45% dos casos simplex nos quais os pacientes são meninas (34).

Em suma, o uso do SCE para o estudo do TEA e o surgimento de iniciativas que
permitiram a estruturação de coortes populacionais com dados de exoma e fenótipos, permi-
tiram um grande avanço na elucidação do papel de variantes genéticas muito raras para o
TEA. Atualmente, sabemos que as variantes de novo do tipo LGD e missense possuem um
papel importante para a composição genética do TEA (34), atingindo genes associados com
proteínas sinápticas (especialmente sinapses glutamatérgicas) e com reguladores da cromatina
que controlam a expressão gênica durante o neurodesenvolvimento embrionário (35, 36), além
de genes que codificam para proteínas e que agem em conjunto em redes de co-expressão e
de interação proteína-proteína (37, 38). Além disso, as variantes de novo geralmente atingem
genes intolerantes à mutações, ou seja, genes com significativamente menor taxa mutacional na
população geral e que possivelmente estão sob forte restrição seletiva (39, 40).

As SNVs raras herdadas também são outro componente genético importante no TEA.
Assim como as SNVs de novo, essas variantes são mais presentes em pacientes do que em seus
irmãos não afetados, impactando de forma bialélica a porção codificadora de diversos genes
intolerantes e genes alvos da proteína CHD8 (41, 42, 43). Ainda, essas variantes afetam elementos
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cis-regulatórios de genes que contribuem para o TEA e não apenas a porção codificadora dos
mesmos, além de serem preferencialmente transmitidas para crianças afetadas e não para seus
irmãos (44). Embora diversos estudos tenham elucidado o papel de variantes raras herdadas
e de novo para o risco do TEA e proposto centenas de genes importantes para o transtorno,
ainda há uma lacuna em entender de forma sistemática os mecanismos por trás da biologia do
autismo. Isso ocorre pois as variantes por si só são raramente identificadas de forma replicativa
em diferentes coortes populacionais em estudos independentes, dificultando o reconhecimento de
quais variantes ocorrem de forma aleatória e quais realmente possuem um papel de causalidade
(45, 46).

Um estudo realizado por Luo et al. (47) buscou lidar com esse desafio ao analisar mais
de 7 mil variantes anteriormente relacionadas ao TEA em dois estudos de exoma completo em
larga escala. Ao analisarem esses dados em nível de SNVs, genes afetados e módulos moleculares
aos quais os genes afetados estavam relacionados, os autores demonstraram que nas diferentes
coortes populacionais, o impacto observado não se replicava a nível de variante mas sim a nível
de gene e via biológica. Dessa forma, foi proposto um modelo gene + pathway dual-hit, no qual a
carga mutacional de pacientes se torna menos importante e a análise das vias biológicas afetadas
melhor definiriam a biologia do TEA.

Na mesma abordagem, o maior trabalho analisando o SCE de TEA até o momento
utilizou mais de 11.000 indivíduos afetados e evidenciaram a existência de alterações funcionais
e de desenvolvimento na neurobiologia do transtorno (48). Ao integrar informações de diferentes
níveis biológicos, Satterstrom, F. Kyle, et al. indicaram 102 genes de importância para o TEA.
Esses genes mostram alta frequência de variantes de novo disruptivas e são expressos no cérebro
nos estágios iniciais do neurodesenvolvimento, tendo papel importante na regulação da expressão
gênica e em mecanismos de comunicação neural. Além disso, a nível celular, a expressão dos
genes de risco indicados é enriquecida para neurônios excitatórios (glutamatérgicos) e inibitórios
(gabaérgicos), indicando a existência de distúrbios nas vias biológicas excitatórias-inibitórias no
TEA.

1.2 Relações Genética-Fenótipo no Transtorno do Espectro do Autismo

No contexto das relações genética-fenótipo no TEA, ainda existem grandes avanços a
serem realizados. Como citado anteriormente, diferentes classes de variantes contribuem para a
arquitetura genética do TEA. No que diz respeito às influências no fenótipo observado, pacientes
com deficiência intelectual (tidos como mais graves), dismorfismos, sem história familial têm
maior chance de apresentar variantes muito raras de grande efeito (49, 50) e meninas também
possuem maior carga de variantes deletérias (40, 51).

O trabalho de Chang et al. (52), foi um dos primeiros a estabelecer as relações entre a
carga mutacional de variantes raras e o QI de indivíduos com TEA. Os autores observaram
que os pacientes com QI abaixo de 100 carregam o dobro de SNVs de novo do tipo LGD em
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relação aos pacientes classificados como TEA de alto funcionamento (QI acima de 100), além
de possuírem uma menor taxa de SNVs não sinônimas. Além disso, foi demonstrado que os
pacientes com TEA de alto funcionamento possuem um número médio de SNVs não sinônimas
similar ao número médio dessas variantes nos irmãos não afetados, já os pacientes com deficiência
intelectual (QI abaixo de 70) possuem uma taxa muito menor de SNVs não sinônimas em relação
aos pacientes com QI maior do que 70. Esses achados também foram verificados no trabalho de
Iossifov et al. (34) que constataram que a presença de variantes de novo do tipo LGD em cerca
de 400 genes afetam mais os pacientes com QI mais baixo do que os pacientes com o QI mais
elevado. Assim sendo, foi estabelecida uma importante relação entre SNVs de novo e o QI de
indivíduos com TEA.

O estudo de Buja et al. (53) reanalisou a lista de variantes de novo encontradas por
Iossifov et al. (34) em 2.500 pacientes da coorte Simon Simplex Collection. Nessa reanalise, os
pesquisadores conseguiram correlacionar uma maior taxa de SNVs de novo de alto impacto
com um déficit no controle motor, sendo que tanto esse déficit quanto o QI estão associados
de modo independente com a carga mutacional. Eles também evidenciaram que essa nova
correlação varia conforme o tipo da variante (LGD ou missense), o set de genes analisado (alvos
da FMRP, reguladores da cromatina, alvos da CHD8) e o instrumento escolhido para medir
o traço comportamental (Developmental Coordination Disorder Questionnaire ou Vineland
Adaptive Behavior Scales).

Além de demonstrar a relação entre o número SNVs raras deletérias e QI, Chang
et al. também buscaram analisar como a expressão gênica e as propriedades funcionais de
genes associados ao risco de desenvolver TEA poderiam influenciar no fenótipo. Ao comparar
indivíduos TEA com pontuações abaixo e acima da mediana nas escalas de QI e nos sub escores
de socialização e comportamentos restritos e repetitivos da ADI-R os autores verificaram que os
genes afetados associados com um QI mais baixo ou escores da ADI-R mais altas (que indicam
fenótipos mais graves) possuem uma alta expressão no cérebro (52).

A investigação do papel de genes essenciais para o desenvolvimento embrionário em
mamíferos (Essential Genes, EGs), no TEA também ajudou a esclarecer as relações entre
variantes genéticas e traços comportamentais (54). Analisando o exoma de 2.500 pacientes da
Simon Simplex Collection, os autores verificaram que uma maior quantidade de variantes raras
herdadas e de novo em EGs esta positivamente correlacionada com o escore da SRS em pacientes
do sexo masculino, mas o mesmo não ocorre para as meninas. E novamente, foi demonstrada a
relação entre o número de variantes prejudiciais e um menor QI verbal e não verbal em ambos
os sexos.

1.3 Heterogeneidade Fenotípica no TEA

Conforme citado anteriormente, o TEA é um transtorno complexo que possui muitas
facetas do ponto de vista genético, ambiental e clínico. Além dos sintomas centrais definidos pelo
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DSM-5 como essenciais para o diagnóstico, outros fenótipos adjacentes como o sexo, a idade,
quocientes de inteligência (QI) e nível da linguagem podem interferir na apresentação clínica
principal, o que contribui para uma maior heterogeneidade de apresentação do quadro (55). Essa
heterogeneidade comportamental traz dificuldades para o diagnóstico, prognóstico e resposta
terapêutica tanto na prática clínica como em estudos científicos, e também no entendimento das
bases biológicas que levam a determinados traços (56, 57).

Os estudos que buscam compreender a heterogeneidade clínica utilizam-se de duas
abordagens principais. Uma abordagem é a busca de subgrupos de pacientes que compartilham
as mesmas características, a fim de encontrar agrupamentos que refletem a heterogeneidade
do conjunto de dados assim como identificar características comportamentais de relevância
clínica que contribuem para a formação dos agrupamentos (57). Outra, é investigar as relações
existentes entre as características clínicas por meio de metodologias como as de análise fatorial
e outras técnicas de redução de dimensionalidade (58). Por meio de ambas abordagens, cada
vez mais o TEA foi entendido como um gradiente de gravidade fenotípica (59, 60, 61).

Muitos trabalhos buscaram avaliar a contribuição de outras características modificadoras
além do sexo, QI e nível de linguagem, para a variabilidade nos sintomas core de TEA. Bitsika
et al. (2008) investigaram o papel da funcionalidade como possível modificador do espectro ao
realizarem um estudo com 53 crianças acometidas com TEA em idade pré-escolar e escolar.
A partir de dados da pontuação total de cada participante em escalas fenotípicas como o QI
verbal e não verbal, o total e três subescalas da Vineland Adaptive Behavior Scales (VABS),
a Childhood Autism Rating Scales (CARS), três sub escores da Autism Spectrum Disorder
Behaviour Checklist (ASDBC) e a idade, foi possível a identificação de subgrupos homogêneos.
O estudo reconheceu a presença de um ’espectro do autismo’ e o importante papel dos vários
níveis de funcionamento no continuum de gravidade do TEA (62). Na mesma época, Munson
et al. (2008) realizou análise de classes latentes baseando-se nas pontuações obtidas por 100
adolescentes entre 14 e 16 anos com TEA em uma escala de QI e na VABS. Quatro classes
latentes foram identificadas, que representam níveis de funcionamento intelectual diferentes,
bem como diferentes padrões de habilidade verbal e não-verbal. Os grupos diferiam em seu
comportamento geral e nas habilidades adaptativas (63). Hoje, as habilidades adaptativas e o
funcionamento executivo já são reconhecidos como importantes fatores que contribuem para
heterogeneidade da apresentação clínica (64).

Outra característica importante e comumente observada na prática clínica são os pro-
blemas comportamentais e emocionais, entendidos como comportamentos disruptivos. Os com-
portamentos disruptivos em crianças com TEA são apresentados por um quarto a um terço
delas, incluindo explosões de raiva, irritabilidade, e comportamento opositor e agressivo (65). A
presença destes sintomas pode manter os pacientes acometidos mais afastados das demandas
sociais, podendo interferir na gravidade da apresentação clínica e portanto heterogeneidade da
apresentação. Para analisar tal relação, um estudo examinou a sobreposição fenotípica entre
as principais características diagnósticas e os problemas emocionais/comportamentais em uma
amostra de 335 crianças em idade pré-escolar com TEA por meio de análise de componentes
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principais. Os resultados sugeriram uma sobreposição fenotípica substancial entre as principais
características do diagnóstico e os problemas emocionais/comportamentais, indicando que estes
contribuem para a compreensão do fenótipo de TEA e evidenciando que a inclusão da análise de
problemas emocionais/comportamentais nos procedimentos diagnósticos tradicionais pode ter
um papel importante na caracterização clínica das crianças (66). Na mesma linha de hipótese,
Hus e Lord (2012), usando técnicas de análise multivariada em uma amostra de 2.334 pacientes
mostraram que uso de variáveis fenotípicas como as que refletem problemas de comportamento,
além da idade, nível de linguagem expressiva e QI podem afetar os escores dos algoritmos de
diagnóstico tradicionais (67). Os resultados do estudo de Pandolfi et al, 2012 também apoiam
o uso da Child Behavior Checklist (CBCL) em conjunto com outros dados clínicos ao avaliar
desordens emocionais e comportamentais em jovens com TEA (66).

Diferentes estudos na área de fenótipos do TEA até o momento, apoiam a existência de
subtipos que provavelmente se organizam dentro de um gradiente de gravidade e confirmam a
importância da funcionalidade e alterações do comportamento, além dos sintomas core do TEA
e medidas de QI, para explicar a heterogeneidade fenotípica (68, 69, 70). Mas é importante notar
que os estudos até aqui discutidos, não têm como foco um paciente individual na compreensão
da heterogeneidade fenotípica do TEA.

1.4 Uso de modelos normativos para o estudo de transtornos complexos

Recentemente, pesquisadores têm utilizado um método conhecido como “modelagem
normativa” para caracterizar a heterogeneidade dos transtornos psiquiátricos (71). De modo
análogo aos gráficos de crescimento infantil amplamente utilizados em medicina pediátrica,
a modelagem normativa permite que variáveis de interesse sejam medidas em um indivíduo
e comparadas com faixas de variação esperadas em uma população referência. Esse tipo de
abordagem leva em conta a individualidade do paciente ao estratificar coortes clínicas, dando
poder para a realização de inferências estatísticas a nível do indivíduo em relação à uma variação
normativa da população, uma vez que possibilita a quantificação e a caracterização de como
cada indivíduo difere de um padrão esperado dentro da amostra analisada (71, 72).

Em termos práticos, a abordagem envolve a adoção de um modelo estatístico capaz
de modelar a variância de uma variável resposta de interesse, de acordo com um conjunto de
covariáveis clinicamente relevantes em toda uma coorte de referência. Por exemplo, pode-se
estimar um modelo normativo para o grau de gravidade de um indivíduo em função da idade,
sexo e medidas neuropsiquiatricas usando uma coorte de referência baseada na população
afetada. A partir da estimação do modelo normativo, é possível especificar uma função geral
para o espaço amostral que quantifica quais relações entre a variável de interesse em função das
covariáveis são mais ou menos prováveis (71).

Podemos então quantificar o grau em que outros indivíduos que não fazem parte da
população normativa original se desviam das faixas centrais populacionais previstas para as
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variáveis de interesse. Ou seja, o desvio refere-se ao grau em que os indivíduos em um conjunto
ou amostra diferem entre si ao longo de uma ou mais características (71, 72). Portanto, não
é mais necessário escolher apenas uma medida fenotípica específica para refletir os traços
comportamentais dos pacientes em análise, uma vez que é possível considerar e quantificar as
relações entre diferentes instrumentos como uma representação desses traços.

A modelagem normativa vem sendo utilizada para mapear padrões de variação entre
traços de esquizofrenia (73, 74), transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (75, 76) e TEA
(77, 78). A maioria desses estudos, incluindo os trabalhos envolvendo autismo, buscaram utilizar
técnicas estatísticas como regressão polinomial e linear para modelar a espessura cortical, o
volume cerebral e sinais encefálicos medidos por eletroencefalograma e ressonância magnética
funcional como biomarcadores para os traços comportamentais dos transtornos em questão.

Uma vez que a modelagem normativa se apresenta como um método estatístico flexível
para entender a heterogeneidade de transtornos complexos como função de covariáveis preditoras,
é possível utilizar essa abordagem para o entendimento do transtorno do espectro do autismo.
Os trabalhos que utilizaram a abordagem de modelagem normativa para melhor caracterizar
transtornos psiquiátricos utilizaram indivíduos saudáveis para criação de faixas normativas
populacionais. No entanto, podemos criar um mapa de faixas normativas para compreender a
heterogeneidade de uma apresentação clínica específica, sem considerar o que é esperado na
população saudável. Nesse contexto, o paciente pode ser alocado no mapa normativo clínico,
nos dando uma ideia da sua posição e facilitando não só a comparação entre pacientes como
também as mudanças individuais ao longo do tempo.

1.5 Justificativa

A literatura tem evidenciado a associação entre variantes genéticas comuns e muito raras
à susceptibilidade do TEA. No que se refere às variantes de novo e muito raras, aquelas que levam
à perda de função em genes expressos no começo da gestação tem um papel mais importante no
risco de desenvolver TEA (48, 52). A quantidade destas variantes também correlaciona-se com
QI e comportamentos motores alterados, dando um indício de maior gravidade da apresentação
clínica (53, 52). Entretanto, ainda há uma lacuna na literatura para entender a influência destas
variantes na heterogeneidade fenotípica do autismo, considerando os seus sintomas principais e
os modificadores como problemas de linguagem, problemas comportamentais e de funcionalidade
(79). Isso pode ocorrer pois muitos estudos buscam associações entre o número total de variantes
de diferentes classes e instrumentos de avaliação fenotípica específicos, sem necessariamente
levar em conta que a melhor representação do TEA é um continuum de gravidade influenciado
por diferentes fatores que agem em conjunto, ou seja, uma visão multidimensional.

Nossa hipótese é de que o número de variantes de alto impacto estariam associadas com
um escore de gravidade dimensional e multivariado. Neste trabalho, propomos uma abordagem
combinada de avaliação de medidas de variabilidade dos fenótipos que contribuem para a hete-
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rogeneidade da apresentação clínica no TEA e de modelagem normativa. No lugar de comparar
diferentes instrumentos de avaliação utilizando as suas pontuações brutas, média e desvio padrão,
buscamos componentes principais a partir de medidas que contribuem para heterogeneidade
fenotípica: sintomas core de TEA, QI, funcionalidade e alterações comportamentais. Ao aplicar
a modelagem normativa nos componentes principais encontrados, buscamos propor um escore
de gravidade dependente da heterogeneidade fenotípica. O desenvolvimento deste escore foi
realizado em conjunto com a aluna de mestrado e neuropsicóloga especialista em autismo, Joana
Portolese como parte de sua tese de mestrado, e sob orientação do Professor Dr. Ricardo Vêncio.

Consideramos também que variantes em genes importantes para a vulnerabilidade ao
transtorno não são necessariamente os mesmos associadas ao espectro da heterogeneidade. Assim,
nossa segunda hipótese é que não apenas variantes com perda de função em genes essenciais ou
expressos no começo da gestação estão associados com o escore de gravidade.



2 Objetivos

Objetivo Principal:

Testar a associação entre o escore de gravidade multidimensional com o número de
variantes muito raras deletérias em indivíduos acometidos com TEA

Objetivos Específicos:

Explorar as relações existentes entre QI, funcionalidade, comportamentos alterados
e os sintomas principais de TEA a fim de identificar um constructo fenotípico que reflita a
heterogeneidade de apresentação clínica.

Utilizar a abordagem de modelagem normativa para criar um escore de gravidade
multidimensional.

Averiguar se há alguma relação entre o escore de gravidade e o número de variantes
muito raras deletérias considerando a essencialidade do gene acometido e o tempo de expressão
cerebral intra-útero.
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3 Material e Métodos

3.1 Amostra
Utilizamos os dados fenotípicos e genéticos de 2.744 pacientes diagnosticados com

TEA, provenientes da coorte Simons Simplex Collection (SSC; versão 15.0), da base de dados
Simons Foundation Autism Research Initiative (SFARI base). Como instrumentos de avaliação
fenotípicas, utilizamos dados das escalas Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R), Vineland
Adaptive Behavior Scales (VABS), Child Behavior Checklist (CBCL), e Quociente de Inteligência
(QI).

3.2 Instrumentos de avaliação comportamental nos pacientes
A Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) é um instrumento amplamente utilizado

para o diagnóstico de TEA. É uma entrevista aplicada aos pais e cuidadores de indivíduos
possivelmente afetados e o objetivo é medir os principais sintomas de TEA (80). De acordo com
os comportamentos descritos pelos responsáveis dos indivíduos, uma pontuação de é gerada,
abrangendo os domínios de Comunicação, Interação Social e Padrões Restritos e Repetitivos de
Comportamento. O indivíduo é diagnosticado com TEA se atinge 10 pontos ou mais para o total,
10 pontos ou mais para o item Interação Social, 7/8 pontos ou mais para o item Comunicação,
sendo 8 para os pacientes verbais e 7 para os não verbais e 3 pontos ou mais para o item
Padrões Restritos e Repetitivos de Comportamento, de modo que quanto maior a pontuação,
mais dificuldades o indivíduo apresenta em determinado aspecto comportamental.

A Vineland Adaptive Behavior Scales (VABS) é um instrumento utilizado para auxiliar
no diagnóstico de deficiências intelectuais e de desenvolvimento em geral (81) O instrumento
serve como avaliação do comportamento adaptativo, que diz respeito ao conjunto de habilidades
necessárias para a realização de atividades de vida diárias como as de socialização, comunicação,
hábitos de vida e auto-suficiência. A escala avalia o comportamento adaptativo geral e em
4 domínios principais: Comunicação, Habilidades de Vida Diária, Socialização e Habilidades
Motoras. A VABS é respondida por pais e cuidadores dos indivíduos em avaliação e fornece
escores entre 20 e 60 para a apresentação do comportamento adaptativo geral e escores referentes
aos 4 domínios em um escala com média 100, de modo que quanto maior a pontuação, mais
habilidades o indivíduo apresenta em cada aspecto avaliado. Embora esse instrumento não
seja necessário para o diagnóstico de TEA, é amplamente recomendado que uma avaliação do
comportamento adaptativo ocorra durante o processo diagnóstico a fim de auxiliar no diagnóstico
final e no planejamento das intervenções futuras (82).

O perfil comportamental foi obtido a partir do Child Behavior Checklist (83). Esse
instrumento é amplamente utilizado para avaliar problemas emocionais e comportamentais
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em crianças no geral. A CBCL é também respondida por pais e cuidadores das crianças em
avaliação e gera escores em oito categorias: Comportamento Agressivo, Ansiedade/Depressão,
Problemas Atencionais, Comportamento de quebra de regras, Queixas Somáticas, Problemas
Sociais, Problemas de Pensamento e problemas de Retirada/Depressão. Há também duas
escalas abrangentes que combinam essas categorias: Problemas Internalizantes e Problemas
Externalizantes. A pontuação bruta do instrumento é transformada em t-scores e gera valores
até 100 pontos sendo que cada categoria comportamental possui o seu valor de corte para se
considerar na faixa clínica e quanto maior a pontuação, maior é o agravamento do indivíduo nos
aspectos analisados. Quanto aos problemas de comportamento internalizantes/externalizantes o
ponto de corte é de 64.

3.3 Análise de Componentes Principais
A fim de identificar as principais fontes de variabilidade no conjunto de dados analisados

e de explorar as relações entre QI, funcionalidade, comportamentos alterados e os sintomas
principais de TEA, realizamos uma Análise de Componentes Principais (do inglês, Principal
Component Analysis - PCA). A Análise de Componentes Principais é uma técnica estatística
multivariada de redução de dimensionalidade que busca encontrar Componentes Principais não
correlacionados que explicam a maior parte da variabilidade dos dados originais (84). Dessa
forma, é possível identificar componentes que melhor refletem a variabilidade fenotípica dos
pacientes, assim como identificar qual a contribuição de diferentes instrumentos de avaliação
comportamental para a formação desses componentes. Realizamos a PCA utilizando como
variáveis de entrada a VABS em seus domínios de Socialização, Comunicação e Habilidades
de Vida Diárias, a ADI-R em seus domínios de Socialização, Comunicação e Comportamentos
Repetitivos e Estereotipados, o QI total e os valores t-score da CBCL Internalizante e CBCL
Externalizante. Foram selecionados os 3 componentes principais que explicam 70% da varia-
bilidade da amostra. As variáveis com correlação maior ou igual a 0,5 com cada componente
principal foram consideradas como as de maior contribuição para o componente específico (85).
A análise foi realizada utilizando a função prcomp da linguagem R (versão 4.0.3) (86).

3.4 Modelagem Normativa
A Figura 1 mostra uma visão geral do método. A partir das coordenadas dos indivíduos

em três componentes principais, definimos um mapa de coordenadas tridimensional que possui
relação com os instrumentos de avaliação fenotípica e que reflete a heterogeneidade da apre-
sentação clínica dos pacientes. Uma vez que os valores de coordenadas de todos os pacientes
nos três componentes principais (normalizadas para Z-Score) possuem uma distribuição normal,
utilizamos a abordagem de modelagem gaussiana para estimar o modelo normativo que descreve
as relações de variação fenotípica nos pacientes.
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Figura 1 – Resumo do método - Versões detalhadas dos gráficos e esquemas estão apresentados
na seção de Resultados.

Por meio desta abordagem são calculadas distribuições de probabilidade para cada
região no espaço de coordenadas dos componentes principais, especificando dessa forma uma
função geral que descreve as relações fenotípicas na amostra e que reflete quais são as relações
fenotípicas mais ou menos prováveis (observadas), de acordo com a função de distribuição de
probabilidades:

f(x) = (2π)
−k
2 det(Σ)

−1
2 e

−1
2 (x−µ)T Σ−1(x−µ)

(1)

Em que k representa o número de dimensões em que a população está distribuída (nesse
caso, k = 3), x é um vetor de coordenadas de um ponto no espaço (coordenadas de cada paciente
em três componentes principais), µ é um vetor de médias da população na qual o ponto x
pertence, para cada dimensão, e Σ é a matriz de covariância entre as dimensões analisadas.
Logo, é possível atribuir um valor de probabilidade para uma faixa de variação que vai de uma
região de interesse (por exemplo, −∞ até o vetor de coordenadas x no espaço k-dimensional em
questão (um paciente no mapa de heterogeneidade da apresentação clínica definido), desde que
conhecido os valores de média (µ) e variância (determinante da matriz de covariância Σ entre as
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dimensões) da amostra utilizada nas k dimensões. Para o caso bivariado (k = 2 dimensões) a
distribuição de probabilidades o espaço de coordenadas dos componentes principais poderia ser
visualmente representada por:

Figura 2 – Representação gráfica de uma distribuição normal multivariada, em duas dimensões
Retirado de CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1260349

Nesse caso, os eixos x e y são as dimensões em que mapeamos as probabilidades para
cada região de coordenadas em que um paciente se encontra e a altura da curva de densidade
representa a probabilidade de ocorrência de um dado intervalo de coordenadas. No nosso caso,
estamos lidando com distribuições de probabilidade no espaço tri-variado (k = 3 dimensões,
três primeiros componentes principais) e como as coordenadas dos pacientes da coorte clínica
de referência nos três primeiros componentes principais foram normalizados para Z-Score, a
distribuição é parametrizada por µ = 0 e σ2= 1. Assim, a probabilidade de ocorrência de
relações fenotípicas inferiores àquela observada en um determinado paciente (de acordo com
suas coordenadas nos componentes principais) é dada por:

f(x) = (2π)
−3
2 det(Σ)−1

2 e
−1
2 (x−0)T Σ−1(x−0)

(1.1)

f(x) = (2π)
−3
2 det(Σ)

−1
2 e

−1
2 (x)T Σ−1(x)

(1.2)

Após normalizado para Z-Score, a matriz de covariância entre as coordenadas das
observações nos três componentes principais é dada por:



3.4. Modelagem Normativa 17


1 0 0
0 1 0
0 0 1



Portanto, a determinante da matriz assume o valor 1:

f(x) = (2π)
−3
2 1

−1
2 e

−1
2 (x)T Σ−1(x)

(1.3)

f(x) = (2π)−3
2 e

−1
2 (x)T Σ−1(x)

(1.4)

A variável x é um vetor de coordenadas para um ponto x do espaço, dado por: x =
[x1, x2, x3] em que x1 é a coordenada do paciente no primeiro componente principal, x2 é a
coordenada do paciente no segundo componente principal e x3 é a coordenada do paciente no
terceiro componente principal. Assim, o produto (x)TΣ−1 se torna:


x1

x2

x3

 ·


1 0 0
0 1 0
0 0 1

 =


x1.1+ x2.0+ x3.0
x1.0+ x2.1+ x3.0
x1.0+ x2.0+ x3.1

 =


x1

x2

x3


(1.5)

Por fim, a função densidade de probabilidade que atribui uma probabilidade para qualquer
região em que o ponto x se encontra, no espaço tridimensional formado pelas coordenadas da
amostra nos três componentes principais analisados é dada por:

f(x) = (2π)
−3
2 e

−1
2 (x)(x)

(1.6)

f(x) = (2π)−3
2 e

−1
2 (x2

1+x2
2+x2

3)

(1.7)

Em que x1, x2 e x3 são as coordenadas do ponto x nas dimensões 1, 2 e 3. A densidade de
probabilidade para o espaço tridimensional com µ = 0 e det(Σ) = 1 é graficamente representada
conforme mostrado na Figura 3 abaixo.

Nesse caso, os eixos x, y e z são as coordenadas em Z-score da coorte clínica de referência
no primeiro, segundo e terceiro componente principal. Após atribuir uma distribuição de
probabilidade para a região no espaço tridimensional, podemos determinar quais intervalos de
relações fenotípicas são mais ou menos prováveis (observadas) quando comparadas ao restante do
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observado na população ao calcular quantis de probabilidade para faixas específicas de variação,
de acordo com a posição do paciente no mapa.

Figura 3 – Representação gráfica de uma distribuição normal multivariada, em três dimensões.

Para um determinado paciente representado no espaço tridimensional formado pelas
coordenadas dos três componentes principais, a probabilidade de o seu perfil fenotípico estar
acima de uma faixa de variação particular é dada pela probabilidade acumulada da área abaixo
da posição no mapa em que o paciente se encontra, ou seja, a área abaixo da função densidade
que descreve o perfil fenotípico daquele paciente. Para todas as 3 dimensões em que os pacientes
estão distribuídos, o quantil em que um paciente x se encontra é dado por:

∫ q

−∞

∫ ∞
−∞

∫ ∞
−∞

(2π)−3
2 e

−1
2 (x2

1+x2
2+x2

3)dx1dx2dx3

(2)

∫ q

−∞

∫ ∞
−∞

∫ ∞
−∞

1√
2π3
· e

−1
2 (x2

1+x2
2+x2

3)dx1dx2dx3

(2.1)

∫ q

−∞

∫ ∞
−∞

∫ ∞
−∞

1√
2π

1√
2π

1√
2π
· e

−1
2 (x2

1+x2
2+x2

3)dx1dx2dx3

(2.2)

∫ q

−∞

∫ ∞
−∞

∫ ∞
−∞

1√
2π
e

−1
2 (x2

1) · 1√
2π
e

−1
2 (x2

2) · 1√
2π
e

−1
2 (x2

3)dx1dx2dx3
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(2.3)

A equação acima determina a probabilidade acumulada considerando as três direções
de variação da distribuição gaussiana. Em nossa análise, utilizamos apenas uma direção para
determinar o eixo central de variação que reflete a gravidade de apresentação clínica. Podemos
então considerar que para determinar em qual quantil de probabilidade se encontra o perfil
fenotípico observado em qualquer paciente, necessitamos da integral em apenas uma das direções,
dada por:

p(q) =
∫ q

−∞

1√
2π
e

−1x2
2 dx

(2.4)

A equação nos retorna a probabilidade acumulada de todas as observações até o ponto q,
em que q representa um Z-Score associado às coordenadas de um paciente x no espaço, para o
qual desejamos determinar o grau de gravidade de apresentação clínica global.

3.5 Construção do Escore de Gravidade Multidimensional

É possível usar o espaço de coordenadas dos componentes principais normalizados para
Z-Score para criar um mapa que nos permite compreender a heterogeneidade de apresentações
clínicas específicas e que nos permite analisar as relações cognitivo-comportamentais e emocionais
que ocorrem no indivíduo, com base em sua posição no mapa. Portanto, unimos a abordagem
de representação da heterogeneidade fenotípica no espaço de componentes principais com o
cálculo da densidade de probabilidade acumulada para a faixa de variação fenotípica em que
cada paciente se encontra, sob o modelo normativo a fim de construir um mapa de probabilidade
normativo que quantifica o grau de gravidade de apresentação clínica global de qualquer paciente
individualmente em relação ao modelo normativo construído.

No mapa de heterogeneidade de apresentação clínica, determinamos um eixo central de
variação de acordo com as relações entre a posição no mapa de coordenadas e os instrumentos
de avaliação fenotípica. Esse eixo reflete o espectro de gravidade fenotípica global observado
na amostra. Para determinar o escore de gravidade multidimensional, calculamos a distância
entre as coordenadas do paciente nos três primeiros componentes principais e o eixo central de
variação que reflete a gravidade. Essa distância é a projeção do paciente no eixo de variação
fenotípica definido e é utilizada na variável q da Equação 2.4.

Nesse procedimento, a primeira etapa é considerar que há um hiperplano no espaço de
coordenadas de componentes principais associado à cada paciente. Esse hiperplano é dado por
um vetor normal N e por um ponto Q. O vetor N indica qual é a direção do hiperplano no
espaço e o ponto Q indica as coordenadas no espaço do paciente ao qual o hiperplano está
associado. A equação do hiperplano associado às coordenadas do paciente em uma determinada
direção no espaço é dada por:
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A(x− x0) +B(y − y0) + C(z − z0) = 0

(3)

Em que x, y e z representam as coordenadas da extremidade final do espaço em que o
paciente está contido e x0, y0 e z0 representam as coordenadas do paciente no espaço. O vetor
N é dado pelos coeficientes A, B e C. A equação do plano também pode ser escrita como:

Ax+By + Cz +D = 0

(3.1)

Em que D é dado por:

D = −Ax0 −By0 − Cz0

(3.2)

Os coeficientes A, B e C do vetor N são determinados pelas coordenadas de posição
final e inicial do vetor no espaço. Quando consideramos o eixo central de variação que reflete
a gravidade de apresentação clínica, os seus extremos finais x, y e z são dados pelos valores
máximos observados nas coordenadas dos pacientes nos três componentes principais (vetor de
coordenadas 4, 4, 4) e os seus extremos iniciais x0, y0 e z0 são dados valores mínimos observados
nas coordenadas dos pacientes nos três componentes principais (vetor de coordenadas -4, -4,
-4). Os extremos finais indicam uma região no mapa em que os escores brutos de todos os
instrumentos de avaliação fenotípica refletem melhores apresentações clínicas de forma geral e
os extremos iniciais indicam uma região no mapa em que os escores brutos nos instrumentos
refletem piores apresentações clínicas de forma geral. Portanto, o vetor N do plano deve seguir
a direção do eixo central de variação que reflete a gravidade fenotípica e as suas coordenadas
serão dadas por:

N = (A,B,C);A = (x− x0);B = (y − y0);C = (z − z0)

(4)

A = (4− (−4));B = (4− (−4));C = (4− (−4))

(4.1)

N = (A,B,C)→ N = (8, 8, 8)

(4.2)

Após definir o plano que contém o paciente no espaço tridimensional para o qual desejamos
determinar o grau de gravidade de apresentação clínica global, podemos projetar esse paciente
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ao eixo central de variação que reflete a gravidade de apresentação clínica. Essa projeção é dada
pela distância entre um ponto e um plano e nesse caso, o ponto é localizado no eixo central e o
plano foi determinado de acordo com as coordenadas do paciente no espaço tridimensional. A
distância é dada por:

q = d = D

A2 +B2 + C2

(5)

Essa distância mapeia qualquer paciente no espaço de coordenadas de componentes
principais ao eixo central de variação que reflete a gravidade de apresentação clínica e é
utilizada na equação 2.4. Dessa forma, a probabilidade acumulada desde o início do eixo até
a faixa de variação em que o paciente se encontra (sua posição em relação ao eixo central de
gravidade) é o seu escore de gravidade multidimensional. Os cálculos de distâncias assim como
o modelo normativo foram realizados utilizando scripts próprios implementados na linguagem
de programação R (versão 4.0.3)

3.6 Análise de associações genéticas
Como conjunto de dados genéticos, utilizamos uma lista de variantes de novo e raras

herdadas em genes codificadores de proteína, disponibilizada por Ji, X., Kember, R. L., Brown,
C. D., Bućan, M. (2016) (54). O conjunto de dados consiste em uma lista de 79.730 variantes
em 8.834 genes nos indivíduos afetados com autismo da coorte Simons Simplex Collection. As
classes de variantes são divididas entre: (i) 372 variantes de novo de perda de função (SNVs
frameshift, stop-loss, stop-gain, start-loss, doador ou receptor de splicing e indels frameshift);
(ii)1.497 variantes de novo não sinônimas deletérias (SNVs missense e indels non-frameshift)
e (iii) 77.861 variantes raras herdadas deletérias. Para todas as classes de variantes foram
mantidas apenas aquelas com CADD phred-scale maior do que 10 e a frequência do menor
alelo (MAF) menor do que 0.01 no banco de dados Exome Variant Server (European ancestry),
portanto, SNVs deletérias e muito raras.

Os 8.834 genes são classificados, de acordo com os autores, entre 3.915 Genes Essenciais
e 4.919 Genes Não Essenciais. Os Genes Não Essenciais (do inglês, Non Essential genes - NEG)
são genericamente classificados como ortólogos humanos de genes com fenótipos não letais
relatados em camundongos. Os Genes Essenciais (do inglês, Essential genes - EG), são definidos
como genes necessários para a conclusão bem-sucedida do desenvolvimento pré e pós-natal e
apresentam intolerância para variantes do tipo perda de função devido à sua haploinsuficiência
(87, 88). Esses grupo também é altamente enriquecido para genes associados à diversas doenças
humanas e sofrem forte pressão evolutiva (89, 90).

Para testar a associação entre escore de gravidade multidimensional e variantes de novo
e raras herdadas em genes codificadores de proteína nos indivíduos analisados, foram utilizados
modelos de regressão beta por meio do pacote betareg no programa R (versão 4.0.3) (91). Como
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variável dependente foi utilizado o escore de gravidade multidimensional para cada paciente
e como variáveis independentes foram utilizados em modelos separados: o número total de
variantes por indivíduos, o número total de variantes por indivíduos discriminando por classe de
variante, o número total de variantes por indivíduos discriminando o grupo de genes afetado
(EGs ou NEGs) e o número de variantes para cada classe e para cada grupo de gene afetado.
Para todos os modelos, o sexo do indivíduo foi avaliado como variável de interação. As análises
foram realizadas utilizando um subconjunto de 2.301 pacientes da coorte SSC que tinham as
informações genéticas avaliadas no conjunto de dados analisados.

Buscamos também explorar possíveis associações entre o escore de gravidade multidimen-
sional e genes expressos no cérebro que agem conjuntamente em vias biológicas nos processos
de desenvolvimento ao longo do tempo. Para tanto, utilizamos os dados de grupos de genes
disponibilizada por Ji, X., Kember, R. L., Brown, C. D., Bućan, M. (2016) Os autores analisaram
dados de RNA-Seq de 15.952 genes codificadores de proteína em 16 tipos de tecido cerebral
ao longo de 31 estágios de desenvolvimento pré e pós natal, avaliados em 495 indivíduos. Os
autores então calcularam a co-expressão entre pares de genes e utilizaram a ferramenta WGCNA
para identificar os módulos de co-expressão na amostra. A partir da lista dos genes que fazem
parte de cada um dos 41 módulos de co-expressão identificados, buscamos testar associações
entre o escore de gravidade multidimensional e variantes de novo e raras herdadas nos genes de
cada módulo por meio de análises de regressão beta.
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4 Resultados

4.1 Caracterização da amostra

Os indivíduos utilizados na análise são provenientes da coorte Simons Simplex Collection,
da base de dados da Simons Foundation for Autism Research Initiative (SFARI, versão 15.0). Dos
2.857 pacientes disponíveis na base dados, 2.744 foram utilizados na Análise de Componentes
Principais e na construção do escore de gravidade multidimensional e 2.301 foram utilizados
para as análises de associação genética, de acordo com a disponibilidade dos dados.

A Tabela 1 mostra os valores de média e desvio padrão obtidos pelos pacientes em cada
um dos instrumentos de avaliação fenotípicas utilizados. Todos os pacientes atingiram o valor
de corte clínico para os subitens da ADI-R, mas não para os subitens da CBCL. A média dos
valores de QI para essa amostra é relativamente elevada, considerando que muitos indivíduos
acometidos com TEA também apresentam deficiência intelectual (92).

Tabela 1 – Médias e desvios padrão dos escores obtidos pelos pacientes com TEA provenientes
da coorte SSC nos testes, escalas e questionários utilizados como entrada para a
PCA.

Instrumento Média (Desvio Padrão)
ADI-R Socialização 20.32 (5.70)
ADI-R Comunicação 15.95 (4.31)
ADI-R Comportamentos Restritos e Repetitivos 6.52 (2.49)
VABS Comunicação 77.12 (14.49)
VABS Socialização 70.98 (12.55)
VABS Hábitos de Vida Diários 76.45 (13.83)
CBCL Problemas Internalizantes 60.31 (9.55)
CBCL Problemas Externalizantes 56.57 (10.6)
QI total 81.23 (27.9)

A Tabela 2 e a Tabela 3 mostram, respectivamente, a prevalência das variantes genéticas
do tipo de novo e do tipo rara herdada no subconjunto de 2.301 indivíduos utilizados para as
análises de associação genética. É interessante notar que 90.48% dos pacientes analisados não
apresentam nenhuma variante do tipo de novo de perda de função (média de 0.1 por indivíduo
e desvio padrão de 0.32) e 69.5% dos pacientes analisados não apresentam nenhuma variante do
tipo de novo não sinônima deletéria (média de 0.37 por indivíduo e desvio padrão de 0.61).
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Tabela 2 – Números de variantes do tipo de novo nos 2.301 indivíduos utilizados nas análises de
associação genética

Classe de variantes No. de
pacien-
tes com
0 SNVs

No. de
pacien-
tes com
1 SNV

No. de
pacien-
tes com
2 SNVs

No.de
pacien-
tes com
3 SNVs

No. de
pacien-
tes com
4 SNVs

de novo de perda de função 2.082 207 12 0 0
de novo não sinônima deletéria 1.601 574 110 15 1

Tabela 3 – Números de variantes do tipo rara herdada os 2.301 indivíduos utilizados nas análises
de associação genética.

1º
Quartil Mediana 3º

Quartil
Número de variantes raras herdadas 16 23 29
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4.2 Análise de componentes principais

A fim de identificar e explorar as relações existentes entre QI, funcionalidade, comporta-
mentos alterados e os sintomas principais de TEA por meio de uma visão multidimensional,
realizamos uma Análise de Componentes Principais. Utilizamos como variáveis de entrada os
escores obtidos por 2.744 indivíduos TEA nas escalas de QI, ADI-R nos subitens Comunicação,
Socialização e Comportamentos Restritos e Repetitivos, VABS nos subitens de Comunicação,
Socialização e Atividades de Vida Diária e CBCL nos domínios Internalizante e Externalizante.

A Figura 4 mostra as porcentagens de variância explicadas por cada componente principal.
Foram obtidos 9 componentes principais sendo que os 3 primeiros componentes principais
explicam 72.47% da variabilidade total dos indivíduos analisados.

Figura 4 – Variância explicada por cada componente principal. - O eixo da esquerda e a linha
em vermelho indicam as porcentagens de variância explicadas por cada um dos
componentes principais. O eixo da direita e a linha em azul indicam a porcentagem
da variância acumulada explicada pelo conjunto de componentes principais.

A Tabela 4 mostra as cargas das variáveis originais em cada componente principal obtido.
A análise das contribuições das variáveis originais em cada componente principal mostra que:
(i) a Componente 1 possui correlação maior (>0.65) com os subitens da VABS, QI total e
ADI-R Socialização; (ii) a Componente 2 possui correlação maior (>0.50) com escores da CBCL
Internalizante e Externalizante e com a ADI-R Comportamentos Restritos e Repetitivos; (iii) a
Componente 3 possui correlação maior com a ADI-R Comunicação.
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Tabela 4 – Eigenvalues e variância explicados por cada componente principal ao usar os subitens
da VABS, ADI-R, QI total e CBCL internalizante e externalizante avaliados em
2.744 pacientes como medidas de entrada.

Para verificar se a estrutura das relações fenotípicas no TEA apontada pelos componentes
principais obtidos poderia ser observada em uma amostra menor, a mesma análise foi realizada
utilizando um subconjunto de pacientes. Ao utilizar 30% a 80% dos indivíduos da coorte, os
resultados da PCA permanecem os mesmos (Tabela 5 - Tabela 10).

Tabela 5 – Eigenvalues e variância explicados por cada componente principal ao usar os subitens
da VABS, ADI-R, QI total e CBCL internalizante e externalizante avaliados em
823 pacientes como medidas de entrada. - Na parte superior, estão em destaque os
componentes principais com eigenvalue maior do que 1 e os componentes principais
que em conjunto explicam cerca de 70% da variância da amostra. Na parte inferior,
estão em destaque os valores de carga das variáveis originais em cada componente
principal com valor superior a 0.5
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Tabela 6 – Eigenvalues e variância explicados por cada componente principal ao usar os subitens
da VABS, ADI-R, QI total e CBCL internalizante e externalizante avaliados em
1.098 pacientes como medidas de entrada. - Na parte superior, estão em destaque os
componentes principais com eigenvalue maior do que 1 e os componentes principais
que em conjunto explicam cerca de 70% da variância da amostra. Na parte inferior,
estão em destaque os valores de carga das variáveis originais em cada componente
principal com valor superior a 0.5

Tabela 7 – Eigenvalues e variância explicados por cada componente principal ao usar os subitens
da VABS, ADI-R, QI total e CBCL internalizante e externalizante avaliados em
1.372 pacientes como medidas de entrada. - Na parte superior, estão em destaque os
componentes principais com eigenvalue maior do que 1 e os componentes principais
que em conjunto explicam cerca de 70% da variância da amostra. Na parte inferior,
estão em destaque os valores de carga das variáveis originais em cada componente
principal com valor superior a 0.5
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Tabela 8 – Eigenvalues e variância explicados por cada componente principal ao usar os subitens
da VABS, ADI-R, QI total e CBCL internalizante e externalizante avaliados em
1.646 pacientes como medidas de entrada. - Na parte superior, estão em destaque os
componentes principais com eigenvalue maior do que 1 e os componentes principais
que em conjunto explicam cerca de 70% da variância da amostra. Na parte inferior,
estão em destaque os valores de carga das variáveis originais em cada componente
principal com valor superior a 0.5

Tabela 9 – Eigenvalues e variância explicados por cada componente principal ao usar os subitens
da VABS, ADI-R, QI total e CBCL internalizante e externalizante avaliados em
1.912 pacientes como medidas de entrada. - Na parte superior, estão em destaque os
componentes principais com eigenvalue maior do que 1 e os componentes principais
que em conjunto explicam cerca de 70% da variância da amostra. Na parte inferior,
estão em destaque os valores de carga das variáveis originais em cada componente
principal com valor superior a 0.5
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Tabela 10 – Eigenvalues e variância explicados por cada componente principal ao usar os subitens
da VABS, ADI-R, QI total e CBCL internalizante e externalizante avaliados em
2.195 pacientes como medidas de entrada. - Na parte superior, estão em destaque os
componentes principais com eigenvalue maior do que 1 e os componentes principais
que em conjunto explicam cerca de 70% da variância da amostra. Na parte inferior,
estão em destaque os valores de carga das variáveis originais em cada componente
principal com valor superior a 0.5

É possível verificar que mesmo utilizando um variável número de pacientes na análise de
componentes principais, na grande maioria dos casos, os resultados se mantiveram os mesmos. De
todos os componentes principais obtidos, os primeiros três explicam cerca de 70% da variabilidade
fenotípica observada na amostra e possuem autovalor (eigenvalue) maior do que 1, indicando
que estes componentes contém a mesma quantidade de informação do que uma única variável
original. Dessa forma, os três primeiros componentes principais foram mantidos na análise.

Quando analisamos a correlação das variáveis originais com cada um dos componentes
principais, fica claro que a Componente 1 melhor sumariza as informações relativas à Funcio-
nalidade Social, pois possui uma alta correlação com os subitens do instrumento que avalia o
comportamento adaptativo dos indivíduos, com o QI, que é responsável por avaliar capacidades
cognitivas, e com comportamentos relativos à socialização medidos pela ADI-R. Já a Compo-
nente 2 melhor sumariza as informações relativas à Problemas Comportamentais, uma vez que
possui correlação com instrumentos que medem a presença de comportamentos internalizantes
(comportamentos ansiosos/depressivos, queixas somáticas e isolamento social), comportamentos
externalizantes (problemas sociais, comportamento social e comportamento de quebra de regras)
e comportamentos e interesses restritos e repetitivos. A Componente 3 melhor sumariza as
informações relativas à problemas de comunicação, medidos pelo subitem da ADI-R.

4.3 Mapa de heterogeneidade de apresentação clínica

Além de analisar quais instrumentos de avaliação fenotípica mais contribuem para cada
componente principal, buscamos verificar se as coordenadas dos 2.744 pacientes nos componentes
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principais selecionados possui alguma relação com as variáveis originais. Da Figura 5 até a
Figura 13, é possível verificar a gradação das variáveis originais que possuem altas correlações
com cada um dos três primeiros componentes principais.

Figura 5 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes principais
e a VABS Comunicação. - Cada ponto no gráfico representa a coordenada de um
paciente em três componentes principais. Cada paciente está colorido pela sua
pontuação no subitem de Comunicação da VABS. As cores vermelhas representam
as piores pontuações, portanto, menos habilidades comunicativas e as cores azuis
representam as melhores pontuações, portanto, mais habilidades comunicativas.

Figura 6 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes principais
e a VABS Socialização. - Cada ponto no gráfico representa a coordenada de um
paciente em três componentes principais. Cada paciente está colorido pela sua
pontuação no subitem de Socialização da VABS. As cores vermelhas representam
as piores pontuações, portanto, menos habilidades de socialização e as cores azuis
representam as melhores pontuações, portanto, mais habilidades de socialização.
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Figura 7 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes prin-
cipais e a VABS Habilidades de Vida Diárias. - Cada ponto no gráfico representa
a coordenada de um paciente em três componentes principais. Cada paciente está
colorido pela sua pontuação no subitem de Habilidades de Vida Diárias da VABS. As
cores vermelhas representam as piores pontuações, portanto, piores habilidades de
vida diárias e as cores azuis representam as melhores pontuações, portanto, melhores
habilidades de vida diárias.

Figura 8 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes principais
e o QI. - Cada ponto no gráfico representa a coordenada de um paciente em três
componentes principais. Cada paciente está colorido pela sua pontuação obtida no
teste de QI. As cores vermelhas representam as piores pontuações, portanto, menor
QI e as cores azuis representam as melhores pontuações, portanto, melhor QI.
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Figura 9 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes prin-
cipais e a ADI-R Socialização. - Cada ponto no gráfico representa a coordenada
de um paciente em três componentes principais. Cada paciente está colorido pela
sua pontuação obtida no subitem de Socialização da ADI-R. As cores vermelhas
representam as piores pontuações, portanto, menor capacidade de socialização e
as cores azuis representam as melhores pontuações, portanto, maior capacidade de
socialização.

Figura 10 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes prin-
cipais e a CBCL Problemas Internalizantes. - Cada ponto no gráfico representa a
coordenada de um paciente em três componentes principais. Cada paciente está
colorido pela sua pontuação obtida no subitem de Problemas Internalizantes da
CBCL. As cores vermelhas representam as piores pontuações, portanto, maior
apresentação de problemas internalizantes e as cores azuis representam as melhores
pontuações, portanto, menor apresentação de problemas internalizantes.
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Figura 11 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes princi-
pais e a CBCL Problemas Externalizantes. - Cada ponto no gráfico representa a
coordenada de um paciente em três componentes principais. Cada paciente está
colorido pela sua pontuação obtida no subitem de Problemas Externalizantes da
CBCL. As cores vermelhas representam as piores pontuações, portanto, maior
apresentação de problemas externalizantes e as cores azuis representam as melhores
pontuações, portanto, menor apresentação de problemas externalizantes.

Figura 12 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes princi-
pais e a ADI-R Comportamentos Restritos e Repetitivos. - Cada ponto no gráfico
representa a coordenada de um paciente em três componentes principais. Cada
paciente está colorido pela sua pontuação obtida no subitem de Comportamentos
Restritos e Repetitivos da ADI-R. As cores vermelhas representam as piores pontu-
ações, portanto, maior apresentação de comportamentos restritos e repetitivos e as
cores azuis representam as melhores pontuações, portanto, menor apresentação de
comportamentos restritos e repetitivos.
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Figura 13 – Relação entre as coordenadas dos pacientes nos três primeiros componentes prin-
cipais e a ADI-R Comunicação. - Cada ponto no gráfico representa a coordenada
de um paciente em três componentes principais. Cada paciente está colorido pela
sua pontuação obtida no subitem de Comunicação da ADI-R. As cores vermelhas
representam as piores pontuações, portanto, menor capacidade de comunicação e
as cores azuis representam as melhores pontuações, portanto, maior capacidade de
comunicação.

A partir da visualização das figuras, é possível perceber que há uma relação entre as va-
riáveis originais e as coordenadas dos pacientes nos componentes principais, e consequentemente
entre o espaço de coordenadas 3D da PCA. Considerando todo o espaço 3D formado pelas
coordenadas nos três componentes principais retidos na análise, verifica-se que os indivíduos loca-
lizados nos octantes de escore negativo na primeira componente principal (PC1) possuem piores
pontuações nas subescalas dos instrumentos fenotípicos que refletem aspectos de Funcionalidade
Social como a VABS, QI e ADI-R no subitem de Socialização. Os indivíduos localizados nos
octantes de escore negativo na segunda componente principal (PC2) possuem piores pontuações
nos subitens de instrumentos que refletem aspectos de alteração do comportamento como a
CBCL Internalizante, CBCL Externalizante e ADI-R no subitem de Comportamentos Restritos
e Repetitivos. Os indivíduos localizados nos octantes de escore negativo no PC3 possuem
pontuações piores no subitem de Comunicação da ADI-R.

Desta forma, ao setorizar o sistema de coordenadas de componentes principais em oito
octantes, as relações entre a apresentação fenotípica dos pacientes e as suas coordenadas nos
PCs pode ser generalizada como indicado na Figura 14.
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Figura 14 – Implicações clínicas e conceituais da representação dimensional de indivíduos autis-
tas. - O espaço tridimensional proposto para representar os indivíduos é dividido
em 8 octantes, rotulados de I a VIII (painel C). Esquematicamente, os eixos x, y e z
representam os componentes principais 1, 2 e 3, respectivamente. O espaço formado
pelas componentes principais estão representados em uma visão 2D para melhor
entendimento (painéis A, B e D) em conjunto com a interpretação clínica de cada
atribuída a octante (indicada no texto dentro de cada octante). Cada canto do
octante indica com “+” ou “-” sinais qualitativos de melhor ou pior estado clínico
para as 3 dimensões. O ponto circulado na origem representa um eixo direcionado
para fora do plano mostrado e os octantes positivos e negativos do eixo z são
mostrados separadamente no painel D.

Podemos assim atribuir uma interpretação com significado clínico para todo o sistema
de coordenadas de componentes principais. As coordenadas na PC1 representam a variação de
indivíduos com menos habilidades cognitivas e sociais e pode ser interpretada como um eixo
geral de “Funcionalidade Social”. Nas coordenadas da PC2, observamos uma gradação de
indivíduos com mais problemas de comportamento para indivíduos com menos problemas de
comportamento, ou seja, maior adequação da regulação emocional. Este eixo portanto pode ser
interpretado como “Problemas Comportamentais”. Finalmente, na PC3 há uma gradação
de indivíduos com mais problemas de comunicação para indivíduos com menos problemas de
comunicação, portanto este componente principal pode ser interpretado como um eixo geral de
“Problemas de Comunicação”.
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A partir da generalização realizada, é possível utilizar o sistema de coordenadas dos
componentes principais como um mapa de heterogeneidade de apresentação fenotípica. Ao
invés de comparar individualmente 9 escores obtidos por um paciente TEA nos instrumentos
de avaliação fenotípica tradicionais, podemos alocar qualquer paciente avaliado por estes
instrumentos no mapa construído e observar a sua posição no sistema de coordenadas dos
componentes principais como uma forma de entender as dinâmicas comportamentais neste
indivíduo no que diz respeito aos aspectos de Funcionalidade Social, Problemas Comportamentais
e Problemas de Comunicação.

Podemos resumir as relações entre a posição no sistema de coordenadas de componentes
principais e os instrumentos de avaliação fenotípica originais em um único eixo de heterogeneidade
fenotípica. Os pacientes que se encontram no octante VII, região de coordenadas negativas
para todas as três componentes principais, possuem uma pior apresentação clínica de forma
geral, pois apresentam menor nível de funcionalidade social, mais problemas comportamentais
e mais problemas de comunicação. Já os pacientes que se encontram no octante I, região
de coordenadas positivas para todas as três componentes principais, possuem uma melhor
apresentação clínica de forma geral, pois apresentam melhor nível de funcionalidade social,
menos problemas comportamentais e menos problemas de comunicação. Assim, se considerarmos
a gradação de apresentação clínica dos pacientes partindo do octante VII até o octante I, é
possível determinar uma direção central, que une transversalmente os vértices destes octantes,
para criar um eixo central de variação fenotípica que reflete as piores apresentações clínicas de
forma geral para melhores apresentações clínicas de forma geral (Figura 15).

Figura 15 – Eixo de variação fenotípica que representa a gravidade da apresentação clínica de
forma geral.
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4.4 Escore de Gravidade Multidimensional
Além de visualizar os pacientes em um mapa de heterogeneidade de apresentação clínica

e analisar empiricamente as suas forças e fraquezas em três domínios comportamentais, é possível
quantificar essa representação por meio da modelagem normativa. A heterogeneidade fenotípica
observada na coorte utilizada foi modelada por uma função de densidade de probabilidade
que leva em consideração a posição relativa entre cada paciente e o eixo central de variação
fenotípica.

A lógica por trás da modelagem é a mesma utilizada nos gráficos de crescimento infantil.
Calculamos quantis de probabilidade em uma fração a partir do pior extremo de apresentação
clínica no mapa de heterogeneidade até a posição de um determinado indivíduo. Os quantis de
probabilidade obtidos fornecem uma maneira simples de avaliar a gravidade da apresentação
clínica dos pacientes pois retorna uma pontuação individual em uma escala de 0 a 1, sendo que
quanto mais próximo do 0, mais próximo o paciente está da região do mapa de heterogeneidade
de apresentação clínica em que todos os escores nos PCs são negativos, portanto, o paciente
tem uma pior apresentação clínica de forma geral. Essa pontuação foi denominada “Escore de
Gravidade Multidimensional”.

Em contraste com os quantis padrão usados em gráficos de crescimento infantil, que são
bilaterais, a pontuação Escore de Gravidade Multidimensional proposta é unilateral, uma vez
que assume o octante em que todos os escores nos PCs são negativos e o octante em que todos
os escores nos PCs são positivos como as piores e melhores apresentações clínicas possíveis,
respectivamente, de modo que a apresentação clínica melhora ao longo dessa direção (Figura
14 e Figura 15). O Escore de Gravidade Multidimensional foi atribuído para todos os 2.744
pacientes utilizados na análise ao calcular a distância entre as coordenadas do paciente nas três
componentes principais e o eixo central de variação fenotípica e utilizar essa distância como
quantil de referência para o cálculo da probabilidade acumulada.

Os painéis A e B da Figura 16 mostram, respectivamente, a distribuição do Escore de
Gravidade Multidimensional atribuído para os pacientes da coorte SSC e um boxplot dos valores.
É possível perceber que a distribuição das pontuações é aproximadamente uniforme, o que é
esperado já que a coorte SSC é um banco de dados de referência amplamente utilizado e que um
dos intuitos da iniciativa é estabelecer um repositório permanente e representativo de indivíduos
TEA, portanto, é esperado que pacientes de todo o espectro de gravidade fenotípica sejam bem
representados.
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Figura 16 – Distribuição dos valores de Escore de Gravidade Multidimensional nos 2.301 paci-
entes da SSC.

4.5 Associação entre escore de gravidade multidimensional e variantes
genéticas

Buscamos entender se o Escore de Gravidade Multidimensional proposto neste trabalho,
que reflete a heterogeneidade da apresentação clínica no TEA, possui alguma associação com
variantes muito raras herdadas ou de novo deletérias em genes categorizados como Essenciais
para o desenvolvimento pré e pós natal e em Genes Não Essenciais. Nas Tabelas 11 - Tabela 20
abaixo, mostramos os resultados das regressões, tendo o sexo dos indivíduos como variável de
interação.

Tabela 11 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes. - O
total de variantes é a soma de todas as variantes de novo de perda de função, de
novo não sinônimas deletérias e raras herdadas que ocorrem em genes essenciais e
não essenciais de um indivíduo. Pseudo R-quadrado: 0.0001985

Coeficiente Erro padrão p-valor
Total de variantes 0.0008026 0.0045580 0.860
Sexo -0.0121261 0.1406548 0.931
Total de variantes : sexo -0.0011876 0.0050206 0.813

Tabela 12 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes em
Genes Não Essenciais. - O total de variantes é a soma de todas as variantes de
novo de perda de função, de novo não sinônimas deletérias e raras herdadas que
ocorrem em genes não essenciais de um indivíduo. Pseudo R-quadrado: 0.0006198

Coeficiente Erro padrão p-valor
Total de variantes em NEGs 0.0038532 0.0074962 0.607
Sexo -0.0303821 0.1298220 0.815
Total de variantes em NEGs : sexo -0.0007489 0.0083144 0.928
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Tabela 13 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes em
Genes Essenciais. - O total de variantes é a soma de todas as variantes de novo de
perda de função, de novo não sinônimas deletérias e raras herdadas que ocorrem
em genes essenciais de um indivíduo. Pseudo R-quadrado: 0.001068

Coeficiente Erro padrão p-valor
Total de variantes em EGs -0.002880 0.009788 0.769
Sexo -0.007745 0.137525 0.955
Total de variantes em EGs : sexo -0.003034 0.010671 0.776

Tabela 14 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes raras
herdadas. - O total de variantes é a soma de todas as variantes raras herdadas
que ocorrem em genes não essenciais e genes essenciais de um indivíduo. Pseudo
R-quadrado: 0.0001873

Coeficiente Erro padrão p-valor
Total de variantes raras herdadas 0.0007058 0.0045854 0.878
Sexo -0.0180327 0.1387424 0.897
Total de variantes raras herdadas : sexo -0.0009678 0.0050453 0.848

Tabela 15 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes de novo
de perda de função (Loss of Function, LoF). - O total de variantes é a soma de
todas as variantes de novo de perda de função que ocorrem em genes não essenciais
e genes essenciais de um indivíduo. Pseudo R-quadrado: 0.0003049

Coeficiente Erro padrão p-valor
Total de variantes de novo LoF 0.00227 0.16949 0.989
Sexo -0.03681 0.07106 0.604
Total de variantes de novo LoF : sexo -0.04653 0.18754 0.804

Tabela 16 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes de novo
não sinônimas deletérias. - O total de variantes é a soma de todas as variantes de
novo não sinônimas deleteŕias (nonsense damaging, NSD) que ocorrem em genes
não essenciais e genes essenciais de um indivíduo. Pseudo R-quadrado: 0.0005982

Coeficiente Erro padrão p-valor
Total de variantes de novo NSD 0.045356 0.095455 0.635
Sexo -0.008808 0.080410 0.913
Total de variantes de novo NSD : sexo -0.080547 0.103935 0.438
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Tabela 17 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes raras
herdadas em Genes Essenciais. - Pseudo R-quadrado: 0.0009966

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes raras herdadas em EGs -0.003822 0.009950 0.701
Sexo -0.022188 0.136074 0.870
Variantes raras herdadas em EGs : sexo -0.001765 0.010826 0.871

Tabela 18 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes de novo
de perda de função e de novo não sinônimas deletérias em Genes Essenciais. - Nessa
análise consideramos os efeitos individuais de cada classe de variante e também os
efeitos de interação. Pseudo R-quadrado: 0.001792

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes de novo LoF em EGs 0.32183 0.29383 0.273
Variantes de novo NSD em EGs 0.08145 0.13827 0.556
Sexo 0.00517 0.07693 0.946
Variantes de novo LoF : variantes de novo NSD -0.28831 0.42161 0.494
Variantes de novo LoF : sexo -0.43567 0.31564 0.168
Variantes de novo NSD : sexo -0.09309 0.15005 0.535
Variantes de novo LoF : variantes de novo NSD : sexo 0.21044 0.465 0.651

Tabela 19 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes raras
herdadas em Genes Não Essenciais. - Pseudo R-quadrado: 0.0006528

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes raras herdadas em NEGs 0.0040793 0.0075275 0.588
Sexo -0.0288919 0.1284337 0.822
Variantes raras herdadas em NEGs : sexo -0.0008867 0.0083413 0.915

Tabela 20 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes de novo
de perda de função e de novo não sinônimas deletérias em Genes Não Essenciais.
- Nessa análise consideramos os efeitos individuais de cada classe de variante e
também os efeitos de interação. Pseudo R-quadrado: 0.004278

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes de novo LoF em NEGs 0.13394 0.37399 0.7203
Variantes de novo NSD em NEGs 0.10345 0.13845 0.4550
Sexo -0.03423 0.07424 0.6447
Variantes de novo LoF : variantes de novo NSD -1.40258 0.62970 0.0259*
Variantes de novo LoF : sexo -0.01852 0.40078 0.9631
Variantes de novo NSD : sexo -0.09309 0.15005 0.535
Variantes de novo LoF : variantes de novo NSD : sexo 1.42168 0.70473 0.0437*
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Foi encontrada uma associação entre o Escore de Gravidade Multidimensional e as
variantes de novo de perda de função e de novo não sinônimas deletérias em Genes Não Essenciais
quando consideramos a interação entre essas variantes, mas não foi encontrada associação quando
considerando os efeitos individuais. A Figura 17 mostra os efeitos da interação entre variantes de
novo de perda de função e de novo não sinônimas deletérias em Genes Não Essenciais na média
marginal estimada do escore de gravidade multidimensional, dependendo do sexo. É possível
observar que para pacientes do sexo feminino, a ocorrência de apenas uma variante de novo de
perda de função em conjunto com mais de uma variante de novo não sinônima deletéria é capaz
de diminuir o Escore de Gravidade Multidimensional. Entretanto, é preciso ressaltar que apenas
17 pacientes de todo o conjunto de 2.301 analisados possuem pelo menos uma variante do tipo
de novo de perda de função e mais de uma variante do tipo de novo não sinônima deletéria, e
destes, apenas 5 são do sexo feminino.

Figura 17 – Efeitos da interação entre variantes de novo de perda de função e de novo não
sinônimas deletérias em Genes Não Essenciais na média marginal estimada do escore
de gravidade multidimensional. - No eixo y são mostrados os valores de Média
Marginal Estimada para o Escore de Gravidade Multidimensional. No eixo x são
mostrados o número de variantes de novo não sinônimas deletérias (dnNSD) em
Genes Não Essenciais (NEG). A linha vermelha representa a ocorrência de nenhuma
variante de novo de perda de função (dnLoF) nos genes não essenciais e a linha
azul representa a ocorrência de uma variante. O painel indicado por M representam
os pacientes do sexo masculino e o painel indicado por F representam os pacientes
do sexo feminino.

Buscamos em seguida investigar a existência de associações entre o escore de gravidade e
genes que apresentam padrões de expressão temporal em módulos de co-expressão no cérebro
em desenvolvimento. Foram realizadas regressões individualmente para os genes de cada um
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dos 41 módulos de co-expressão apontados por Ji, X., et al. (2016). O escore de gravidade
sempre foi considerado como variável dependente e o número de variantes de cada classe que
afetam os genes de cada módulo foi considerado como variável independente, da mesma forma
que as análises anteriores. Encontramos uma possível associação entre o escore de gravidade
multidimensional e os genes afetados por variantes nos módulos de co-expressão M01, M11,
M12, M13 e M31 (Tabelas 21 - 25).

Tabela 21 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes em
genes do módulo M01. - No módulo, há 1.176 genes em 1.842 indivíduos afetados
por 48 variantes de novo de perda de função, 147 variantes de novo não sinônima
deletéria e 4.648 variantes raras herdadas. Pseudo R-quadrado: 0.004455

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes de novo de perda de função -0.36126 0.16057 0.0245*
Variantes de novo não sinônima deletéria -0.08547 0.09412 0.3638
Variantes raras herdadas 0.01799 0.01389 0.1953

As variantes de novo de perda de função que ocorrem nos genes do módulo M01 se
mostraram associadas com o escore de gravidade multidimensional. Dos 1.848 pacientes utilizados
nessa análise, 48 possuem uma variante de novo de perda de função em 44 genes diferentes,
dos quais 20 são Genes Essenciais, 5 são Genes Não Essenciais e 19 genes não pertencem a
nenhum desses dois grupos. Conforme reportado por Ji, X., et al. (2016) os genes pertencentes
ao módulo M01 são mais expressos no início da gestação, com seus valores mais altos em 8
semanas e decaindo até o momento do nascimento.

Tabela 22 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes em
genes do módulo M11. - No módulo, há 359 genes em 1.227 indivíduos afetados
por 5 variantes de novo de perda de função, 37 variantes de novo não sinônima
deletéria e 1.968 variantes raras herdadas. Pseudo R-quadrado: 0.005038

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes de novo de perda de função -0.18627 0.49134 0.7046
Variantes de novo não sinônima deletéria 0.22081 0.18547 0.2338
Variantes raras herdadas 0.06980 0.03080 0.0234*

As variantes raras herdadas que ocorrem nos genes do módulo M11 se mostraram
associadas com o escore de gravidade multidimensional. Dos 1.227 pacientes utilizados nessa
análise, 1.205 possuem uma variante rara herdada deletéria em 354 genes diferentes, dos quais
60 são Genes Essenciais, 143 são Genes Não Essenciais e 151 genes não pertencem a nenhum
desses dois grupos. Conforme reportado por Ji, X., et al. (2016) os genes pertencentes ao módulo
M11 são mais expressos no período pós-natal.
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Tabela 23 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes em
genes do módulo M12. - No módulo, há 342 genes em 1.299 indivíduos afetados
por 8 variantes de novo de perda de função, 35 variantes de novo não sinônima
deletéria e 2.319 variantes raras herdadas. Pseudo R-quadrado: 0.005785

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes de novo de perda de função -0.85836 0.39101 0.0281*
Variantes de novo não sinônima deletéria 0.15667 0.19103 0.4121
Variantes raras herdadas 0.02609 0.02683 0.3309

As variantes de novo de perda de função que ocorrem nos genes do módulo M12 se
mostraram associadas com o escore de gravidade multidimensional. Dos 1.299 pacientes utilizados
nessa análise, 15 possuem uma variante de novo de perda de função em 11 genes diferentes, dos
quais 5 são Genes Essenciais, 4 são Genes Não Essenciais e 2 genes não pertencem a nenhum
desses dois grupos. Os genes pertencentes ao módulo M12 possuem alto nível de expressão no
período pós-natal (54).

Tabela 24 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes em
genes do módulo M13. - No módulo, há 307 genes em 1.108 indivíduos afetados
por 7 variantes de novo de perda de função, 28 variantes de novo não sinônima
deletéria e 1.681 variantes raras herdadas. Pseudo R-quadrado: 0.01043

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes de novo de perda de função 0.60848 0.42055 0.14793
Variantes de novo não sinônima deletéria 0.55418 0.21317 0.00933**
Variantes raras herdadas 0.07363 0.03692 0.04613*

As variantes de novo sem sentido deletérias e raras herdadas que ocorrem nos genes do
módulo M13 se mostraram associadas com o escore de gravidade multidimensional. Dos 1.108
pacientes utilizados nessa análise, 1.103 possuem ao menos uma variante rara herdada em 303
genes diferentes, dos quais 75 são Genes Essenciais, 138 são Genes Não Essenciais e 90 genes não
pertencem a nenhum desses dois grupos. Outros 32 pacientes possuem ao menos uma variante
de novo não sinônima deletéria em 29 genes diferentes, dos quais 12 são Genes Essenciais, 10
são Genes Não Essenciais e 7 não pertencem a nenhum grupo. Os genes pertencentes ao módulo
M13 possuem alto nível de expressão no período pós-natal (54).

Tabela 25 – Associação do Escore de Gravidade Multidimensional e o total de variantes em
genes do módulo M31. - No módulo, há 145 genes em 586 indivíduos afetados por 8
variantes de novo de perda de função, 25 variantes de novo não sinônima deletéria
e 701 variantes raras herdadas. Pseudo R-quadrado: 0.01268

Coeficiente Erro padrão p-valor
Variantes de novo de perda de função -0.91135 0.40476 0.0243*
Variantes de novo não sinônima deletéria 0.19363 0.24358 0.4266
Variantes raras herdadas 0.07345 0.08616 0.3940
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As variantes de novo de perda de função que ocorrem nos genes do módulo M31 se
mostraram associadas com o escore de gravidade multidimensional. Dos 586 pacientes utilizados
nessa análise, 8 possuem ao menos uma variante rara herdada em 8 genes diferentes, dos quais 2
são Genes Essenciais, 6 são Genes Não Essenciais e 6 genes não pertencem a nenhum desses
dois grupos. Os genes pertencentes ao módulo M31 possuem alto nível de expressão no período
pré-natal, com o pico de expressão entre 19 e 24 semanas de gestação (54).
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5 Discussão

Buscamos analisar as relações existentes entre os sintomas core do TEA a outros
comportamentos apontados pela literatura como modificadores dos mesmos a fim de melhor
compreender a heterogeneidade de apresentação clínica. Por meio da análise de componentes
principais nos instrumentos que medem essas características, selecionamos três componentes
principais que explicaram 70% da variabilidade da amostra de referência e construímos um
mapa de heterogeneidade de apresentação clínica. A partir da modelagem normativa utilizando
os componentes principais, criamos um escore de gravidade multidimensional que pode ser
utilizado como uma forma sistematizada para analisar a heterogeneidade fenotípica no TEA
em qualquer paciente avaliado pelas escalas fenotípicas utilizadas. Esse escore também possui
alguma associação com variantes raras deletérias, e pode ser utilizado futuramente para o melhor
entendimento das relações genética-fenótipo no transtorno.

Ao reduzir a dimensionalidade das características recorrentemente apontadas na literatura
como associadas à heterogeneidade e gravidade da apresentação clínica do TEA por meio da
PCA, obtivemos três componentes principais que possuem relação com três amplos aspectos
comportamentais. Vale ressaltar que a estabilidade dos componentes foi verificada ao se utilizar
30-80% da amostra da SSC.

O primeiro componente principal obtido está associado a aspectos de Funcionalidade
Social e reflete trabalhos na literatura que mostraram que o QI e o comportamento adaptativo
possuem correlação com os escores de socialização e também interferem na gravidade clínica
(63, 62, 64). O peso do VABS neste componente é corroborado por estudos longitudinais que
mostraram um papel importante do funcionamento adaptativo no delineamento de subgrupos
de TEA que possuem diferentes trajetórias de desenvolvimento (93). A presença do QI neste
componente pode ser explicada por estudos que indicam que um QI mais alto pode ser ne-
cessário, embora não suficiente por si só, para a obtenção de resultados positivos em áreas de
funcionamento, como relacionamentos, emprego e auto suficiência (94). Tillmann et al., (2019)
testaram preditores únicos de funcionamento adaptativo medido pelo VABS e a discrepância
entre QI e funcionamento adaptativo no TEA, e mostraram que os comportamentos socioco-
municativos, mas não os comportamentos repetitivos ou sintomas psiquiátricos concomitantes
(como ansiedade, depressão e TDAH), estão associados a um menor funcionamento adaptativo e
maiores dificuldades na capacidade adaptativa (95).

O segundo componente principal obtido está associado a Problemas Comportamentais,
quando levamos em conta características internalizantes e externalizantes e comportamentos
restritos e repetitivos. Antes da nova classificação do DSM-5, existiam três dimensões para
o diagnóstico do TEA: os comportamentos restritos e repetitivos eram considerados como
uma dimensão comportamental para diagnóstico de TEA, alterações na sociabilidade eram
consideradas uma segunda dimensão e problemas na comunicação eram considerados como
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uma terceira dimensão. Na nova classificação, os comportamentos restritos e repetitivos são
considerados uma dimensão separada da segunda dimensão que é a comunicação social, dessa
forma era de se esperar que os comportamentos repetitivos e estereotipados estariam mais
correlacionados com um Componente Principal diferente daquele que reflete a sociabilidade.

Comorbidades psiquiátricas e médicas estão presentes em cerca de 70% dos indivíduos com
TEA (66), sendo que os transtornos de ansiedade afetam cerca de 40% das crianças e adolescentes
com TEA (96) e a depressão é altamente prevalente ao longo da vida afetando entre 17% e 70%
dos pacientes (97). As deficiências na regulação emocional já foram apontadas como um fator de
risco para ansiedade em TEA (98). Georgiades et al. (2011) examinaram a sobreposição fenotípica
entre as principais características diagnósticas e os problemas emocionais / comportamentais
em TEA usando PCA (99). Assim como observado neste trabalho, o componente associado ao
comportamento emocional era independente das habilidades intelectuais e adaptativas funcionais
das crianças. Além disso, o comportamento restrito e repetitivo e a falta de flexibilidade foram
considerados como contribuintes para a desregulação emocional em crianças com TEA (100).
Outros estudos apontam a presença de hiper-foco em eventos inesperados e perturbadores em
indivíduos TEA assim como persistência do sentimento de raiva, (101, 102), uma vez que a
interação entre o diagnóstico de TEA e a presença de comportamentos restritos e repetitivos foi
capaz de prever a persistência do sentimento de raiva (100).

O terceiro componente principal obtido está associado a Problemas de Comunicação,
medidos pelo subitem da ADI-R. No DSM-5, os problemas de comunicação foram integrados em
um modelo bidimensional (1). A ausência de expressão facial, e atitudes como apontar, balançar
a cabeça, e a comunicação não verbal, foram considerados parte do construto de interação
social enquanto a ecolalia, frases idiossincráticas, rituais verbais foram considerados parte de
déficits em padrões repetitivos e restritos de comportamento. Mudanças de linguagem não são
necessárias para o diagnóstico, mas 30% das crianças com TEA permanecem minimamente
verbais ao entrar na escola (103, 104). Um estudo recente concluiu que resultados adaptativos
mais baixos, QI mais alto e habilidade de linguagem na infância tendem a predizer resultados de
autonomia na idade adulta, o que é influenciado pela capacidade de comunicação (105). Estudos
posteriores ao DSM-5 reconhecem os problemas de linguagem como um fator prognóstico e
para melhor representar a heterogeneidade clínica, e o DSM-5 propõe o uso da habilidade de
linguagem como um modificador do TEA (106). Em nossa análise, o escore de comunicação
ADI-R tem sua contribuição para PC1, PC2, mas foi separado como componente específico na
PC3 dando suporte para a contribuição da linguagem dentro da heterogeneidade da apresentação
clínica e do espectro de gravidade (107).

Portanto, por meio da análise de componentes principais, corroboramos diversos estudos
publicados que enfatizam a importância de avaliar problemas emocionais e comportamentais,
funcionalidade, QI e habilidade de linguagem em conjunto com os principais sintomas diagnósticos
em crianças com TEA para melhor caracterizar a heterogeneidade clínica e avaliação da gravidade
(62, 65, 64). Além disso, propomos uma forma sistematizada de avaliar essas informações em
conjunto por meio de um mapa de heterogeneidade de apresentação clínica e um escore de
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gravidade global, construído a partir de modelagem normativa. Além de utilizar o escore para
melhor caracterização de um paciente de forma individual, é possível fazer comparações entre
casos de uma forma padronizada.

Estudos na literatura apontam a relação entre variantes muito raras, de novo e de alto
impacto com aspectos comportamentais individuais como o QI ou deficiências no controle motor
(34, 53, 52). Aqui, consideramos que uma das formas de avaliar as relações entre essas variantes
e a heterogeneidade fenotípica no TEA seria a partir da representação dos fenótipos como
um continuum de gravidade multidimensional. Quando analisamos a associação entre o escore
de gravidade gerado e variantes do tipo de novo de perda de função, de novo sem sentido
deletéria e rara herdada considerando apenas o número total de variantes de alto impacto, não
foi possível verificar nenhuma relação. O mesmo ocorreu ao analisar as variantes que ocorriam
apenas em grupos de genes classificados como essenciais para o desenvolvimento. Já ao analisar
a associação entre o escore e as variantes de alto impacto em genes não essencias, encontramos
uma associação quando consideramos a interação das variantes de novo de perda de função e
não sinônimas deletérias e o sexo. Esse achado é interessante pois corrobora o papel do escore
criado como medida de gravidade e sugere que apesar da carga mutacional de variantes de novo
deleteŕias em genes essenciais apresentarem importante papel para a vulnerabilidade (54), talvez
não seja o que mais contribui para a gravidade de apresentação clínica. No entanto, o quanto
estas variantes contribuem para explicação da variabilidade do escore é pouco significativo.

Independentemente da essencialidade dos genes, estudos têm mostrado o importante
papel de variantes de novo e muito raras associadas ao TEA quando afetam genes expressos no
cérebro durante a gestação e primeiros anos de vida (48). Assim, esperaríamos que variantes
nesses genes estivessem associados com o escore de gravidade. Ao refinar o nível de informação
biológica considerada na análise e investigar o papel de genes que participam de módulos de
co-expressão no desenvolvimento cerebral, foi possível identificar associações mais robustas com
o escore de gravidade multidimensional. Apontamos que a ocorrência de variantes de novo
de perda de função, de novo não sinônima deletéria e rara herdada deletéria em 697 genes
com expressão predominantemente pós-natal e que participam de três módulos de co-expressão
distintos estão associadas com o escore de gravidade multidimensional. Também verificamos essa
associação em menor grau com variantes de novo de perda de função em 52 genes com expressão
predominante no período pré-natal e que participam de dois módulos de co-expressão distintos.
Dessa forma, a segunda hipótese do estudo de que não apenas variantes em genes essenciais, ou
expressos no começo da gestação estariam associados com o índice de gravidade se confirmou.

Outros estudos na literatura apontam a importância de se levar em consideração os
padrões de expressão gênica dos genes afetados na investigação das relações genética-fenótipo no
TEA. CHANG, Jonathan et al. (2015) investigaram a relação entre os níveis médios de expressão
de genes afetados por SNVs truncadoras em TEA e os fenótipos observados e verificaram que
os genes que apresentavam maiores níveis médios de expressão no tecido cerebral (tanto no
período pré e pós natal) estavam associados com piores níveis de QI e pontuações mais altas
na ADI-R, portanto, um quadro mais grave. Da mesma forma, GAZESTANI, Vahid H. et al.
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(2019) (108) verificaram a existência de uma rede de regulação gênica alterada que incluía genes
com alta expressão cerebral durante o neurodesenvolvimento embrionário e indicaram que a
alteração da atividade dos genes pertencentes à essa rede perturbada está correlacionada com
as pontuações de déficit social apontados pela ADOS (instrumento de diagnóstico de TEA,
semelhante à ADI-R) em crianças com TEA.

Em nossa análise, não foi possível encontrar associação do escore de gravidade com
variantes deletérias em genes essenciais para o desenvolvimento expressos no cérebro no início da
gestação. Esses grupos de genes já foram amplamente associados com o risco de desenvolvimento
de TEA (109, 110) e a ausência de associação pode indicar que os mecanismos responsáveis pelos
fatores que interferem na heterogeneidade fenotípica são distintos daqueles de maior impacto,
responsáveis pelo risco.

Neste trabalho, consideramos apenas o papel de variantes muito raras e altamente
deletérias como um possível indicador da gravidade fenotípica. Entretanto, aspectos como
problemas emocionais e comportamentais, funcionalidade, QI e habilidades de linguagem são
comportamentos presentes em indivíduos no geral, apesar de importantes modificadores dos
sintomas principais do TEA. Dessa forma, é razoável pensar que fatores genéticos adicionais,
como variantes herdadas comuns, fatores ambientais e epigenéticos também podem interferir na
heterogeneidade de apresentação fenotípica e na gravidade global (111, 112).
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6 Considerações Finais

O presente trabalho foi divido em duas etapas. A primeira etapa foi realizada por meio
de uma colaboração com a aluna de mestrado e neuropsicóloga especializada em autismo,
Joana Portolese, como parte de sua tese de mestrado. Objetivando um projeto multidisciplinar,
analisamos diferentes instrumentos de avaliação fenotípica utilizados na prática clínica em
pacientes afetados pelo TEA por meio de técnicas de estatística multivariada e desenvolvemos
um escore de gravidade com base nos componentes contribuintes para a gravidade que melhor
caracteriza a heterogeneidade fenotípica observada como um continuum de gravidade. Esses
resultados fazem parte de um artigo científico atualmente em preparação no qual dividimos a
autoria.

Na segunda etapa, realizamos a análise da relação entre o escore desenvolvido e variantes
exônicas deletérias. Verificamos a existência de uma associação entre o escore e a interação de
variantes de novo de perda de função e variantes de novo não sinônimas deletérias em genes
não essenciais para pacientes do sexo feminino. No entanto, a associação explica apenas uma
pequena parte da amostra. Essa associação também foi verificada em variantes que afetam genes
expressos no cérebro e não apenas no período pré-natal. Concluímos que a utilização de modelos
normativos em conjunto com técnicas de análise multivariada permitem a análise do TEA como
um transtorno multidimensional do pontode vista fenotípico e que variantes do tipo e que a
gravidade global possui relação com variantes exônicas deletérias em grupos de genes específicos.
No entanto, consideramos que para aumentar o poder explicativo dessa asociação, outros fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais precisam ser investigados mais a fundo.
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