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RESUMO

Introducao: Os distirbios do sistema nervoso central (DSNC) sdao classificados em
distirbios do neurodesenvolvimento (DS) e doencas neurodegenerativas (DN). Entre os
DS, estdo os Transtornos do Espectro do Autismo (TEA), que se caracterizam por
dificuldade de interagdo, de comunicagdo social e de comportamento, além de
caracterizarem-se por apresentar interesses e realizacdo de atividades restritas. As DN
caracterizam-se por diversos problemas relacionados com movimentagao, com fala, com
raciocinio e com deméncia. Os individuos com TEA ou com alguma DN podem
apresentar alteracdes oculares ou no processamento visual, além de alteracdes do
movimento e fixagdo do olhar, como j4 demonstrado em estudos de associagdo de
amplitude gendomica (GWAS). Entretanto, na grande maioria dos estudos envolvendo
DSNC, as andlises ndo investigam se ha presenca de variantes genéticas que possuem
correlacdo com alteragdes oftalmoldgicas. Objetivo: Analisar interagcdes genéticas e
moleculares de genes associados a alteragdes oftalmologicas em distirbios do
neurodesenvolvimento e doengas neurodegenerativas. Metodologia: Realizar uma
revisdo sistematica da literatura (RSL) para identificar e catalogar variantes genéticas
associadas a alteracdes oftalmoldgicas em individuos com DSNC (TEA e DN). Realizar,
a partir de genes contendo variantes genéticas, analise de redes de interacdo molecular e
de expressdo de genes e proteinas com a utilizacdo de bancos de dados publicos. Anotar
genes utilizando bases de dados publicos e literatura especializada de oftalmogenética.
Analisar dados de sequenciamento de transcriptoma (RNA-seq) de amostras extraidas de
individuos com disturbios do neurodesenvolvimento. Investigar ocorréncia de genes
relacionados com visdo que estejam diferencialmente expressos (p<0.05). Resultados: A
RSL identificou 1570 artigos candidatos que, apds aplicacdo de um protocolo de andlise
e selegdo de artigos, resultaram em 33 genes com algum tipo de variagdo genética em
individuos com DSNC, porém todos com algum problema na visdo. Dentre tais genes, 21
apresentaram interagdo do tipo proteina-proteina, e somente os genes PRRI2 e NXNLI
ndo apresentaram interacdes genéticas com os demais. Os dados da revisdo foram
organizados na forma de um atlas de oftalmogenética chamado OftGenetics. Na andlise
da expressdo génica dos genes do atlas OftGenetics em dados de transcriptoma de
amostras post-mortem de cortex cerebral e retina, identificamos que HOXA 1 e PITX3 nao
apresentaram expressao, sugerindo que tais genes ndo apresentam funcdo nessas regides
do cérebro, contrario ao reportado na literatura. Realizou-se também uma busca dos 33
genes do atlas OftGenetics em bases de dados de oftalmogenética, como RETNET,
Retinogenetics ¢ KmeyeDB, sendo encontrado somente 6 genes. Conclusio:
Encontramos 33 genes associados a DSNC com alteracdes oftalmoldgicas, representados
na forma do atlas OftGenetics. Na analise dos genes, foram encontrados possiveis
mecanismos celulares e moleculares que podem justificar os fendtipos oftalmoldgicos
patogénicos nos individuos que apresentaram as variantes genéticas do atlas OftGenetics.
Os dados também indicam que individuos com DSNC apresentam alteragdes em dados
de expressdo génica, em genes importantes para o desenvolvimento e manuten¢ao do
olho.

Palavras-chave: distirbios do neurodesenvolvimento, transtornos do espectro do
autismo, doengas neurodegenerativas, oftalmogenética, redes de interagdo génica.



ABSTRACT

Introduction: Central nervous system disorders (CNSD) are classified into
neurodevelopmental disorders (DS) and neurodegenerative diseases (DN). Among the
DS are the Autism Spectrum Disorders (ASD), which are characterized by difficulty in
interaction, social communication and behavior, in addition to presenting restricted
interests and activities. DN are characterized by several problems related to movement,
speech, reasoning and dementia. Both ASD and DN can present changes in the eye or in
visual processing, in addition to changes in gaze movement and fixation, as already
demonstrated in genome-wide association studies (GWAS). However, in the vast
majority of studies involving mental disorders, genetic analyzes are focused on
identifying genetic variants related to CNSD, without investigating correlation with
ophthalmological alterations. Objective: To analyze genetic and molecular interactions
of genes associated with ophthalmological changes in neurodevelopmental conditions
and neurodegenerative diseases. Methodology: Conduct a systematic literature review
(SLR) to identify and catalog genetic variants associated with ophthalmological changes
in patients with CNSD (ASD and DN). Perform, from genes containing genetic variants,
analysis of molecular interaction networks and expression of genes and proteins in public
databases. Search and annotate SLR genes using public databases and specialized
ophthalmogenetic literature. To analyze transcriptome sequencing (RNA-seq) data from
samples extracted from individuals with neurodevelopmental disorders. Investigate
occurrence of SLR genes that are differentially expressed (p<0.05). Results: The SLR
identified 1570 candidate articles that, after applying an analysis and selection protocol
of articles, resulted in 33 genes with some type of genetic variation in individuals with
DSNC, but all with some vision problem. Among such genes, 21 showed protein-protein
interaction, and only the PRR12 and NXNLI genes did not show genetic interactions with
the others. The review data were organized in the form of an ophthalmogenetics atlas
called OftGenetics. In the analysis of the gene expression of the 33 genes in the cerebral
cortex and retina, we identified that HOXAI and PITX3 did not show expression,
suggesting that such genes do not function in the brain. A search was also carried out for
the 33 genes of the OftGenetics atlas in ophthalmogenetic databases such as RETNET,
Retinogenetics and KmeyeDB, only 6 genes were found Conclusion: We found 33 genes
associated with CNSD with ophthalmological alterations, represented in the form of the
OftGenetics atlas. In the gene analysis, possible cellular and molecular mechanisms were
found that may explain the pathogenic ophthalmological phenotypes in individuals who
presented the genetic variants of the OftGenetics atlas. The data also indicate that
individuals with CNSD present alterations in gene expression data, in genes important
for the development and maintenance of the eye.

Keywords: neurodevelopmental disorders, autism spectrum disorders,
neurodegenerative diseases, ophthalmogenetics, gene interaction networks.



RESUMO POPULAR/FACT SHEET

Os disturbios do neurodesenvolvimento (DS) e as doencas neurodegenerativas (DN) sdo
Distarbios do Sistema Nervoso Central (DSNC) que podem cursar com alteracdes
genéticas e oftalmoldgicas. Neste sentido, o estudo genético e molecular pode demonstrar
que individuos acometidos por DS e DN podem também apresentar problemas
oftalmoldgicos. Porém, pouco se sabe atualmente a respeito da correlagdo entre variantes
genéticas em genes que causam DSNC com problemas oftalmologicos. Desta forma, este
trabalho buscou identificar e correlacionar variantes genéticas com fen6tipos e genotipos
de individuos com DS e DN. Para tal, foi realizada uma busca detalhada na literatura
médica e cientifica, na forma de uma revisdo sistematica da literatura (RSL), na qual
foram encontrados 33 genes contendo variagdes genéticas associadas com DSNC em
individuos com alteragdes patogénicas de visdo. Na analise da genética molecular desses
genes, 21 apresentaram interacdes do tipo proteina-proteina, e somente 2 genes nao
apresentaram interagdes genéticas. Na andlise de expressdo desses genes em cortex
cerebral e retina, os genes HOXAI e PITX3 ndo apresentaram expressdo. Realizamos
também uma busca dos 33 genes da RSL em banco de dados de oftalmogenética, como
Retnet, Retinobase, e foram encontrados somente 6 genes. Por ultimo, foi realizada uma
andlise de dados em amostras publicas de transcriptoma de pacientes com DS para
verificar se os genes identificados na revisdo apresentaram alteracdo significativa de
expressdo génica nas amostras com DSNC. A andlise das interagcdes genéticas e
moleculares desses genes pode ajudar a justificar os fenotipos encontrados e o numero de
genes encontrados em bases de oftalmogenética demonstra que esse ¢ um assunto ainda
pouco explorado.
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1.INTRODUCAO

Os distarbios do sistema nervoso central (DSNC) sdo classificados
dicotomizados em distlirbios do neurodesenvolvimento, quando apresentam geralmente
inicio precoce, e doengas neurodegenerativas, quando apresentam inicio tardio (Thibaut
2022).

O autismo faz parte dos disturbios do neurodesenvolvimento e foi descrito
primeiramente por Kanner em 1943 (Rylaarsdam and Guemez-Gamboa 2019).
Posteriormente, foram relatados outros casos, muitos semelhantes, por Asperger em 1944
(Galvez-Contreras, Zarate-Lopez et al. 2020). Tais relatos resultaram em duas sindromes
que levam o nome deles: sindrome de Kanner e sindrome de Asperger (Rosen, Lord et al.
2021). A partir de entdo, diversos distirbios do neurodesenvolvimento passaram a ser
reportados e classificados sob diferentes aspectos, tanto clinicos quanto comportamentais.
Neste contexto, atualmente ¢ utilizado o documento “O Manual Diagnostico e Estatistico
de Transtornos Mentais”, em sua ultima revisao (DSM-V), do ano de 2013 (Lai,
Lombardo et al. 2014), o qual renomeou o autismo como Transtorno do Espectro do
Autismo (TEA). Esta classificagio mais ampla do autismo para TEA possibilitou a
inclusdo de varios fendtipos sobre dois aspectos: dificuldade de interacdo e comunicacao
social e comportamental, interesses e atividades restritas e repetitivas (Lai, Lombardo et
al. 2014).

A sindrome de Rett, classificada no DSM-V como um tipo de autismo sindrémico
(2013), ¢ caracterizada por um atraso no neurodesenvolvimento que afeta em sua maioria
meninas, por estar ligada ao cromossomo X e a alteragdes no gene MECP2 (Weaving,
Ellaway et al. 2005). Outro exemplo de autismo sindromico ¢ a Sindrome do X fragil,
sindrome ligada ao X na qual o portador apresenta alteragdes do neurodesenvolvimento

e ¢ um tipo de condi¢do genética dominante e hereditaria (Bagni and Zukin 2019).



A incidéncia atual do TEA ¢ estimada em 2% da populacdo (Jeckel, Kriebel et al.
2021), acometendo mais homens do que mulheres (relagdo de 4 homens para 1 mulher)
(Steinman 2020). Estudos em gémeos demostraram alta hereditariedade, em torno de 60-
95%, dependendo do tipo de TEA (Bralten, van Hulzen et al. 2017). O aumento da
incidéncia do TEA fez alguns paises, como o Japdo, realizar triagem das criangas de 18 a
24 meses através de protocolo YACHT, o qual € aplicado por enfermeiras da rede publica
(Levy, Mandell et al. 2009).

O TEA ¢ considerado, atualmente, uma patologia multifatorial envolvendo fatores
genéticos, ambientais e comportamentais. Fatores ambientais, em trabalhos
epidemiologicos, foram considerados fatores de risco para o TEA (Rylaarsdam and
Guemez-Gamboa 2019) e devido a alta taxa de hereditariedade do TEA, os fatores
genéticos se tornaram a principal fonte de pesquisa da etiopatogenia (Chaste and Leboyer
2012). O avango no reconhecimento de variantes genéticas fez com que centenas de genes
fossem associados com a ocorréncia de TEA. Neste contexto, ja foram relatados diversos
tipos de alteragdes genéticas, desde polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP, do
inglés Single Nucleotide Polimorphism) até alteragdes maiores, como alteracdo no
numero de copias de regides repetitivas, as quais apresentam perda ou ganho de centenas
a até milhares de bases (CNV, do inglés Copy number variation). Os estudos também
permitiram identificar se as variantes genéticas sao hereditarias (herdadas de um dos pais)
ou “de novo” (sdo detectadas exclusivamente no genoma do probando, sendo, portanto,
ausente no genoma parental) (Vorstman, Parr et al. 2017).

Apesar da etiologia do TEA ainda ndo ser totalmente conhecida, os individuos
acometidos por tais distiirbios mentais apresentam alteracdes neurologicas associadas a
problemas de mielinizacdo (Galvez-Contreras, Zarate-Lopez et al. 2020). Tais alteragdes

estdo associadas com mudangas em células da glia, onde incluem-se astrocitos,



oligodendrocitos, microglia e células de Schwann (Steinman 2020). Estas ultimas sdo
responsaveis pela mielinizagdo do sistema nervoso central e pelo suporte as sinapses dos
neurdnios, além de sua reparagdo (Steinman 2020). Areas mais mielinizadas no cérebro
formam a substincia cinzenta, ja dreas com menos mielina formam a substincia branca.
Desta forma, as alteragdes de mielinizagdo fazem com que individuos com TEA
apresentem alteracdes nestas duas areas (Hughes 2007).

Outro tipo de distirbio do neurodesenvolvimento ¢ a esquizofrenia, que também
¢ classificada como um transtorno neuropsiquidtrico (Rund 2018) que afeta
aproximadamente 1% da populagdo mundial (Birnbaum and Weinberger 2017). Seu
diagnostico ¢ realizado através de sintomas positivos, conhecidos como alucinagdes e
delirios, e sintomas negativos como a avolicdo ¢ o embotamento (McCutcheon, Reis
Marques et al. 2020). Com o desenvolvimento de grandes estudos de associacdo de
amplitude gendomica (GWAS), foi possivel melhorar e aumentar a compreensdo da
arquitetura genética relacionada com a esquizofrenia (Jaffe, Straub et al. 2018). Meta-
andlises permitiram reclassificar e associar genes de risco como possiveis responsaveis
pela esquizofrenia (van de Leemput, Hess et al. 2016). Pacientes com esquizofrenia
também apresentam alteracdes do movimento do olhar e, através de pesquisas de GWAS,
j& foram identificados varios SNPs (do inglés Single Nucleotide Polimorphism)
associados a diferentes fendtipos da visdo (Kikuchi, Miura et al. 2018).

No grupo dos disturbios do neurodesenvolvimento estd o Transtorno do Déficit
de Atencdo com Hiperatividade (TDAH), que ¢ caracterizado por desatencgdo,
impulsividade e hiperatividade e com manifestacdo antes dos 12 anos de idade (Grimm,
Kranz et al. 2020). Estudos em gémeos demostraram hereditariedade em cerca de 70-80%
dos casos de TDAH, e estudos do tipo GWAS indicaram 12 /oci de risco para o disturbio

(Demontis, Walters et al. 2019).



Outra classe de disturbios do cérebro envolvem aquelas relacionadas com a
neurodegeneragdo, que ¢ uma disfun¢do e/ou perda de neurdnios e axdnios do sistema
nervoso central (SNC) (Dugger and Dickson 2017). Tais perdas representam o primeiro
sinal de ocorréncia de diversas doengas do SNC, como Doenga de Parkinson (PD),
Doenga de Alzheimer (AD) e Esclerose Multipla (Amor, Puentes et al. 2010). Na maioria
das doengas neurodegenerativas, a diminui¢ao/disfun¢do dos neurdnios ¢ associada com
acumulo de proteinas que alteram as caracteristicas fisico-quimicas do cérebro e de
orgdos periféricos, sendo a classificacdo dessas doengas baseada no deposito dessas
proteinas (Kovacs 2017).

Dentre as doencas neurodegenerativas, a PD se caracteriza por perda prematura
dos neurdnios dopaminérgicos na por¢do compacta da substancia nigra do cérebro (Hayes
2019). Neste sentido, a deficiéncia da dopamina dentro dos ginglios da base leva a uma
alteragdo no movimento do olho, que ¢ caracterizado por sintomas motores
parkinsonianos classicos (Kalia and Lang 2015). Entretanto, a doenca de Parkinson
envolve também outros neurotransmissores além da dopamina, e também outras regides
cerebrais, entre elas, a regido dos ganglios da base (Kalia and Lang 2015). As causas da
doenca de Parkinson, atualmente, sdo relacionadas com uma associacao entre diferentes
fatores ambientais e genéticos, e por se tratar de uma doenga com progressdo lenta e
degenerativa, ela pode iniciar-se antes de ser diagnosticada (Kalia and Lang 2015). Nas
ultimas duas décadas, foram identificados diferentes tipos de variantes genéticas
associadas com alto risco ou causais para a PD (Perifidn, Brolin et al. 2022). Tais
mutagdes incluem variantes monogénicas e hereditarias (mendelianas), que representam
entre 5 a 10% dos casos diagnosticados da doenga (Kim and Alcalay 2017). Dentre os
principais genes que contém tais variantes, incluem-se LRRK2 (Leucine-rich repeat

kinase 2), SNCA (Synuclein Alpha), VPS35 (VPS35 Retromer Complex Component),



PARK?2 (PRKN Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase), PINK1(PTEN Induced Kinase
1), DJI(PARK7 Parkinsonism Associated Deglycase) € GBA (Glucosylceramidase Beta)
(Kim and Alcalay 2017).

Outra patologia, a doenca de Alzheimer (AD), ¢ a doenga neurodegenerativa mais
comum da vida adulta (Ertekin-Taner 2007), sendo responsavel por 50-75% das
deméncias diagnosticadas (Cacace, Sleegers et al. 2016). AD ¢ caracterizada pela
presenga de placas amildides e emaranhados neurofibrilares (NFTs), e foi descrita pela
primeira vez por Alois Alzheimer, a partir da andlise de autdpsias cerebrais de pacientes
com AD (Kumar, Singh et al. 2015). Atualmente, sua heterogenicidade clinica indica um
grande componente genético. Ha atualmente diversos genes que, dependendo do tipo de
variante genética que possuem, sdo classificados com fatores de risco para o
desenvolvimento da doenga, onde incluem-se os genes APP (Amyloid Beta Precursor
Protein), PSENI(Presenilin 1), PSEN2 (Presenilin 2), ADAMI0 (ADAM
Metallopeptidase Domain 10), APOE (Apolipoprotein E) (Neuner, Tcw et al. 2020).
Outros estudos baseados em GWAS também demostraram correlagdo de ocorréncia de
AD com variants genéticas nos genes CRI(Complement C3b/C4b Receptor 1),
BINI1(Bridging Integrator 1), CD2AP (CD2 Associated Protein), EPHAI (EPH Receptor
Al), CLU (Clusterin), MS446A (Membrane Spanning 40 Domains A6A4), PICALM
(Phosphatidylinositol Binding Clathrin Assembly Protein), ABCA7 (ATP Binding
Cassette Subfamily A Member 7), HLA-DRB5 (Major Histocompatibility Complex, Class
II, DR Beta 5), HLA-DRB (Major Histocompatibility Complex, Class II, DR Beta 1),
PTK2B (Protein Tyrosine Kinase 2 Beta), SORL1 (Sortilin Related Receptor 1), SLC24A44
(Solute Carrier Family 24 Member 4), RIN3 (Ras and Rab Interactor 3), INPP5D
(Inositol Polyphosphate-5-Phosphatase D), MEF2C (Myocyte Enhancer Factor 2C),

NMES (NME/NM23 Family Member 8), ZCWPWI (Zinc Finger CW-Type and PWWP



Domain Containing 1), CELF1 (CUGBP Elav-Like Family Member 1), FERMT2 (FERM
Domain Containing Kindlin 2), CASS4 (Cas Scaffold Protein Family Member 4), CD33
(CD33 Molecule) e EPHAI (EPH Receptor Al). Tais genes correspondem a /oci génicos
de suscetibilidade para AD, sendo que a maioria agrupa-se em trés vias metabolicas:
inflamacao e resposta imune; metabolismo lipidico e endocitose (Reitz 2015). H4 também
formas de AD de inicio precoce com sintomas inicias na faixa dos 50 anos, e com sinais
de deméncia na faixa dos 60 anos (Klein and Hermey 2023). A forma autossomica
dominante monogénica representa menos de 1% dos casos da doenga, e se caracteriza por
sinais iniciais em torno dos 20 anos, com a ocorréncia de sinais de deméncia em torno
dos 40 anos (Klein and Hermey 2023), e estd associada a mutacdes em um dos seguintes
genes: APP, PSENI ou PSEN2. As mutac¢des no gene PSENI sdo as mais frequentes para
este subtipo (Voglein, Paumier et al. 2019). Além disso, também ja foi identificado no
gene APOE um polimorfismo que representa o maior fator de risco para AD. Neste
contexto, um unico alelo APOE-g4, quando alterado, representa risco aumentado de 2-3
vezes para a ocorréncia da doenca, e a presenca de 2 copias de tal gene esta associado a
um risco de 5-6 vezes maior para sua ocorréncia (Neuner, Tcw et al. 2020).

Alteragcdes de massa cinzenta e massa branca sdo encontradas em doengas
neurodegenerativas, como na PD (Bharti, Suppa et al. 2019). No caso da esquizofrenia,
estudos baseados na andlise de neuroimagem detectaram alteracdes de diminuicdo de
massa cinzenta e a disrupcao das redes de desenvolvimento normais em pacientes com
esquizofrenia associado a déficit cognitivos (McCutcheon, Reis Marques et al. 2020).
Tais estudos demonstram a ocorréncia de fenotipos semelhantes entre esses grupos de
doengas distintas.

Apesar da ampla quantidade de fendtipos ja identificados nos disturbios do SNC,

tanto dos disturbios do neurodesenvolvimento quanto de doencas neurodegenerativas, a



grande maioria dos casos analisados ndo tem investigado se os individuos com tais
distarbios apresentam variantes genéticas que afetam também o olho. Em individuos com
TEA, ja foram relatados diversos casos de pacientes que apresentam alteragdes no
processamento do reconhecimento facial, que foi evidenciado por estudos de
neurofisiologia (Frye, Vassall et al. 2019). Teorias apresentam, como causa dessa
alteracdo, a dificuldade de interagdo social e motivacional, mas hé outra hipotese de que
as alteracdes de reconhecimento facial também sdo derivadas de alteracdes neuroldgicas
presentes nesses individuos (Behrmann, Thomas et al. 2006). Além disso, alteracdes no
neurodesenvolvimento ja foram associados com interagdes da formagao dos olhos com o
sistema nervoso central (Chokron, Kovarski et al. 2020), sugerindo também que
alteracdes congénitas, como aquelas que ocorrem em TEA, podem afetar o
desenvolvimento e a estabilidade da visdo. Do ponto de vista genético e molecular, o
desenvolvimento do cérebro, do olho e diversos outros orgdos ¢ regulado pela via
Hedgehog. Esta via ¢ composta por uma rede de integracdo de fatores de transcricao,
como PAX6 e o OTX2, que sdo responsaveis pela sinalizagdo de outras moléculas que,
caso apresentem problemas, podem resultar em ma formagdo ocular e cerebral
(Cavodeassi, Creuzet et al. 2019).

Com objetivo de mapear as alteragdes genéticas e moleculares dos disturbios do
sistema nervoso central, tem sido cada vez mais empregadas tecnologias modernas de
gendmica. Neste contexto, as tecnologias de sequenciamento de transcriptoma de nova
geracdo (RNA-seq) tem sido amplamente utilizadas para identificar genes alterados em
distarbios mentais, pois permitem também desvendar as complexas interacdes
moleculares de genes no desenvolvimento das doengas do neurodesenvolvimento, como
o autismo e a esquizofrenia (Tebbenkamp, Willsey et al. 2014). A tecnologia RNA-seq

permite identificar quais genes apresentam expressdo significativamente alteradas em



probandos em relagdo a individuos neurotipicos, tornando possivel gerar hipdteses
viaveis de quando e onde, no cérebro humano, os genes envolvidos com a doenca
convergem. Além disso, dados de RNA-seq também permitem interpretar variantes
genéticas e outros tipos de alteragdes fenotipicas associadas com a doenca estudada
(Tebbenkamp, Willsey et al. 2014). Neste sentido, pesquisas anteriores utilizando dados
de RNA-seq foram usados para demonstrar a associagdo de genes, como o FOXP2, com
a ocorréncia de disturbios do neurodesenvolvimento e doengas neurodegenerativas
(Oswald, Kloble et al. 2017). Outro gene, o CHDS, também ja foi associado, através de
RNA-seq, com o autismo e a esquizofrenia (Wang, Mokhtari et al. 2017). Outro grupo de
transtornos analisados atualmente por RNA-seq sdo os transtornos bipolares (Hoffman,
Bendl et al. 2019), que sdo caracterizados pela flutuacdo do humor nos individuos
acometidos, sendo sua hereditariedade estimada em aproximadamente 70-90%
(Carvalho, Firth et al. 2020). A partir de dados de RNA-seq, ja ¢ possivel utilizar bases
de dados de oftalmologia, como o The Human Eye Transcriptome Atlas, para analisar
qual parte da visdo pode estar afetada a partir de dados de genes diferencialmente
expressos no individuo afetado. Esta base de dados apresenta dados de RNA-seq de
quinze tipos de tecidos oculares e fornece dados comparativos com a expressao de genes
de 100 tipos de patologias com relagdo a tecidos oculares normais (Wolf, Boneva et al.
2022).

Atualmente, na literatura, ha poucos trabalhos sobre o impacto de alteracdes
oftalmoldgicas em pacientes com distirbios do neurodesenvolvimento e doengas
neurodegenerativas. Além disso, faltam também bases de dados de genes e transcriptomas
que associem alteragdes oftalmologicas com disttrbios do sistema nervoso central. Desta
forma, o melhor conhecimento de alteracdes genéticas e moleculares, assim como das

vias metabolicas associadas a elas, pode ajudar na melhor compreensdo das alteragdes



oftalmoldgicas em individuos acometidos com distirbios do neurodesenvolvimento ou

doencgas neurodegenerativas.



2.JUSTIFICATIVA

Conforme amplamente reportado na literatura, incluindo diversos estudos de caso
¢ de coortes, individuos com distarbios do sistema nervoso central (DSNC), como os
distirbios do neurodesenvolvimento (DS) e as doengas neurodegenerativas (DN),
possuem diversas comorbidades, incluindo alteragdes oftalmoldgicas. O problema ¢ que
tais alteracdes sdo apenas citadas por estudos independentes e com poucos individuos.
Faltam, portanto, estudos que cataloguem tais dados em uma base Unica, e que seja
possivel investigar se as variantes genéticas patogénicas dos pacientes com DSNC podem
também estar correlacionadas com problemas oftalmoldgicos.

Além disso, os estudos que correlacionam alteracdes genéticas com danos
oftalmoldgicos em individuos com DSNC apenas apresentam dados empiricos, sem
demonstrar a nivel celular ou molecular se a variante patogénica identificada ¢ a causa do
problema na visdo. Desta forma, tais estudos ndo realizam uma investigagdo molecular
correlacionando se a alteracdo em um determinado gene pode alterar o fenotipo do olho.
Tais fendtipos incluem desde manutengdo da visdo/olho, o processamento visual no
cérebro, mas também sua formacao, desenvolvimento e manutengao, que ja se inicia no
estagio embrionario.

Complementarmente, os estudos envolvendo individuos com DSNC sdo dirigidos
para a investigacdo de alteragdes moleculares em dados de transcriptoma ou proteoma,
porém consideram apenas genes envolvidos com fendtipos relacionados diretamente com
problemas no cérebro, ignorando genes associados com alteracdes oftalmoldgicas.
Entretanto, o fato dos individuos com DSNC também apresentarem danos na visao sugere
fortemente que ha ocorréncia de problemas de expressao de genes que também atuam no

desenvolvimento ou manutengao da visao.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Realizar o mapeamento de alteracdes genéticas em disturbios do

neurodesenvolvimento e em doencas neurodegenerativas para identificagcdo de alteracdes

transcricionais e moleculares associados a alteragdes oftalmoldgicas.

3.2 Objetivos especificos:

a)

b)

d)

g)

Realizar uma revisdo sistematica da literatura (RSL) para identificar variantes
genéticas associadas a alteragdes oftalmoldgicas em pacientes com disturbios do
neurodesenvolvimento ou doengas neurodegenerativas;

Anotar e caracterizar genes e variantes genéticas associados a alteragdes
oftalmolégicas e respectivos fenotipos, e disponibilizar na forma de um atlas
oftalmogenético OftGenetics;

Realizar andlise de interacdo genética e molecular dos genes do atlas OftGenetics
para identificar correlagdes com desenvolvimento e manutengdo da visdo;
Analisar dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq) de individuos com
distirbios do sistema nervoso central, onde incluem-se TEA, doencas
neurodegenerativas e esquizofrenia;

Identificar genes diferencialmente expressos em dados de RNA-seq para gerar
redes de interacdo genética e molecular, e correlacionar com os dados do atlas
OftGenetics;

Identificar problemas no desenvolvimento e/ou manutengdo da visdo a partir de
alteracdes moleculares identificadas em RNA-seq;

Comparar genes dos atlas OftGenetics com dados de bases publicas de

oftalmogenética.
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4.METODOS

4.1 Protocolo de Revisao Sistematica da Literatura

Foi realizado uma revisdo sistematica da literatura (RSL) baseado no protocolo
de Kitchenham and Charters (Kitchenham 2007). O objetivo principal desta RSL foi
buscar alteragdes genéticas em condi¢des do neurodesenvolvimento e neurodegenerativas
em individuos que também apresentem alteracdes de visdo. O protocolo para a RSL foi
definido e executado sequencialmente considerando as seguintes etapas:

a) Questoes principais e secundarias:

A realizacdo desta RSL foi focada na seguinte questdo principal:

- Quais sdo as alteracdes genéticas de condi¢des do neurodesenvolvimento e de doengas
neurodegenerativas que apresentam alteracdes na estrutura da visao?
A partir da questdo principal, foram definidas as seguintes questdes secundarias:
- Quais os tipos de variantes genéticas (SNP, inser¢do, delecdo, indel, mosaicismo,
CNV, entre outras) ocorrem em disturbios do neurodesenvolvimento e doencas
neurodegenerativas associadas a alteragdes da visao.
- Qual a relagdo das variantes genéticas encontradas com genes, € qual relagdo de cada
uma com fenotipo celular/molecular relacionado com alteracdo da visdao?
- Para cada variante genética encontrada, qual a condicao oftalmolégica foi reportada?
b) Determinacgdo das palavras-chave:

As 3 seguintes palavras-chave e seus respectivos sinénimos, todos em idioma
inglés, foram considerados nesta revisdo. E importante ressaltar que as palavras-chave
sdo amplas para garantir que ndo sejam ignorados trabalhos relevantes para a pesquisa:

- palavra 1:genetics: gene, genomic, DNA, RNA.
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- palavra 2: neurological condition, neurodegenerative, neurologic, autism, mental
disorder, neurodegeneration, Alzheimer, Parkinson, Schizophrenia.
- palavra 3: vision: visual, eye, retina.
¢) Critérios de inclusao e exclusio:
Os seguintes critérios de inclusdo foram considerados:
- Artigos publicados até 01/08/22.
- Somente artigos escritos no idioma inglés.
- Somente artigos que apresentam alteracdes oftalmoldgicas/visuais associados a doencas
neurodegenerativas ou a distirbios do neurodesenvolvimento.
Os critérios de exclusdo considerados foram:
- Artigos que apresentam estudos em organismos ndo-humanos.
- Artigos que ndo apresentam alteragdes oftalmologicas/visuais em relacdo a doengas
neurodegenerativas ou a distirbios do neurodesenvolvimento.
d) Base de dados para busca de artigos:
As bases de dados PubMed e Scopus foram utilizadas nesta pesquisa.
e) Construcao de String de Busca:
As palavras-chave da RSL foram combinadas para formar a string de busca para

as bases de dados consideradas (Tabela 1).

13



Tabela 1- String de busca utilizado no PubMed e Scopus.

Base de dados

String de busca

PubMed

(gene[Title/Abstract] OR genome|[Title/Abstract] OR
genetic[Title/Abstract] OR dna[Title/Abstract] OR
RNA[Title/Abstract])

AND (neurodegenerative[ Title/Abstract] OR
neurologic[Title/Abstract] OR autism|[Title/Abstract] OR
mental disorder[Title/Abstract] OR

neurodegeneration| Title/Abstract] OR
Alzheimer[Title/Abstract] OR Parkinson[Title/Abstract] OR
schizophrenia[ Title/Abstract])

AND (visual[Title/Abstract] OR vision[Title/Abstract] OR
eye[ Title/Abstract] OR retina[Title/Abstract])

AND (human][Title/Abstract] OR homo

sapiens| Title/Abstract])

Scopus

TITLE-ABS ( gene ) OR TITLE-

ABS ( genome ) OR TITLE-ABS ( genetic ) OR TITLE-
ABS (dna) OR TITLE-ABS (ma) AND TITLE-

ABS ( neurodegenerative ) OR TITLE-

ABS ( neurologic ) OR TITLE-ABS ( autism ) OR TITLE-
ABS (mental AND disorder ) OR TITLE-

ABS ( neurodegeneration ) OR TITLE-

ABS (alzheimer ) OR TITLE-ABS ( parkinson ) OR TITLE-
ABS ( schizophrenia ) AND TITLE-

ABS (visual ) OR TITLE-ABS ( vision ) OR TITLE-
ABS (eye ) OR TITLE-ABS ( retina) AND TITLE-

ABS (human ) OR TITLE-ABS ( homo AND sapiens )

f) Extraciao de dados:

Os artigos selecionados foram analisados e os dados foram coletados em planilhas

de dados (Excel) para responder as questdes da pesquisa. As informagdes coletadas para

cada artigo selecionado foram: ano de publicagdo e dados bibliogréficos, alteracdo

genética relatada (cromossomo, tipo de variagdo genética, hereditariedade, zigozidade,

gene associado, localizacdo da variante genética, versdo do genoma, codigo da variagdo

genética, impacto da variacdo genética na proteina), idade dos pacientes, género,

descricao clinica dos pacientes (fenotipo) e patologias associadas.
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4.2 Analise de redes de intera¢io proteina-proteina

A andlise de interacdo proteina-proteina foi realizada com o software String, que
possui uma base de dados de intera¢des proteina-proteina (Szklarczyk, Gable et al. 2021).
A utilizacdo do software baseou-se no uso dos seguintes parametros (mantidos em inglés
para garantir reprodutibilidade dos experimentos): 1st shell: no more than 35 interactors;
2nd shell: no more than 35 interactors; minimum confidence: high confidence (0.700);

active sources: textmining, experiments, database, co-occurrence, co-expression.

4.3 Analise de expressao de genes e proteinas em bancos de dados publicos

Para verificar a expressdo de genes e proteinas foram utilizadas duas bases de
dados publicas. A primeira base de dados ¢ GTEx (The Genotype-Tissue Expression
(GTEx) (Consortium 2013), a qual contém dados publicos abrangentes de expressdo e
regulacdo de genes especificos de diferentes tecidos (cérebro, coracdo, olho, figado,
intestino, etc.). As amostras de tecidos desse consorcio incluem dados coletados de
doadores saudaveis post mortem. Através de estudos de genotipagem, ¢ verificada a
variagdo genética dos dados, e através da analise de RNA de cada tecido, € possivel
avaliar os niveis de expressdo dos genes de forma quantitativa.

A segunda base de dados utilizada ¢ The Human Protein Atlas (HPA) (Uhlen,
Fagerberg et al. 2015), a qual contém dados de expressdo de proteinas em diferentes
tecidos, similar ao GTEx. A base de dados HPA ¢ composta por seis atlas distintos, na
qual o atlas de cérebro permite que sejam exploradas a expressdo das proteinas de dez

regides do cérebro de mamiferos, onde incluem-se humanos e camundongos.

4.4 Analise de interacoes genéticas entre os genes
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Para andlise de interagdes genéticas entre genes foi utilizada a base de dados
GeneMANIA (Warde-Farley, Donaldson et al. 2010), a qual permite realizar uma andlise
detalhada de interagdes entre genes através de dados de interacdes de proteina, genes, co-

expressao, co-localizagao e similaridade de dominios de proteina.

4.5 Amostras de transcriptoma (RNA-seq) de pacientes com disturbios do
neurodesenvolvimento (DS)

Para o levantamento de amostras de pacientes com DS, foi realizada uma busca
por dados de transcriptoma (RNA-seq) disponiveis através do banco de dados publico
BioProject, disponibilizado pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI).
O repositoério BioProject armazena diversas categorias de dados biologicos produzidos
pela comunidade de pesquisa. Os tipos de dados incluem genomas completos e parciais,
transcriptomas, epigenoma, dados de variantes genéticas e dados fenotipicos (Barrett,
Clark et al. 2012).

Para esta pesquisa, foi realizada uma busca por bases de RNA-seq que foram
depositadas no BioProject, considerando amostras celulares e/ou de tecidos
caracterizadas e publicadas em periodicos internacionais. Os dados de cada trabalho
foram analisados meticulosamente e incluidos neste estudo (Tabela 2). Ao total, foram
obtidas e analisadas 525 amostras de RNA-seq oriundos de 18 projetos distintos. As
amostras selecionadas, referentes a DN, compreendem as seguintes condi¢cdes: TEA
(Transtorno do Espectro do Autismo), BPD (Transtorno Bipolar), RTT (Sindrome de

Rett), SCZ (Esquizofrenia) e FXS (Sindrome do X fragil).
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Tabela 2: Amostras de RNA-seq obtidas através de bases de dados publicas e a

partir de colaborag:ﬁo. DS: tipo de distirbio estudado: TEA (transtorno espectro autismo), BPD (transtorno
Bipolar), RTT (sindrome de Rett), FXS (sindrome do X fragil) ou SCZ (esquizofrenia); BioProject ID: identificador
da biblioteca de amostras; Amostras CT: nimero de amostras do tipo controle para a biblioteca; Amostras DN: niimero
de amostras que sdo caracterizadas para o DN estudado. Tipo celular: tipo celular ou origem do tecido extraido para
amostras. ESC (célula-tronco embrionaria), iPSC (célula-tronco com pluripoténcia induzida), NPC (célula percursora
neuronal), NE (neurénio) e PO (tecido post mortem), KO (células com “Knockout’do gene).

DS BioProject ID Amostras CT Amostras DN | Tipo Celular
TEAO03 PRINA398545 39 13 PO
TEA12 PRINA143369 6 6 PO
TEA18 PRINA316853 9 9 PO
TEA2I PRINAZZZGE | g 54 po
TEA45 PRINA261255 8 4 iPSC
TEAS3 PRINA280163 8 5 iPSC
BPDO07 PRINA231202 31 31 PO
BPD18 PRINA253946 4 6 NE
FXS01 PRINA307570 4 4 iPSC/NE
FXS02 PRINA481532 10 14 iPSC/gSC/K
RTT16 PRINA302685 3 3 PO
RTT20 PRINA224073 3 13 iPSC
RTT30 PRINA419983 14 16 iPSC/E SCN
SCZ01 PRINA358689 4 4 NE
SCZ09 PRINA248182 3 6 NE
SCZ38 PRINA343829 19 19 PO
SCZ82 PRINA314463 18 22 PO
SCZ9%4 PRINA417295 24 24 NE
SCZ9%4 PRINA417295 24 23 NPC
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4.6 Analise de expressido génica de bibliotecas de transcriptoma

Para analise de expressdo génica de bibliotecas de sequenciamento de RNA
(RNA-seq), cada amostra foi inicialmente filtrada, no qual foram descartados reads de
baixa qualidade (escore PHRED inferior a 20), e eliminadas sequéncias de adaptadores
utilizando o NGS-QC Toolkit (Patel and Jain 2012). As reads de alta qualidade foram
mapeadas contra o genoma de referéncia humano (hg38) com o software de alinhamento
de transcritos STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference)(Dobin, Davis et al.
2013) versdo 2.5.4b.

Ap0s a andlise dos alinhamentos, foi realizada a contagem da quantidade absoluta
de reads alinhadas para cada uma das amostras. A contagem considera reads alinhadas
unicamente ¢ foi realizada com o uso do software featureCounts versao 1.6.3 (Liao,
Smyth et al. 2014), utilizando pardmetros padrdo e anotagdo para o genoma de referéncia

humano (hg38).

A andlise de significancia estatistica da expressdo de transcriptoma foi realizada
com o pacote DESeq2 (Love, Huber et al. 2014) versdo 1.16.1 utilizando o software R
(Team 2016) versao 3.4.1. Para esta analise, as amostras foram normalizadas através do
método RLE (Relative Log Expression) e a partir dos dados normalizados, foi realizado
o calculo do fold-change em escala log na base 2 ¢ a significancia estatistica (p) calculada
através do teste de Wald (Wald 1945). O fold-change indica a variagdo relativa de
expressao dos transcritos entre duas amostras comparadas. Estes valores sdo controlados
por erros estatisticos do tipo 1 (probabilidade de falso positivos), calculados pelo método
conhecido por False Discovery Rate (FDR) e ajustados com o uso de testes multiplos de
Benjamin-Hochberg (Benjamini and Hochberg 1995). O nivel de significancia estatistica

foi considerado para p<0,05.

18



4.7 Analise da expressao dos genes em base publica de transcriptoma de tecidos
oculares

A analise de expressdo dos genes em tecidos oculares foi realizada através da
base de dados “Human Eye Transcriptome Atlas”(HETA) (Wolf, Boneva et al. 2022), a
qual apresenta a expressdo de genes oculares oriunda de 100 amostras que
correspondem a 15 diferentes tipos de tecido ocular, tanto de patologias oftalmoldgicas
quanto de tecidos saudaveis. Esta base possui os dados normalizados, nas 100 amostras,

para garantir a comparagao entre a expressao génica em diferentes tecidos.

4.8 Busca dos genes em base de dados de oftalmogenética

Foi realizado a busca dos genes em bases de dados de oftalmogenética. As bases
utilizadas foram: RetNet (the Retinal Information Network), ClinVar (Landrum, Lee et
al. 2018), Retinogenetics (Ran, Cai et al. 2014), KMeyeDB (Minoshima, Mitsuyama et
al. 1999), RetinoBase (Kalathur, Gagniere et al. 2008) e EyeSite (Lee, Fefeu et al. 2004).
RetNet ¢ uma base focada em doengas hereditarias da retina. ClinVar ¢ uma base de
referéncia para variantes genéticas com importancia clinica. Retinogenetics ¢ uma base
de dados genética sobre degeneracdo hereditaria de retina. KMeyeDB ¢ uma base de
mutagdes genéticas em doengas oculares. RetinoBase ¢ uma base de dados de expressao

génica em retina. EyeSite ¢ uma base de proteinas do olho.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realizar o levantamento e analise de variantes genéticas de individuos com
disturbios do sistema nervoso central (DSNC) (nesta tese foram considerados os
distirbios do neurodesenvolvimento (DS) e as doengas neurodegenerativas (DN)) e que
também apresentam problemas na visdo, dividimos este trabalho em 5 partes. Na
primeira, realizamos uma revisao sistematica da literatura (RSL) com uma ampla busca
em base de dados publicas para catalogar todos os tipos de variantes genéticas em
pacientes com DSNC e que apresentam em sua descrigdo clinica problemas
oftalmoldgicos. Posteriormente, na segunda parte, os achados genéticos foram analisados
e correlacionados com a literatura na busca por evidéncia que os relacionam com
alteracdes na visdo, e também o local onde sdo expressos no cérebro e em outras partes
do corpo. Os achados genéticos, incluindo anotagdes funcionais, foram entdo agrupados
em uma base de dados, na forma de um atlas, que chamamos de OftGenetics. Na terceira
parte, utilizando ferramentas de bioinformética e de modelagem de biologia de sistemas,
também investigamos se os genes do atlas OftGenetics tém relacdo genética/molecular
com a visdo. Na quarta parte, analisamos se os genes do atlas OftGenetics estavam
presentes em bases de dados de oftalmogenética existentes na literatura e em bancos
publicos de doengas genéticas. Na ultima parte, analisamos amostras publicas de
sequenciamento de transcriptomas (RNA-seq) de individuos com diversos tipos de DS
para verificar a ocorréncia de genes com expressao significativamente alterados que estdo

presentes no atlas OftGenetics.
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5.1 Revisao sistematica da literatura de disturbios mentais relacionados com
oftalmogenética

Embora existam diversos relatos na literatura descrevendo que pacientes com
DSNC possuem problemas oftalmolédgicos, os estudos genéticos concentram-se em
identificar variantes genéticas causais que afetam o desenvolvimento e/ou manutengao
normal do cérebro. Desta forma, os estudos ndo verificam se as variantes genéticas
ocorrem em genes que também possuem papel fundamental no desenvolvimento e/ou
manuten¢do da visdo. Neste contexto, aplicamos um protocolo de Revisdo Sistematica da
Literatura para mapear todas as variantes genéticas que ocorrem em pacientes com DSNC
com alteracdes oftalmologicas. A partir da aplicagdo do protocolo, foram encontrados
649 artigos no PUBMED e 921 no Scopus, totalizando 1570 artigos. Destes, 588 estavam
repetidos, totalizando 982 artigos Unicos. Apds andlise do Titulo e Resumo, segundo os
critérios de inclusdo e exclusdo, foram excluidos 888 artigos da revisdo. Os trabalhos
duvidosos foram todos mantidos para garantir que dados importantes para a pesquisa nao
fossem excluidos. Dos 94 artigos restantes, todos passaram por analise do texto completo
(“full text”) e, apds nova aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, restaram 25
artigos para o estudo, os quais passaram pela Gltima etapa da revisdo, a extragao de dados

(Figura 1).
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Figura 1 — Resultados obtidos na Revisdo Sistematica da Literatura.
Legenda: n= nimeros de artigos encontrados.

Pubmed010822 Scopus010822
n=649 n=921
Total
n=1570
Repetidas
n=588
Titulo e Resumo
n=982
Excluidas
n=888
Texto completo
n=94
Excluidas
n=69

Artigos incluidos
n=25

Os dados extraidos dos artigos selecionados foram organizados para responder

todas as perguntas secundarias da RSL.

5.2 Caracteristicas das variacoes genéticas encontradas em individuos com
disturbios do sistema nervoso central com alteracoes da visao

Ap6s analise dos artigos e completa extra¢do de dados, foram identificados 33
genes com algum tipo de variacdo genética em individuos acometidos por distirbios do
sistema nervoso central (DSNC) (distarbios do neurodesenvolvimento ou doengas

neurodegenerativas), € todos com relato clinico de algum problema na visao (Figura 2).
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Figura 2 — Caridtipo com distribuicio das variantes genéticas relacionadas com
disturbios do sistema nervoso central (distirbios do neurodesenvolvimento ou
doencas neurodegenerativas) e problemas na visao.

Legenda: Tragos: Verde- doenca neurodegenerativa (DEG), Vermelho-disturbio do neurodesenvolvimento

(DEV), verde e vermelho-ambas (DEG e DEV). Simbolos: Estrela-SNP, Triangulo-SNV, Quadrado-
Delegdo, Circulo-Inser¢ao, Losango- Duplicagdo, Pentadgono-Indel.

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
@ ARERE.
*BDNF:
CTNNBI
Agmct A HoxAL KNRG WPAXE
CHD7:
omA
NR2F1 WKCNMAL
SPATAS
ARO AEO® WPITX3 BACE1:
ASLC52A2
WPOGZ
ATHEM4
#5100a10 PRKN:
FLYCR1 WSOX2:
A0m
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
AVAMP2 NXNLL
Ai’?l.z CAsK
KTCF4 APOE APP OA
AITM2B: PRR12 HCDH22 s
oTX2 AmQ AsSNV
00A AHEXA: WoEL
OINS
@DUP

@INDEL

DEGENERATIVE (DEG)
~———DEVELOPMENT (DEV)
———BOTH (DEG and DEV)

Nos DSNC relacionados aos distirbios do neurodesenvolvimento, foram
encontradas variantes genéticas do tipo: SNP, SNV, delecdo, inser¢ao, indel e
duplicacdo (relacionadas a alteragdes no niimero de nucleotideos); mutagdes génicas
nonsense, missense, frameshit (relacionadas com o impacto da variacdo genética em
genes codificantes de proteinas); e mutagdes do tipo de novo (relacionadas a
hereditariedade da variante genética). As variantes do tipo SNP foi detectada nos genes
THEMA4 (thioesterase superfamily member 4), SI00A10 (S100 calcium binding protein
Al10), CDH22 (cadherin 22), NRG1 (Neuregulin 1), TCF4 (Transcription Factor 4). As
variantes genéticas do tipo SNV foram encontradas nos genes VAMP?2 (vesicle-
associated membrane protein 2), PRR12 (proline rich 12), NR2F 1 (nuclear receptor
subfamily 2 group F member 1), OTX2 (orthodenticle homeobox 2), CASK
(calcium/calmodulin dependent serine protein kinase), RERE (arginine-glutamic acid

dipeptide repeats), CHD7 (chromodomain helicase DNA binding protein 7), CTNNBI
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(Catenin Beta 1), EMC1 (ER membrane protein complex subunit 1), SPATAS
(spermatogenesis associated 5), POGZ (pogo transposable element derived with ZNF
domain). As variantes do tipo dele¢cdo foram encontradas nos genes PRR12, PAX6
(paired box 6), SOX2 (SRY-box transcription factor 2), NR2F1, OTX2, CHD7, SPATAS,
POGZ, PITX3 (paired like homeodomain 3) e KCNMA 1 (Potassium Calcium-Activated
Channel Subfamily M Alpha I). As variantes do tipo inser¢do foram encontradas nos
genes OTX2, CASK. As variantes do tipo duplicacdo foram encontradas nos genes
PRRI12, OTX2, RERE, CHD7, POGZ, HOXAI (homeobox Al). As variantes do tipo
indel (inser¢do associada a dele¢do) foram encontradas nos genes NR2F1 e OTX2.

Variantes genéticas do tipo nonsense foram encontradas nos genes OTX2, CHD?7,
CTNNBI, EMCI, SPATAS5, POGZ, HOXAl e KCNMAI. As variantes do tipo missense
foram encontradas nos genes VAMP2, NR2F1, RERE, CHD7, EMCI. As variantes do
tipo frameshit foram encontradas nos genes SOX2, NR2F1, OTX2, CHD7, POGZ,
HOXAI, PITX3. Variantes genéticas do tipo de novo foram encontradas nos genes
VAMP2, PRR12, RERE, CHD7, POGZ e KCNMAI.

Nos DSNC relacionados as doengas neurodegenerativas, foram encontradas as
variantes genéticas dos tipos: SNV, dele¢do, insercdo, indel e duplicagdo. Com relagdo as
variantes que apresentam impacto na tradugdo de proteinas, foram encontradas alteracdes
nonsense, missense € frameshift. As variantes do tipo SNV foram encontradas nos genes
HEXA (hexosaminidase subunit alpha), SLC52A42 (solute carrier family 52 member 2),
FLVCRI (FLVCR heme transporter 1) e ITM2B (Integral Membrane Protein 2B).
Variantes do tipo delegdo foram encontradas nos genes SLC5242 e FLVCRI. As variantes
do tipo indel foram encontradas no gene ABHD12 (abhydrolase domain containing 12,
lysophospholipase). Variantes do tipo duplicagdo foram encontradas nos genes ABHD12

e FLVCRI. Com relagdo ao impacto na proteina, as variantes genéticas nonsense foram
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encontradas nos genes HEXA e ABHD12. Variantes do tipo missense foram encontradas
nos genes SLC5242, FLVCRI e ITMB2. Variantes do tipo frameshift foram encontradas
nos genes SLC52A42, FLVCRI, ABHD12. Variagdes do tipo de novo nao foram reportadas
neste grupo.

Somente o gene BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) apresentou SNP
(rs6265) com variante genética relacionadas tanto a distirbios do neurodesenvolvimento
quanto a doengas neurodegenerativas (Shen, You et al. 2021).

Quando investigamos a localizagdo cromossOmica das variantes genéticas
relacionadas com neurodesenvolvimento e neurodegeneracdo, observamos que as
alteracdes se acumulam em maior frequéncia no cromossomo 1 (contém 5 genes
envolvidos com distirbios do neurodesenvolvimento e 2 genes envolvidos com doencgas
neurodegenerativas) (Figura 2). Entretanto, hd cromossomos, como 02,9, 12,16,22eY
que ndo apresentam alteracdes genéticas.

Dentre todas as variantes encontradas, o gene com maior quantidade de alteragdes
¢ o NR2F'1, que possui variantes do tipo SNV, delecdo, insercdo e indel, sendo todos
relacionados com distlrbios do neurodesenvolvimento associados com os transtornos do
espectro do autismo (TEA). Outros genes que apresentam 3 variantes sdo: POGZ,
associado ao neurodesenvolvimento (TEA), apresenta SNV, delecdo e duplicacio;
FLVCRI, associado a DN que apresenta SNV, delecdo e duplicagdo; SPATAS, associado
ao neurodesenvolvimento, apresenta SNV, delecdo e inser¢do; CHD?7, associado ao
neurodesenvolvimento, apresenta SNV, delecdo e duplicagdo; OTX2, associado ao
neurodesenvolvimento e TEA, apresenta SNV, duplicagdo e indel; PRR12, associado ao
neurodesenvolvimento, TEA, apresenta SNV, delecdo e duplicacdo; e ABHDI2,

associado a DN, apresenta SNV, delecdo e indel.
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Quanto ao fenotipo ocular encontrado, as alteragdes oftalmologicas mais
frequentes foram encontradas na retina e nervo optico (12 genes cada), seguidos de
alteracdes de musculatura extraocular (MEO) com 11 genes e cornea com 5 genes (Tabela
3). Todos os genes da RSL foram incorporados em uma base de dados de variantes
genéticas de oftalmologia correlacionados com disturbios do sistema nervoso central,

chamada de atlas OftGenetics.

TABELA 3: Fendtipo ocular, localizacio e DSNC correlacionados com os genes
identificados pela RSL.

Legenda: Gene: identificagdo do gene; Fenotipo ocular: PHARC Polyneuropathy, hearing loss, ataxia,
retinitis pigmentosa, and cataract, SPEM smooth pursuit eye movement, NEDSDV Neurodevelopmental

disorder with spastic diplegia and visual defects, ERG eletrorretinograma; Localiza¢do ocular: local onde
o fenotipo foi encontrado no olho, MEO musculatura extraocular, DVC defeito de visdo cortical;
Transtorno: tipo de transtorno do SNC associado.

Gene Fenotipo ocular Localizaciao ocular Transtorno
Catarata, retinose, Retina e
ABHDI?2 distrofia cone Cristalino Neurodegeneragao
bastonete (PHARC)
APOE Glaucoma Nervo 6ptico Neurodegeneragdo
APP Distrofia corneana Cornea Neurodegeneragao
BACEI Distrofia corneana Cornea Neurodegeneragao
BDNF Glaucoma Nervo optico e Retina Neurodegenerag aoe
Neurodesenvolvimento
Hipoplasia nervo
CASK optico, estrgblsmo, Nervo optico e MEO Neurodesenvolvimento
astigmatismo,
hipermetropia
Alteragdes do olhar .
CDH22 (SPEM) MEO Neurodesenvolvimento
Coloboma ’
CHD7 (CHARGE Iris e Retina Neurodesenvolvimento
sindrome)
NEDSDV Retina,
(estrabismo, Cristalino,
CTNNBI descolamento de Vitreo e Neurodesenvolvimento
retina, catarata e MEO
opacidades vitreas)
EMCI Estrabl‘sm'o © MEO Neurodesenvolvimento
ambliopia
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Degeneragdo

FLVCRI . Retina Neurodegeneracao
retiniana
Doenga de Tay
HEXA Sachs (perda da Retina Neurodegeneragao
visdo)
HOXAl Estrabismo MEO Neurodesenvolvimento
ITM2B Retinose pigmentar Retina Neurodegeneracao
ERG alterado
KCNMAI (célula bipolar da Retina Neurodesenvolvimento
retina)
NR2F1 H1p0[()§1;tsilcaonervo Nervo Optico Neurodesenvolvimento
Alteracao do olhar .
NRGI (SPEM) MEO Neurodesenvolvimento
NXNLI Retinose pigmentar Retina Neurodegeneracao
Anoftalmia,
orx2 m1croftglm1a © Nervo Optico Neurodesenvolvimento
hipoplasia nervo
optico
PARK2 glaucoma Nervo 6ptico Neurodegeneragado
PAX6 Aniridia h,l popb lasia Nervoro‘p tico Neurodesenvolvimento
nervo optico e Iris
PINK1 Glaucoma Nervo 6ptico Neurodegeneragdo
PITX3 M.l croftalmla} © Cornea Neurodesenvolvimento
opacidade de cornea
épti, estabramo, | e Optico
nliacufa em cere'a’ MEO,
POGZ ! 32, Retina, Neurodesenvolvimento
ceratite, alteracoes ,
em palpebras Cornea,
. . Pélpebras
nistagmo, miopia.
Alteragdes em -
iris(brushfileds s,
PRRI2 MEO e Neurodesenvolvimento
spots) coloboma, .
. . Retina
miopia e exotropia
hipoplacia nevo Nervo Optico,
RERE , popia’ . Irise Neurodesenvolvimento
optico, microftalmia !
. . Retina
€ anisometropia
Alteragdes do olhar .
S100410 (SPEM) MEO Neurodesenvolvimento
SLC5242 Hipop le}sw} de nervo Nervo Optico Neurodegeneracao
optico
Hipoplasia de nervo )
SOX2 optico, anoftalmia e Nervo Optico Neurodesenvolvimento

microftalmia
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Deficiéncia visual e
estrabismo e

SPATAS N Cortex (SNC) Neurodesenvolvimento
Defeito visdo c MEO
cortical (DVC)
TCF4 Distrofia corneana Cornea Neurodesenvolvimento
Alteragdes do olhar .
THEMA4 (SPEM) MEO Neurodesenvolvimento
Defeitos de visdo , .
VAMP?2 cortical (DVC) Cortex (SNC) Neurodesenvolvimento

5.3 Correlacio entre genoétipo e fenotipo celular/molecular das variacoes genéticas
com alteracgoes da visao

Apdés a identificagdo dos genes relacionados com distirbios do
neurodesenvolvimento e doengas neurodegenerativas, todos relacionados com problemas
de visdo, investigamos se estes mesmos genes possuem algum tipo de interagdo genética
e/ou molecular entre si e com genes relacionados com a visdo. Embora os genes tenham
localizag@o cromossomica diferente e fungdes distintas, a revisdo buscou por estudos que
reportaram pacientes com problemas na visdo como elemento comum. Desta forma,
embora trate-se de DSNC distintas e que ocorrem em fases opostas da vida do ser humano
(neurodesenvolvimento versus neurodegeneracgio), o fato de apresentarem envolvimento
com visdo sugerem que possam ter alguma relacdo de interacao genética.

Desta forma, utilizando as ferramentas GeneMANIA e String, conforme
hipotetizamos, identificamos que a maioria dos genes do atlas OftGenetics possuem
interacdo genética e interacdo proteina-proteina, tanto direta e/ou indireta entre si,
respectivamente (Figuras 3A e 3B).

Dos 33 genes do atlas OftGenetics, 31 apresentam algum tipo de interacao
genética, com excecdo dos genes PRRI2 e NXNLI. Na andlise de interacdo proteina-

proteina, vinte ¢ um genes apresentaram algum tipo de interagdo e 12 ndo apresentaram
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interacdo alguma. Dentre os genes com interagdo identificados, os genes PAX6, SOX2,
NR2F1, OTX2, HOXAI, PITX3 ¢ TCF4 sao fatores de transcricdo ¢ todos estdo
envolvidos no neurodesenvolvimento. Além disso, foram encontrados 7 genes, VAMP2,
CDH?22, PRRI12, CASK, NRGI, ABHD12 e BDNF, os quais apresentam outros tipos de
funcdes moleculares que também estdo envolvidos no desenvolvimento neuroldgico. Os
genes RERE, CHD7, APP, CTNNBI, POGZ e APOE estao envolvidos na regulagdo da
transcri¢do. Dentre os DSNC correlacionados, os genes BACE e ITM2B estao associados
com a doenca de Alzheimer, e os genes PRKN e PINK] estdo associados com a doenga
de Parkinson. O gene FLVCRI esta associado a retinose pigmentar, o gene NXNLI esta
associado ao metabolismo dos cones da retina e o gene HEXA esta relacionado a doenga
de Tay Sachs. Além disso, parte dos genes do atlas OftGenetics tem descri¢do molecular
importantes para o fenotipo da visdo, como os genes THEM4 e SI100410, que estdo
associados a fosforilagdo, o gene EMC1 que esta associado ao reticulo endoplasmatico, o
gene SPATAS esta associado com a mitocOndria, o gene SLC52A42 esta relacionado ao
metabolismo da riboflavina, e o gene KCNMA I est4 associado a canais de potassio-calcio

e excitabilidade neuronal.

29



Figura 3- Redes de interacio génica dos genes com variantes genéticas em individuos

com transtornos neurologicos e problemas na visao. A) Rede de interagdo de genes criado
com o software GeneMANIA, onde os circulos com contorno vermelho indicam os genes identificados na
pesquisa, e as linhas coloridas indicam diferentes tipos de interagdo: fisica (rosa), preditas (laranja),
genéticas (verde), co-expressao génica (roxo) e co-localizac¢ao entre os genes (azul). B) Rede de interagdo
proteina-proteina criado com o software String, no qual os circulos com contorno vermelho indicam as
proteinas codificadas a partir dos genes identificados na pesquisa, e as linhas coloridas indicam diferentes
tipos de interagdo: interagdes conhecidas de base de dados curados (azul claro), interacdes conhecidas
determinadas experimentalmente (pink), interagdes previstas por: gene neighborhood (verde), gene fusions
(vermelho), gene co-occurrence (azul escuro); outras interagdes: textmining (verde claro), co-expressao
(preto) e protein homology (roxo).
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Dentre os genes investigados, analisamos também sua expressdo nos
compartimentos cerebrais, em tecidos oculares e em outras partes do corpo. Porém, de
forma bastante intrigante, observamos que os genes HOXAI (Figura 4) e PITX3 (Figura
5) ndo apresentam expressdo em coOrtex e retina, sendo também muito pouco ou
praticamente sem expressao em outras partes do corpo. Isso pode sugerir que tais genes,
embora reportados por outros trabalhos como potencialmente causais de transtornos
mentais, ndo possuem relacdo com a clinica observada. Porém, mais estudos sdo

necessarios para melhorar nossa compreensao a respeito de tais genes.
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Figura 4 — Expressao do gene HOXAI em diferentes compartimentos cerebrais,
outras partes do corpo e olho.

A) Expressdo do gene HOXAI na base HPA — Niveis de expressdo de RNA normalizados (nTPM)
mostrados para as 13 regides do cérebro. A codificagdo de cores ¢ baseada na regido do cérebro e a barra
mostra a maior expressdo entre as sub-regides incluidas; B) Expressdo do gene HOXA/ na base GTEx
dataset para cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression
(GTEXx) sdo relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes amostras
individuais para a respectiva sub-regido. A maior expressdo entre as sub-regides representa a regido do
cérebro; C)Expressdao do gene HOXAI na base FANTOMS dataset: Dados de tecido para expressdo de
RNA obtidos através de “Cap Analysis of Gene Expression” (CAGE) gerados pelo projeto FANTOMS sao
relatados como “Scaled Tags Per Million”; D) Expressdo do gene HOXAI na base GTEx dataset para
cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression (GTEx) sdo
relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes amostras individuais para
a respectiva sub-regido. A maior expressdo entre as sub-regides representa a regido do cérebro; C)
Expressdo do gene HOXAI na base HETA para multiplos tecidos oculares, com valores normalizados a
partir das reads.
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normalized reads

D) Gene expression for HOXA1 (ENSG00000105991.7)
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Figura 5 — Expressao do gene PITX3 em diferentes compartimentos cerebrais,

outras partes do corpo e olho.

A) Expressao do gene PITX3 na base HPA — Niveis de expressdo de RNA normalizados (nTPM) mostrados
para as 13 regides do cérebro. A codificacdo de cores ¢ baseada na regido do cérebro e a barra mostra a
maior expressdo entre as sub-regides incluidas; B) Expressdo do gene PITX3 na base GTEx dataset para
cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression (GTEx) sdo
relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes amostras individuais para
a respectiva sub-regido. A maior expressdo entre as sub-regioes representa a regido do cérebro; C)
Expressdo do gene P/TX3 na base FANTOMS dataset: Dados de tecido para expressdo de RNA obtidos
através de “Cap Analysis of Gene Expression” (CAGE) gerados pelo projeto FANTOMS sdo relatados
como “Scaled Tags Per Million”; D) Expressdo do gene PITX3 na base GTEx dataset para cérebro: Os
dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression (GTEx) sao relatados como
nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes amostras individuais para a respectiva
sub-regido. A maior expressao entre as sub-regides representa a regido do cérebro; E) Expressdo do gene
PITX3 na base HETA para multiplos tecidos oculares, com valores normalizados a partir das reads.
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5.4 Fatores de transcricao envolvidos na interacio molecular entre genes
associados com transtornos mentais e alteraciao de visao

Dentre os genes do atlas OftGenetics, identificamos variantes genéticas nos
genes RERE, NR2F1 e TCF4, que foram correlacionados com o desenvolvimento e/ou
manutencdo da visdo. Destes genes, NR2F' [ e TCF4 sao fatores de transcri¢ao bastante
importantes em diversos processos celulares.

O gene RERE (Arginine-Glutamic Acid Dipeptide Repeats) ¢ um co-regulador de
receptor nuclear que funciona em complexos de proteinas para modular positiva e
negativamente a transcricdo de genes alvo. Alteragcdes nesse gene estdo associadas a
distirbios do neurodesenvolvimento, associado ou ndo a alteragdes estruturais do olho,
coragdo, rins e trato geniturinario (Scott and Sherr 2019). Ele também est4 associado ao
controle da apoptose (Waerner, Gardellin et al. 2001). Neste processo, por meio da
ligacdo deste gene com o fator de transcricio NR2FI e TCF4, hipotetizamos que, de
forma direta, RERFE esta controlando a a¢do dos 2 fatores de transcri¢ao, que por sua vez,
um ou outro esta ativando e/ou inativando genes durante a biogénese. Portanto, alteracdes
(mutacdes) em RERE podem afetar a regulacdo que ele tem nos fatores de transcrigdo e,
assim, afetar toda a cascata de genes regulados por estes dois fatores de transcrigao.

E sabido que RERE é um repressor (bloqueio) da transcri¢do (Waerner, Gardellin
et al. 2001). Conforme literatura, ndo hé trabalhos que reportem que RERE regula os
genes NR2F1 e TCF4, entretanto, a proteina codificada pelo gene RERE se liga na
proteina COUP-TF1 (Bosch, Boonstra et al. 2016) através de interagdes com os dominios
ELM2 e SANT da proteina RERE, agindo assim como um receptor nuclear (Wang, Rajan
et al. 2006). Também foi observado, desta vez em camundongos knockout para o gene
NR2F?2 e/ou RERE, que ocorreram falhas na ativagdo da transcricdo de alvos de acido

retindico (vit. A), e danos no neurodesenvolvimento (Fregeau, Kim et al. 2016). O gene
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NR2F?2 ¢ da mesma familia que o gene NR2F 1, portanto, possivelmente falhas nesse gene
pode também causar falhas na ativagdo da transcricdo de alvos de acido retindico
(Vilhais-Neto, Maruhashi et al. 2010).

O gene NR2F1 (Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F Member 1), também
conhecido como COUP-TFI (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription
Factor), o qual se liga ao promotor da ovalbumina e, em conjunto com a proteina S300-
II, estimula a iniciagdo da transcricdo (Wang, Tsai et al. 1989). Ele pertence a
superfamilia de receptores de esterdide / hormonio tireoidiano (Qiu, Krishnan et al. 1995),
estd associado a via de regulacdo de transcri¢do do acido retindico (Berenguer, Meyer et
al. 2020) e regula o desenvolvimento do olho, atuando na morfogénese da vesicula Optica
(Tang, Xie et al. 2010). Estudos anteriores indicam que alteragdes no gene causam atrofia
optica com deficiéncia intelectual (Bosch, Boonstra et al. 2014), deficiéncia visual
cerebral (Bosch, Boonstra et al. 2016) e alteragcdes no neurodesenvolvimento (Bertacchi,
Parisot et al. 2019).

O gene TCF4 (Transcription Factor 4) ¢ um fator de transcrigdo hélice-alga-hélice
basico (Mesman, Wever et al. 2021). Ele esta associado com a diferenciagdo do sistema
nervoso dos vertebrados e do desenvolvimento do cortex (Brockschmidt, Todt et al.
2007), além de diferenciacao de oligodendrocitos em parceria com o gene OLIG2 (Wedel,
Frob et al. 2020). Alteragdes nesse gene podem causar a distrofia endotelial de Fuchs; em
interagdo com o gene AGBLI (Riazuddin, Vasanth et al. 2013), a Sindrome de Pitt-
Hopkins, colangite esclerosante primaria e também tem associacdo com esquizofrenia
(Forrest, Hill et al. 2014).

Para tentar compreender se os 3 genes (RERE, NR2F1 e TCF4) possuem algum
tipo de relagdo com o desenvolvimento e/ou manutengdo da visdo, realizamos analise de

interagdo molecular entre eles, e observamos que RERE est4 diretamente conectado com
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NR2F1 em redes de interacdo proteina-proteina (Figura 3B), os quais foram
demonstrados experimentalmente e por analises de co-expressdao. Também observamos
que hd intera¢do genética indireta de RERE com o fator de transcricdo T7CF4 (Figura 3A).
Neste ultimo caso, RERE interage com os seguintes genes do atlas OftGenetics: HEXA,
NRGI, POGZ, SLC5242 e KCNMA . Estes mesmos genes também interagem com 7CF4.

Outro gene investigado, 0 HEXA (Hexosaminidase Subunit Alpha), é traduzido
em uma proteina que forma a subunidade alfa da enzima lisossomal beta-
hexosaminidase, que junto com a proteina ativadora do cofator GM2, degradam o
gangliosideo GM2 (Dersh, Iwamoto et al. 2016). O gangliosideo GM2 normalmente esta
associado na regulacdo da dendritogénese em neurdnios corticais piramidais (Walkley,
Siegel et al. 1995). O actiimulo de GM2 nos lisossomos das células neuronais causa
edema, e também degeneragdo neuroldgica, e variantes genéticas nesse gene causam a
doenga de Tay-Sachs (Zhang, Chen et al. 2019). Esta doenca ¢ causada por uma
neurolipidose, e ¢ caracterizada por ocorréncia de fraqueza progressiva, déficit motor e
neuroldgico, e presenca de macula em cereja associada a baixa visdo e cegueira (Toro,
Shirvan et al. 1993). As alteragdes do fundo de olho dessa doenga, a méacula em cereja,
se deve ao acumulo de GM2 nas células ganglionares da retina (Cheema, Waheed et al.
2019).

Outro gene da base criada, o NRGI, ¢ traduzido em uma proteina que esta
associada com a regulacdo das células de Schwann, atuando em sua proliferacdo,
migragdo e mielinizacdo através de sua ligacdo com os receptores ERRB2/3 (Newbern
and Birchmeier 2010). O gene também foi associado a esquizofrenia devido a alteragdes
de mielinizagdo e migracdo neuronal encontrados em cérebros de pacientes
esquizofrénicos (Corfas, Roy et al. 2004), os quais apresentam alteracdes na

movimenta¢do do olhar (SPEM) (Kim, Park et al. 2012). Em estudos experimentais, a
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proteina NRG-1 mostrou-se diminuida em células ganglionares da retina e esta redugao
de expressdao pode contribuir para a morte destas células no glaucoma (Wang, Huang et
al. 2009).

O gene POGZ (Pogo Transposable Element Derived With ZNF Domain) ¢
traduzido para uma proteina de liga¢do a de heterocromatina proteina 1, que contém um
agrupamento de multiplos dedos de zinco do tipo C2H2, um dominio de ligagdo de DNA
semelhante a proteina centrdmero (CENP), e um dominio DDE que pode regular a
expressao génica (Stessman, Willemsen et al. 2016) durante a mitose (Nozawa, Nagao et
al. 2010). Alteragdes nesse gene causam a Sindrome de White-Sutton (Assia Batzir,
Posey et al. 2020) na qual os individuos apresentam alteragdes visuais (hipermetropia) e
distirbios do neurodesenvolvimento (Ibaraki, Hamada et al. 2019). Encontramos
fenotipos oculares associados também a este gene, onde incluem-se: erros refracionais,
estrabismo, ceratite e méacula em cereja (Stessman, Willemsen et al. 2016).

O gene SLC5242 (Solute Carrier Family 52 Member 2) é traduzido para uma
proteina de membrana que pertence a familia dos transportadores de riboflavina. A
riboflavina ¢ percursor do mononucleotideo de flavina (FMN) e do dinucleotideo de
flavina adenina (FAD), ambos, usados na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(Manole, Jaunmuktane et al. 2017). Alteracdes nesse gene causam a Sindrome Brown-
Vialetto-Van Laere 2 (Johnson, Gibbs et al. 2012) e alguns fendtipos observados
apresentam atrofia optica (Babanejad, Adeli et al. 2018).

O gene KCNMA I (Potassium Calcium-Activated Channel Subfamily M Alpha 1)
traduz a subunidade a do canal de potassio e céalcio que esta associada a excitabilidade
neuronal e repolarizagdo de membrana, e ¢ expresso em varios tecidos (Liang, Li et al.
2019). Alteragdes nesse gene foram associadas a TEA (Wu, Li et al. 2020), com diversos

SNPs associados a miopia de alto grau (Wong, Hysi et al. 2019). Outro estudo revelou
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que variantes genéticas nesse gene podem levar a alteragdes em células bipolares da
retina, através de alteragdes observadas em exames de eletrorretinograma e teste de
sensibilidade de contraste (Perche, Lesne et al. 2022).

Além da interacdo entre os genes descritos, também investigamos,
complementarmente, o perfil de expressdo dos genes RERE, NR2F1 ¢ TCF4 no cérebro
e em outras partes do corpo. Utilizando bases de dados com expressdo génica de tecidos
humanos, observamos que os 3 genes sdo expressos em cérebro e em retina (Figuras 6A-

6C, Figuras 7A-7C, Figuras 8 A-8C) e em outros tecidos do corpo (Figuras 6B, 7B, 8B).
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Figura 6 — Expressio do gene RERE em diferentes compartimentos cerebrais e

partes do corpo. A) Expressio do gene RERE na base HPA — Niveis de expressio de RNA
normalizados (nTPM) mostrados para as 13 regides do cérebro. A codificacdo de cores ¢ baseada na regiao
do cérebro e a barra mostra a maior expressdo entre as sub-regides incluidas; B) Expressao do gene RERE
na base GTEx dataset para cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue
Expression (GTEx) sdo relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes
amostras individuais para a respectiva sub-regido. A maior expressao entre as sub-regioes representa a
regido do cérebro; C) Expressdo do gene RERE na base FANTOMS dataset: Dados de tecido para expressao
de RNA obtidos através de “Cap Analysis of Gene Expression” (CAGE) gerados pelo projeto FANTOMS
sdo relatados como “Scaled Tags Per Million”; D) Expressdo do gene RERE na base GTEx dataset para
cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression (GTEx) sdo
relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes amostras individuais para
a respectiva sub-regido. A maior expressao entre as sub-regides representa a regido do cérebro; E)
Expressao do gene RERE na base HETA para multiplos tecidos oculares, com valores normalizados a partir
das reads.
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Figura 7 — Expressao do gene NR2FI em diferentes compartimentos cerebrais e

partes do corpo. A) Expressio do gene NR2FI na base HPA — Niveis de expressdo de RNA
normalizados (nNTPM) mostrados para as 13 regides do cérebro. A codificag@o de cores ¢ baseada na regido
do cérebro e a barra mostra a maior expressao entre as sub-regides incluidas; B) Expressdo do gene NR2F'[
na base GTEx dataset para cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue
Expression (GTEX) sdo relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes
amostras individuais para a respectiva sub-regido. A maior expressdo entre as sub-regides representa a
regido do cérebro; C) Expressdo do gene NR2FI na base FANTOMS dataset: Dados de tecido para
expressdo de RNA obtidos através de “Cap Analysis of Gene Expression” (CAGE) gerados pelo projeto
FANTOMS sao relatados como “Scaled Tags Per Million”; D) Expressao do gene NR2F[ na base GTEx
dataset para cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression
(GTEx) sao relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes amostras
individuais para a respectiva sub-regido. A maior expressdo entre as sub-regides representa a regido do
cérebro; E) Expressao do gene NR2FI na base HETA para multiplos tecidos oculares, com valores
normalizados a partir das reads.
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normalized reads

log10(TPM+1)

Gene expression for NR2F1 (ENSG00000175745.11)
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Figura 8 — Expressio do gene 7CF4 em diferentes compartimentos cerebrais e

partes do corpo. A) Expressio do gene TCF4 na base HPA — Niveis de expressio de RNA
normalizados (nNTPM) mostrados para as 13 regides do cérebro. A codificag@o de cores ¢ baseada na regido
do cérebro e a barra mostra a maior expressao entre as sub-regides incluidas; Expressdo do gene 7CF4 na
base GTEx dataset para cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue
Expression (GTEX) sdo relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes
amostras individuais para a respectiva sub-regido. A maior expressao entre as sub-regides representa a
regido do cérebro; Expressdao do gene 7CF4 na base FANTOMS dataset: Dados de tecido para expressao
de RNA obtidos através de “Cap Analysis of Gene Expression” (CAGE) gerados pelo projeto FANTOMS
sdo relatados como “Scaled Tags Per Million”; B) Expressdo do gene TCF4 na base GTEx dataset para
cérebro: Os dados de tecido RNA-seq gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression (GTEx) sdo
relatados como nTPM médio, correspondendo aos valores médios das diferentes amostras individuais para
a respectiva sub-regido. A maior expressdo entre as sub-regides representa a regido do cérebro; C)
Expressao do gene 7CF4 na base HETA para multiplos tecidos oculares, com valores normalizados a partir
das reads. D) Expressdo do gene TCF4 na base GTEx dataset para cérebro: Os dados de tecido RNA-seq
gerados pelo projeto Genotype-Tissue Expression (GTEx) sdo relatados como nTPM médio,
correspondendo aos valores médios das diferentes amostras individuais para a respectiva sub-regido. A
maior expressao entre as sub-regioes representa a regido do cérebro; E) Expressdo do gene 7CF4 na base
HETA para multiplos tecidos oculares, com valores normalizados a partir das reads.
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D) Gene expression for TCF4 (ENSG00000196628.15)
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No cérebro, o gene RERE ¢ expresso em diferentes compartimentos, incluindo nas

regides responsaveis pelo processamento visual (occipital, cortex visual), com destaque
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também para expressao no cerebelo e em retina. Além disso, RERE também apresenta
expressdo em trato gastrointestinal e coracdo, demonstrando que esse gene também ¢
expresso diferencialmente em outros tecidos, apresentando variagdes nos fenotipos
associados a tal gene (Fregeau, Kim et al. 2016).

O gene NR2FI esta relacionado ao desenvolvimento do sistema nervoso
(Bertacchi, Romano et al. 2020), sendo muito expresso em cérebro e retina. Alteragdes
nesse gene estdo relacionados como causa de atrofia Optica (Bosch, Boonstra et al. 2014).

O gene TCF4, assim como os genes RERE e NR2F 1, também apresenta expressao
elevada em cerebelo e sistema nervoso, mas se comparado com os outros dois, ¢ 0 menos
expresso na retina. Alteragdes genéticas neste gene ja foram associadas como causa de
problemas oculares, incluindo distrofia de cérnea e alteragdes na camada plexiforme
interna da retina, a qual foi observada em pacientes com sindrome de Pitt-Hopkins. Isso
sugere que ha envolvimento desse gene do desenvolvimento do olho, principalmente em
sua fase tardia na qual a camada plexiforme interna da retina e a cornea estdo envolvidos

(Brockschmidt, Filippi et al. 2011).

5.5 Classificaciao dos genes quanto ao grupo de patologias associadas

Na base OftGenetics, os genes catalogados foram classificados em 2 grupos
distintos de DSNC: distirbios do neurodesenvolvimento e doengas neurodegenerativas.
A classificacao dos genes em grupos permite uma melhor compreensdo da funcdo de cada
uma, com o tipo de doenca relacionada. Além disso, utilizando dados de interagdo
molecular ja apresentados, também ¢ possivel determinar relagdo de co-ocorréncia entre

fendtipos que aparentemente ocorrem em mais de um tipo de doenca.

5.5.1 Genes relacionados com distirbios neurodegenerativos
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O gene APOE (Apolipoprotein E) ¢ traduzido na maior apoproteina do cérebro
(Margeta, Letcher et al. 2020). As apoproteinas sdo fundamentais no metabolismo de
lipideos, pois € a partir do seu processamento que sdo sintetizados lipideos essenciais para
o desenvolvimento das células, onde incluem-se também os acidos graxos (Bales 2010).
Portanto, falhas neste gene causam problemas no metabolismo de lipideos, contribuindo
para alteragdes de desenvolvimento de diversos tipos de células nervosas, como células
ganglionares (Amaratunga, Abraham et al. 1996). Devido seu papel relacionado com
metabolismo de lipideos, este gene estd associado com a doenga de Alzheimer (Huang
and Mahley 2014). No olho, a presenca do alelo €4 apresenta associagdo com glaucoma
priméario de angulo aberto (Al-Dabbagh, Al-Dohayan et al. 2009).

O gene APP (Amyloid Beta Precursor Protein) ¢ traduzido para uma proteina
precursora transmembrana que passa por um processo de proteodlise para producdo de
peptideos, onde inclui-se o amildide B (Nguyen 2019). A nivel celular, o amiloide B ¢
fundamental para o desenvolvimento (células NPC), diferenciacdo e migra¢do neuronal
(Zhou, Chan et al. 2011). Neste contexto, uma superexpressdo da proteina APP pode
causar acimulo de amildide B extracelular e, consequentemente, a formagao das placas
amiloides, que em cérebro esta relacionado com a ocorréncia da doenca de Alzheimer
(Ludewig and Korte 2017). Um estudo independente baseado em GWAS também
identificou que o gene APP ¢ um fator de risco significativo para a ocorréncia de
glaucoma e AD (Artero-Castro, Rodriguez-Jimenez et al. 2020), e também foi associado
com a ocorréncia de distrofia de cornea (Choi, Lee et al. 2019).

O gene BACEI (Beta-Secretase 1) € codificado para a maior molécula de beta-
secretase do corpo humano, a qual é responsavel por iniciar a protedlise da proteina APP
(Zhou, Qing et al. 2004). No cérebro, o gene BACEI apresenta papel critico no

desenvolvimento sinaptico e na sua plasticidade (Das and Yan 2017). Além disso,
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também foi demonstrada sua associagdo com plasticidade sindptica no cortex visual
(Petrus and Lee 2014). Alteragdes na expressao da proteina codificada a partir do gene
BACE] ja foram associadas com AD, uma vez que falhas neste gene interferem
diretamente na protedlise de APP (Okada, Zhang et al. 2010). Estudos com modelos
animais utilizando ratos demonstraram que os genes BACE] e APP sdo expressos em
fibroblastos localizados na cornea e na retina (Choi, Lee et al. 2019), o que sugere que
podem apresentar papel fundamental na visao.

O gene PINK] ¢ traduzido para uma proteina do tipo serina/treonina quinase, que
¢ clivada ao ser translocada para o interior da mitocOndria, para atuar na prote¢dao da
célula contra apoptose quando induzida pelo estresse oxidativo (Deas, Plun-Favreau et
al. 2009). Foi identificado que formas recessivas do gene PINK/ tem associacdo com a
doenga de Parkinson (Nguyen, Padman et al. 2016). Também foi observado que em
glaucoma, falhas no gene PINKI e PRKN, em células ganglionares (responsaveis pela
formacao do nervo Optico), geram problemas na homeostase mitocondrial e incapacidade
da célula contra o estresse excessivo, causando citotoxicidade que induz morte da célula
por mitofagia (Quinn, Moreira et al. 2020). Além disso, falhas no funcionamento da
proteina PINK 1 também estdo associadas a distrofias corneanas, que sdo ocasionadas por
danos nas células endoteliais da cornea, as quais sdo ricas em mitocondrias (Miyai,

Vasanth et al. 2019).

5.5.2 Genes relacionados com Disturbios do Neurodesenvolvimento

O gene CDH?22 ¢ membro da superfamilia das caderinas (Saariméki-Vire, Alitalo
et al. 2011). Expresso principalmente no cérebro, o gene CDH22 estd envolvido no
desenvolvimento neural (Mayer, Bercsényi et al. 2010). Foi demonstrado que as

caderinas estdo associadas com a metilagdo do DNA, e alteragdes de metilagdo estdo
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associadas a esquizofrenia (Burghardt, Goodrich et al. 2018). Além disso, tipos
especificos de caderinas tém associagdo com células bipolares retinianas, e estdo
associadas ao processamento visual da retina (Duan, Krishnaswamy et al. 2014).
Alteragdes neste gene ja foram associadas com a alteragdes da movimentagdo do olhar
(SPEM) (Kikuchi, Miura et al. 2018).

O gene S100410 produz a proteina pll que estd associada a modulacdo de
proteinas alvo na célula, que ¢ induzida em resposta a sinais de célcio (CA) intracelular
(Rescher and Gerke 2008). A proteina pll ¢ a Unica da familia S100 que, devido a
mutagdes nos sites de ligagdo do CA, torna-se insensivel ao CA e ¢ continuamente ativada
(Svenningsson and Greengard 2007). A proteina P11 (S100A10), quando menos
expressa, esta associada a depressao, disturbio bipolar, suicidio e esquizofrenia (Sanders,
Goring et al. 2013). Em estudos GWAS, foi identificada correlacdo significativa de SNP
no gene S100410 (p<0.05) com pacientes com esquizofrenia contendo disfun¢do do
movimento ocular (Kikuchi, Miura et al. 2018).

O gene THEM4 faz parte da superfamilia das tioesterases envolvidas no
metabolismo de 4cidos graxos mitocondriais (Maira, Galetic et al. 2001), e estd envolvido
no processo de apoptose (Ono, Sakoda et al. 2007). A expressao da THEM4 ¢ aumentada
na presenca de vitamina D e a deficiéncia desta vitamina esta associada a doengas
neurodegenerativas como AD e Parkinson (Berridge 2015). Estudos de GWAS também
demostraram associagdo significativa desse gene com alteragdo do movimento ocular
(SPEM) em pacientes com esquizofrenia (Kikuchi, Miura et al. 2018).

O gene CHD7 ¢ um provavel regulador de transcri¢do (Zentner, Hurd et al. 2010).
Tal gene regula a proliferacdo de células troncos neurais do tipo NSPC (neural
stem/progenitor cells) e tem interagdo fisioldgica com o gene SOX2 em humanos (Ohta,

Yaguchi et al. 2016). Mutagdes deste gene estdo associadas a TEA (Feng, Kawauchi et
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al. 2017). Outros fen6tipos associados a ele ¢ a sindrome CHARGE, que apresenta como
caracteristicas: colobomas, alteragdes cardiacas, atresia de coanas e retardo de
crescimento e desenvolvimento (Janssen, Bergman et al. 2012).

O gene CTNNBI ¢ um gene que desempenha um papel fundamental na adesdo

celular e na via de sinalizagdo Wnt (Li, Xu et al. 2017). A proteina 3 catenina produzida

por este gene, na via Wnt, regula o desenvolvimento do telencéfalo ventral (Gulacsi and
Anderson 2008) e também o desenvolvimento neuronal e do cortex cerebral (Bae and
Hong 2018). Alteragdes nesse gene tem associagdo com TEA (Krumm, O'Roak et al.
2014). Foi demonstrando também que mutacdes nesse gene podem causar alteragdes na
retina, cristalino e opacidades vitreas (Li, Xu et al. 2017) e a vitreorretinopatia familiar
exsudativa (FEVR) (Coussa, Zhao et al. 2020).

O gene SOX2 ¢ um fator de transcricdo envolvido no desenvolvimento da crista
neural e no desenvolvimento neuronal (Wakamatsu and Uchikawa 2021). Ele ¢ expresso
amplamente em tecido neural primordial, auxiliando em sua diferencia¢do e no
desenvolvimento do SNC, e também na formacdo e manuten¢do do olho (Pevny and
Nicolis 2010). Alteracdes nesse gene, como a insuficiéncia hapléide, sdo responsaveis
por 10% dos casos de anoftalmia em humanos (Taranova, Magness et al. 2006).

O gene PAX6 ¢ um fator de transcricdo envolvido no desenvolvimento de varios
orgdos, entre eles o cérebro e o olho (Haubst, Berger et al. 2004). Por ser um fator de
transcricdo, regula a expressdo de muitos genes durante a formacao do cortex cerebral e
esta associado a muitos genes relacionados ao TEA (Kikkawa, Casingal et al. 2019),
incluindo diversos fenotipos comportamentais do autismo (Lima Cunha, Arno et al.
2019). No olho, age na diferenciagdo do cristalino e no desenvolvimento da retina
(Ashery-Padan and Gruss 2001). Mutagdes nesse gene estdo associadas a aniridia

(M.Hanson, Seawright et al. 1993).
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5.6 Genes da RSL em bases de dados de oftalmogenética

A RSL trouxe alguns genes que supostamente estdo envolvidos com problemas
de visdo, e na busca por eles, em base de dados de oftalmogenética, verificamos que
alguns ndo encontram-se descritos. Neste contexto, as bases de dados investigadas foram:
RetNet, ClinVar, Retinogenetics, KMeyeDB RetinoBase e EyeSite.

Dentre todas as bases de oftalmogenética, RetNet ¢ a mais popular para uso clinico
oftalmoldgico. Ela ¢ uma base que lista os genes baseado apenas em dados da literatura.
O fato de um gene ndo ser encontrado nessa base requer atengdo, pois ela ¢ usada como
referéncia na area de oftalmogenética e devido ao seu foco, em doencas hereditarias da
retina, limita sua busca por genes. Dentre os 33 genes encontrados em nossa revisao, que
fazem parte da base criada OftGenetics, somente 6 encontram-se presentes bases de dados
de RetNet, que sdo os genes ABHDI12, EMCI, FLVCRI, ITMB2, OTX2 e NR2F1. Os
genes ABHD12, EMCI, FLVCRI, OTX2 também foram encontrados na base de dados
Retinogenetics. Em todas as demais bases de dados de oftalmogenética publicadas,
intrigantemente nenhum gene da pesquisa foi encontrado. Tais genes sdo importantes
para a visdo, e sdo descritos a seguir.

O gene ABHDI12 (Abhydrolase Domain Containing 12, Lysophospholipase)
codifica uma serina hidrolase de membrana integral, e possui alta expressdo no sistema
nervoso central (SNC) e em células imunes inatas, incluindo microglia e macrofagos
(Ichu, Reed et al. 2020). Ele estd associado a vias de lisofosfatidilserina e/ou
endocanabindides, e ¢ responsavel pela doenca neurodegenerativa PHARC
(polineuropatia, perda auditiva, ataxia, retinose pigmentar e catarata de inicio precoce)
(Tingaud-Sequeira, Raldua et al. 2017). Além de RetNet, este gene também ¢ descrito na

base Retinogenetics, como causa de PHARC.
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O gene EMC1 (ER Membrane Protein Complex Subunit 1) codifica uma proteina
transmembrana tipo I que ¢ uma subunidade do complexo de proteinas da membrana do
reticulo endoplasmatico (EMC) (Cabet, Lesca et al. 2020). Alteragcdes no reticulo
endoplasmatico estdo associados a epilepsia, doencas neurodegenerativas, doengas do
metabolismo e alteracdo e deficiéncia visual (Geetha, Lingappa et al. 2018). Estudos com
Drosophila demonstraram que EMC desempenha papel fundamental na biogénese e
homeostasia da rodopsina, que tem papel importantissimo na visao, pois € a partir da sua
ativagdo, em resposta a luz, que se inicia a cascata de fototransduc¢ao que produz sinais
elétricos na retina, sendo que sua perda causa degeneragdo na retina (Satoh, Ohba et al.
2015).

O gene FLVCRI (The Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor 1) produz uma
proteina que ¢ exportadora de heme, cofator essencial em varios processos biologicos
(Grudzinska Pechhacker, Yoon et al. 2020). A isoforma FLVCRIa ¢ importante para
sobrevivéncia neuronal € manuten¢do de sua especializagdo em diversos 6rgaos e tecidos
como cérebro, retina e medula espinhal (Castori, Morlino et al. 2017). Mutagdes
recessivas deste gene estdo relacionadas com ataxia da coluna posterior e retinose
pigmentar (Rajadhyaksha, Elemento et al. 2010).

O gene ITM2B (Integral Membrane Protein 2B) codifica uma proteina de
membrana tipo 2 BRI2, que atua interagindo fisiologicamente com a proteina percursora
do amiloide B (Yao, Yin et al. 2019). Além disso, a proteina também atua como inibidor
do amiloide B, que esta relacionado com a doenca de Alzheimer (Wohlschlegel, Argentini
et al. 2021) e distrofia retiniana (Nassisi, Wohlschlegel et al. 2021).

O gene OTX2 (Orthodenticle Homeobox 2) ¢ um fator de transcri¢ao relacionado
com desenvolvimento do cérebro, cerebelo, glandula pituitaria (Gregory, Gergics et al.

2021), formagdao da retina, diferenciacdo dos fotorreceptores (Ghinia Tegla,
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Buenaventura et al. 2020), e pode estar relacionada com hipoplasia de nervo 6ptico e TEA
(Chen, Yin et al. 2017). OTX2 ¢ expresso no plexo coroidal e estd associado a
neurogénese (Planques, Oliveira Moreira et al. 2019). Este gene também tem associagdo
com neurdnios dopaminérgicos, participando da regulacdo da substancia nigra, e por isso
também esta associado a Doenga de Parkinson (Simeone, Di Salvio et al. 2011).

A presengca de somente 6 genes da base OftGenetics em bases de dados de
oftalmogenética publicas nos faz questionar se falta, na literatura, trabalhos com enfoque
em genética. Além disso, tal questionamento também sugere que falta uma visdo mais
detalhada das alteragdes oftalmoldgicas descritas nos individuos reportados pelos
trabalhos, e a importancia de se pesquisar possiveis alteracdes oftalmologicas que podem

ser encontradas nesse grupo de disturbios cerebrais.

5.7 Analise dos genes encontrados em amostras de transcriptoma (RNA-seq) de
pacientes com disturbios do neurodesenvolvimento (DN)

A partir dos dados da base OftGenetics, foi feita uma investigagao para verificar
a possibilidade de encontrar genes associados com problemas de visdo em amostras
celulares de disturbios e transtornos mentais. Para tal, foram obtidos dados de amostras
de transcriptomas publicos (amostras n=525 de 18 projetos). Tais amostras foram
copiadas e analisadas por ferramentas de bioinformatica, e foram considerados genes
diferencialmente expressos aqueles que apresentaram nivel de significancia de p< 0,05
(Tabela 4). Do total de projetos analisados, somente 8 apresentaram amostras com

significancia estatistica.

54



Tabela 4- Resultados da analise dos bancos de dados de transcriptomas publicos

com os genes encontrados da RSL com significincia estatistica de p< 0,05. Legenda:
GENES: identifica¢do do gene, TEA (transtorno espectro autismo), BPD (transtorno Bipolar), RTT (sindrome de
Rett), FXS (sindrome do X fragil) ou SCZ (esquizofrenia), numero associado ao tipo de transtorno=identificacdo da
amostra apresentada na Tabela 2.

GENES TEA TEA TEA | RTIT FXS BPD SCZ SCZ
12 18 21 30 02 07 01 09
ABHDI?2 0.001

APOE 0.010 | 0.037 | 0.019

APP 0.000 0.013 0.009
BACEI

BDNF 0.000

CASK 0.006 0.007
CDH?22 0.000 0.017
CHD7 0.000 | 0.040 0.000
CTNNB1 0.000
EMCI 0.000 0.000 0.008
FLVCRI
HEXA 0.000
HOXAI
ITM2B 0.026 0.031 | 0.000
KCNMAI 0.000
NR2F] 0.000

NRGI 0.001 | 0.002 0.007 | 0.001
NXNLI 0.012 0.023
o1X2 0.002 0.000

PAX6 0.001 | 0.032 | 0.048 0.000 0.000
PINK1 0.002

PITX3
POGZ
PRKN 0.007 0.000
PRRI2 0.036
RERE

S§100410 0.000 0.005 0.000
SLC5242

SOX2 0.002 | 0.017 0.000 0.046
SPATAS 0.015
TCF4 0.023
THEM4 0.000 0.007
VAMP? 0.005 0.009
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No total, 26 genes apresentaram, em pelo menos 1 transtorno mental, alteragdo de
expressdo com significancia estatistica. O gene que se apresentou significativamente
alterado em mais amostras de transtornos mentais foi o PAX6, em 5 condig¢des (Tabela
4). Os genes NRG e SOX2 apresentaram significancia estatistica em 4 amostras, seguidos
dos genes APP, S100410, EMC1, CHD7, ITM2B e APOE com 3 resultados significativos
(Tabela 4).

O gene PAX6 ¢ um fator de transcricdo e esta relacionado ao desenvolvimento
neuroldgico e formacdo do olho (Ashery-Padan and Gruss 2001), principalmente a iris
(M.Hanson, Seawright et al. 1993). Na busca da literatura realizada neste estudo
encontramos associagcdo do PAX6 com TEA (Kikkawa, Casingal et al. 2019), justificando
a associagdo encontrada de alteragdes de expressio em amostras de TEA dos
transcriptomas publicos. O gene PAX6 ndo estava descrito nas bases de dados de
oftalmogenética por ndo apresentar associagdes com doengas hereditarias da retina.

O gene NRGI, descrito anteriormente, apresenta associacdo com esquizofrenia
(Corfas, Roy et al. 2004) e glaucoma (Wang, Huang et al. 2009). No caso da analise dos
dados de RNA-seq, também foi identificada alteracdo significativa de expressdo em
diferentes condi¢des mentais, como TEA, Transtorno Bipolar e Sindrome de Rett. O gene
SOX2 estd associado ao desenvolvimento neural (Wakamatsu and Uchikawa 2021) e
formag¢do do olho (Pevny and Nicolis 2010). Na andlise sua expressdo, apresentou-se
alterado em amostras de TEA, BPD e esquizofrenia.

Os genes PITX3 e HOXAI ndo apresentaram alteragdes significativas nas
amostras analisadas, demonstrando novamente que provavelmente ndo tem associagdes
diretas com alteragdes oftalmoldgicas. A expressdo alterada desses genes nesses dados de
transcriptoma pode servir de comprovagdo que alteragdes nas expressdes deles estaria

associada a distirbios do neurodesenvolvimento e alteragdes oftalmologicas.
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6. CONCLUSAO

Este estudo encontrou, através de uma RSL, 33 genes associados a alteragdes
oftalmoldgicas em individuos com patologias do sistema nervoso central (SNC), tanto
relacionados com distirbios do neurodesenvolvimento e/ou doengas neurodegenerativas.
Tais genes foram incorporados em uma base de dados, chamada OftGenetics. Foi
possivel, através de anélises de interacdes genéticas e moleculares, além de levantamento
e andlise de dados publicos de expressdo de transcriptomas, associar os genes da base
OftGenetics as patologias do SNC, e assim formular possiveis associagdes que
justifiquem os fendtipos oculares encontrados.

A partir dos dados da base OftGenetics, foi realizada uma busca em bancos de
dados publicos de referéncia médica em oftalmogenética, porém poucos genes foram
encontrados. A inexisténcia de tais genes evidenciou a falta de um enfoque detalhado de
problemas oftalmolégicos em individuos com patologias do SNC, indicando a
importincia na realizacdo de exames oftalmoldgicos em pacientes com distirbios do
neurodesenvolvimento e doengas neurodegenerativas.

Complementarmente, realizamos uma analise de bases publicas de transcriptomas
oriundos de individuos com distirbios do neurodesenvolvimento, com intuito de verificar
se os genes da base OftGenetics apresentam alteracdo significativa de expressao génica.
Nas andlises realizadas, identificamos que diversos genes da base OftGenetics
apresentam alteracdo significativa na expressdo génica, possivelmente justificando o
fendtipo encontrado, e a necessidade de buscar alteragdes oftalmologicas nos individuos
acometidos pelos disturbios.

Este estudo foi realizado de forma descritiva e analitica, e ndo teve como objetivo

provar associagdes, por isso somente foi realizada a descri¢do e analise in silico das
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associacdes encontradas. Porém, devido a profundidade e nivel de evidéncias levantadas
neste trabalhos, ¢ fato que os dados deste estudo podem auxiliar em pesquisas futuras,
para um melhor entendimento do mecanismo fisiopatoldgico das patologias do SNC, com
foco na area oftalmologica, e desta forma proporcionar uma melhora na qualidade de vida
dos pacientes.

Como perspectivas futuras, planejamos a criagdo pratica, na forma de um portal
WEB de acesso publico, de uma base de dados de genética que associe genes com
alteragdes oftalmologicas e disturbios do sistema nervoso central. Isso permitirad auxiliar
pesquisadores a buscar associagdes entre as patologias e os genes, principalmente devido
ao baixo numero de genes da base OftGenetics, que foram encontrados em bases de

oftalmogenética existentes.
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