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RESUMO X

A dislexia é definida como um distdrbio, ou transtorno de aprendizagem na 4rea da leitura, escrita
e soletracdo, que ocorre apesar de uma adequada inteligéncia e oportunidade sociocultural. A
etiologia desse distirbio se deve, em parte, a um importante componente genético. Ao todo, nove
loci no genoma foram identificados por meio de estudos de ligacdo, e sete genes proeminentes
foram propostos como candidatos a dislexia: DYXICI, KIAA0319, DCDC2, ROBOI, MRPLI9,
C20RF3 e KIAAO319L, mas nenhuma mutacdo funcional nesses genes foi efetivamente
relacionada com a causa do distdrbio até o momento. O objetivo deste estudo foi verificar a
relacdo de dados moleculares com a manifestacdo do distirbio em 49 familias de escolares
brasileiros com diagndstico de dislexia. Para isso, foi investigada a presencga de grandes delecoes
e duplicacdes em algumas regides dos genes candidatos DCDC2, KIAA0319 e ROBOI pela
técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), utilizando o kit SALSA
MLPA P150 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). E além disso, foi realizado um
estudo de associacdo utilizando 4 SNPs (Single Nucleotyde polymorphisms) presentes no gene
DYXICI, que ja haviam sido relacionados com o fenétipo na literatura. A técnica de MLPA foi
aplicada pela primeira vez na pesquisa de mutacdes em genes candidatos para a dislexia, este
método foi reprodutivel e o padrdo de variacdo total por sonda foi baixo, porém a andlise ndao
revelou nenhuma delecdo ou duplicagcdo nas regides de ligacdo das sondas nos genes estudados.
Algumas modificacdes no kit de dislexia P150 foram sugeridas ao fabricante visando o
aprimoramento para estudos futuros. Na etapa seguinte, a genotipagem dos SNPs foi realizada
por PCR em tempo real, e a estratégia utilizada no estudo de associagdo foi o Teste de
Transmissdo de Desequilibrio de Ligacdao (TDT). Nenhuma associa¢do foi obtida para os
marcadores estudados. As aparentes discrepancias de nossos resultados com estudos anteriores
podem ser explicados pelas diferencas na defini¢cdo do fenétipo, a ancestralidade da amostra, o
desenho do estudo, e as interagdes com efeitos ambientais que diferem entre populacdes. Esse
resultado ndo descarta a participacdo do gene DYXICI na etiologia da dislexia, o aumento do
nimero da amostra e de marcadores para estudos posteriores é fundamental para que se possa
fazer uma anélise mais completa do envolvimento desse gene no fenétipo, o que poderd fornecer
importantes informagdes para o entendimento da dislexia e para futuros protocolos de

diagnésticos e de conduta para os individuos afetados.



ABSTRACT xi

Dyslexia or reading disability is a learning disorder associated with difficulty in learning to read,
writing and spelling, despite adequate intelligence and educational opportunities, with a
significant heritable trait. At least nine loci in the genome were related through linkage studies,
and seven prominent genes were associated with dyslexia: DYXICI, KIAA0319, DCDC2,
ROBOI, MRPLI19, C20RF3 and KIAAO3I9L but no functional mutation in these genes was
indeed related with the disorder cause so far. The intent of this study was access the contribution
of these genes in the learning disorder molecular etiology, in a sample 49 families of dyslexic
Brazilian individuals. Large deletions and duplications in the candidate genes DCDC2,
KIAA0319 and ROBO1 were investigated by Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) technique, using the SALSA MLPA P150 kit (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands). In addition, an association study was performed using 4 SNPs (Single Nucleotyde
polymorphisms) in DYXI1CI gene, which had already related to the phenotype in the literature.
The MLPA technique was applied for the first time in the search for candidate genes mutations in
dyslexia, this method was reproducible and the overall standard variation per probe was low, but
the analysis revealed no deletion or duplication in probes binding regions in the studied genes.
Some modifications in the SALSA MLPA P150 kit have been suggested to the manufacturer
attempting to improve it for future studies. In the next stage, SNPs genotyping was performed by
real time PCR, and the strategy used in the association study was the Transmission
Disequilibrium Test (TDT). No association was obtained for the markers. The apparent
discrepancies of our results with previous studies can be explained by phenotype definition
differences, the sample ancestry, study design, and interactions with environmental effects that
differ between populations. This result does not rule out the involvement of DYX1C1 gene in the
dyslexia etiology, the increase of the sample and markers numbers for future studies is essential
to make a more complete analysis of this gene involvement in phenotype, which may provide
important information to the dyslexia understanding and future diagnostic protocols and conduct

for affected individuals.
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prémio nobel de literatura em 1953.
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Em nossa sociedade, cada vez mais o dominio da linguagem escrita € essencial para se
obter sucesso, pois grande parte das informagdes sdo fornecidas por meio da palavra escrita. A
maioria das pessoas que se comunicam através desta linguagem sao capazes de realizar a leitura
sem esforcos e de forma tdo simples que € quase impossivel olhar uma palavra sem 1é-la, tendo
ou ndo algum significado. No entanto, muitas pessoas, tém dificuldade para atingir um nivel
satisfatorio ou bom de leitura. E muitas vezes, isso se deve a um distirbio de aprendizagem de
origem constitucional: a dislexia.

Os estudos a respeito deste distirbio tem se tornado, na atualidade, o tema central de
muitas pesquisas em todo o mundo, ndo apenas relacionados ao diagndstico clinico e aos aspectos
relevantes de intervengdes, mas também aos seus fatores causais. Os fatores genéticos t€m
ganhado um foco especial, j& que importantes descobertas foram realizadas nessa drea.
Entretanto, ainda hd um longo caminho a ser percorrido na busca da etiologia da dislexia.

A seguir serd realizada uma revisao da literatura abordando os tépicos mais relevantes
sobre esse tema. Sua problematica, defini¢ao e classificacao, bem como, os fatores envolvidos na
etiologia desse disturbio de aprendizagem dando €nfase ao aspecto genético, tema central deste

estudo.

1.1 A Aprendizagem da Leitura

O desenvolvimento da aprendizagem estd diretamente relacionado ao da linguagem. A
leitura e a escrita sdo as formas mais elevadas da linguagem, que exigem um processo
neuropsicolégico altamente complexo, cujo desenvolvimento se susenta por uma estrutura
anatomofuncional geneticamente determinada e também pelo estimulo verbal dado pelo meio.

Para melhor entender como se dd o processo de aprendizagem da leitura e escrita, é
necessario conhecer, de forma geral, como funciona o cérebro. Tendo em consideracdo que a
maioria das definicdes sugerem que a dislexia se deve a alteragdes no sistema nervoso central,
faremos uma breve abordagem ao que a literatura refere sobre os diferentes substratos

neuroldgicos envolvidos na leitura, e suas fungdes nessa tarefa complexa.

1.2 O Cérebro e a Linguagem
Para compreender como a linguagem estd localizada, nés temos que considerar

primariamente o cortex cerebral. O cortex de cada um dos dois hemisférios € dividido em quatro
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lobos anatomicamente distintos: frontal, parietal, occipital e temporal (Figural). Estes lobos sdao
especializados em sua funcdo. Segundo Kandel e Schwartz (1985), o lobo frontal estd
amplamente relacionado com o planejamento € com o movimento, o parietal com sensacao
somadtica, o occipital com a visdo e o temporal com a audicdo, bem como a aprendizagem,
memoria e emocdes. Cada lobo tem circunvolugdes caracteristicas e dobras. As cristas das

circunvolugdes sdo denominadas giros. As ranhuras sdo chamadas sulcos ou fissuras.

Sulco Lobo
central parietal

Lobo

frontal Lobo

occipital
/

V5
Sulco ~
lateral /

Lobo temboral
Cerebelo

Figura 1 - Representacdo do Coértex Cerebral. (Adaptado de : http:// unisinos.br - acesso em nov/2010).

Muito do que se conhece sobre a localizacdo da linguagem vem de estudos de afasias
(disturbios na percepcdo e expressdao da linguagem). Broca (1861) descreveu o caso de um
paciente que tinha perdido a capacidade de falar embora pudesse compreender a linguagem. Ele
ndo podia formar sentencas fluentes nem expressar suas ideias na escrita. O exame de seu
cérebro, apds a morte, mostrou uma lesdo na por¢do posterior do lobo frontal esquerdo
(Dronkers, 2007), uma area atualmente conhecida como area de Broca.

Carl Wernicke, em 1876, descreveu um outro tipo de afasia, que envolve um
comprometimento da compreensao mais que da execucao (uma ma fungdo receptiva, opondo-se a
expressiva). Ele descobriu que este novo tipo de afasia tinha uma localiza¢do diferente daquela
descrita por Broca, a les@o estava localizada na parte posterior do lobo temporal, no giro temporal
superior esquerdo.

Wernicke postulou que a linguagem envolve regides sensoriais € motoras separadas. Ele
propds que a area de Broca controla o programa motor para coordenar os movimentos da boca
em fala coerente, e ele atribuiu a drea do lobo temporal que ele havia descoberto, a funcdo de

selecdo de palavras. (Kandel et al., 1997). Atualmente, pesquisadores reviram a ideia inicial de
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Wernicke, e o que se sabe no momento é que o modelo conexionista para a linguagem tem a

participacdo de um circuito inter-hemisférico (Lent, 2005).

Cortex motor Fasciculo
primario arqueado

Area de

; ! Cortex visual
Area de Giro primario
Wernicke angular

Cortex auditivo
primario

Figura 2 - Areas envolvidas no modelo Wernicke-Geschwind (Adaptado de: <http:// web.gc.cuny.edu>. Acesso em:

nov/2010).

Segundo Andrade, Di Bernardi e Barros (2004), para que ocorra a leitura, as regides
occipital e parietal sdo responsaveis pelo processamento de simbolos graficos e organizacio
visuoespacial da grafia, respectivamente. Consecutivamente, estas informagdes sdo reconhecidas
e decodificadas na area de Wernicke, onde haverd a compreensdo da linguagem e ativagdo do
cortex motor primario e da area de Broca.

O uso de técnicas de imagem cerebral confirmam esses achados (Figura 3) , e indicam que
as tarefas que exigem decodificacdo fonoldgica, como, por exemplo, a leitura de palavras
inventadas, levam ao aumento da ativacdo da por¢do posterior do lobo temporal superior. J4 as
palavras reais levam ao aumento da ativacdo da drea occipito-temporal. Esse circuito parece
participar do sistema de reconhecimento da forma visual (lexical) da palavra. H4, ainda, um
circuito anterior, centralizado no giro frontal inferior esquerdo, e que participa dos processos
fonoldgicos e articulatérios da leitura e, por isso, estd envolvido na leitura silenciosa e na

nomeacao (Pugh et al., 2000; Simos et al., 2002).
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Figura 3 - Areas envolvidas na leitura. Trés sistemas neurais para leitura sdo ilustradas na superficie do hemisfério
esquerdo: um sistema anterior na regido do giro frontal inferior (4rea de Broca), e dois sistemas posteriores, um na

regido parieto-temporal, e um segundo na regido occipito-temporal (extraida de Shaywitz e Shaywitz, 2008).

Embora vérios fatores possam influenciar a aprendizagem de uma crianga, existem
determinadas alteracdes, de origem organica, que prejudicam a aquisi¢cdo e o desenvolvimento da
leitura e da escrita.

Os distirbios de leitura foram primeiramente identificados no inicio do século XIX a
partir do estudo de adultos com lesdo cerebral. Referiam-se, portanto, a quadros de dislexia
adquirida, em que o problema de leitura é devido a lesdo cerebral ocorrida apds a alfabetizacao
(Novick e Arnold, 1988). Ou seja, na dislexia adquirida, as habilidades de leitura/escrita, ja
normalmente desenvolvidas, sdo perdidas como resultado de uma lesdao no cérebro.

E importante diferenciar, entdo, a dislexia adquirida da dislexia de desenvolvimento, na
qual o fracasso na aquisi¢do da completa competéncia na leitura/escrita é de origem

constitucional, (Pinheiro, 1995; Spreen, Risser e Edgel, 1995). No item a seguir serdo abordados

os principais aspectos da dislexia do desenvolvimento, sua defini¢do, etiologia e classificagao.

1.3 Dislexia do desenvolvimento

Conforme ja mencionado, na dislexia do desenvolvimento ndo hd uma lesdo cerebral
evidente, e a dificuldade surge durante a aquisicdo da leitura pela crianga. Em uma descri¢io
histérica da dislexia do desenvolvimento, Rotta e Pedroso (2006) descrevem que em 1872 foi
utilizado pela primeira vez o termo dislexia por Kerr. Em 1884, Reinhold Berlim a definiu como
uma condi¢do que ocorria quando um individuo de inteligéncia normal tinha dificuldade para a
leitura. Nesta época, a dislexia foi associada ao hemisfério esquerdo do cérebro, porém os

pesquisadores estavam concentrados na possibilidade de ser um problema primariamente visual.
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1.3.1 Definicao atual

A dislexia do desenvolvimento € um disturbio neurolégico, com um importante
componente genético (Taipale et al., 2003), que prejudica, especificamente, a aprendizagem da
leitura. Sua caracteristica fundamental € a dificuldade para adquirir fluéncia na leitura de
palavras, e baixa habilidade de soletracdo e decodificacdo (Pugh et al., 2000; Eden e Moats,
2002; Lyon et al., 2003). A fluéncia na leitura é mais comumente definida como a habilidade de
ler textos rapidamente, precisamente, € com expressdo apropriada. Para leitores nao-fluentes, o
processo da leitura € laborioso e lento, e eles geralmente possuem dificuldade na aprendizagem
do conteddo lido. (National Reading Panel, 2000; Kuhn e Stahl, 2003).

Em 2003, o Comité da Associacdo Internacional de Dislexia revisou a proposta de Lyon et
al. (2003) em definir a dislexia como um transtorno especifico de aprendizagem, de origem
neurobioldgica, caracterizada por dificil reconhecimento fluente de palavras e poucas habilidades
de ortografia e decodificacdo. Essas dificuldades sdo resultantes de uma deficiéncia no
componente fonoldgico da linguagem, inesperado quando comparado com a instru¢do efetiva na
sala de aula, outras habilidades cognitivas, ,adequada inteligéncia e oportunidade sociocultural.
Como consequéncia podem surgir problemas na compreensao da leitura, impedindo a aquisicao
do vocabulario e do conhecimento em geral.

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais DSM-IV-TR (2002) o
rendimento na leitura, medido por testes padronizados, de corre¢cdo ou compreensdo de leitura,
estd acentuadamente abaixo do nivel esperado, considerando a idade cronoldgica, a medida da
inteligéncia e o nivel escolar, préprios da idade do individuo. A caracteristica da leitura, tanto
silenciosa como oral, nestes individuos é marcada por distor¢des, substituicdes ou omissdes, em
que predominam a lentiddao e os erros na compreensao.

Salgado et al. (2006) descreveram as principais caracteristicas observadas nas criancas com
dislexia como: altera¢des na velocidade de nomeacao de material verbal e memoria fonoldgica de
trabalho, dificuldades em provas de consciéncia fonoldgica (rima, segmentagdo e transposicao
fonémicas), nivel de leitura abaixo do esperado para a idade e o nivel de escolaridade, escrita
com trocas fonoldgicas e ortograficas, bom desempenho em raciocinio aritmético, nivel
intelectual na média ou acima da média, déficits neuropsicolégicos em fungdes perceptuais,

memoria, atengao sustentada visual e fungdes executivas.
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As criangas com dislexia frequentemente possuem distirbios associados (comorbidades) em
dominios conexos, tais como a aquisicdo da linguagem oral (disfasia), habilidades na escrita
(disgrafia e erros ortogréficos), habilidades matematicas (discalculia), coordenacdo motora
(dispraxia), a estabilidade postural e destreza, orientacdo temporal (discronia), habilidades
visuoespaciais (sindrome do desenvolvimento do hemisfério direito), e as habilidades de atencao
(hiperatividade e transtorno de déficit de aten¢do) (Weintraub e Mesulam, 1983; Rapin e Allen,

1988; Dewey, 1995; Fawcett et al., 1996; Gross-Tsur et al., 1996).

1.4.1 Aspectos neurobiolégicos

Os primeiros especialistas que consideraram a dislexia um distirbio de base neurobioldgica
foram os médicos oftalmologistas. Alguns profissionais passaram a questionar porque certos
sujeitos habeis em diferentes atividades com inteligéncia normal ou mesmo superior € com
desenvolvimento dentro do esperado em situacdes do seu cotidiano ndo conseguiam
desenvolvimento normal ao iniciarem o aprendizado da leitura e escrita (Doyle, 1996).

James Hinshelwood, em 1917, citou a dislexia na publicagdo de sua monografia sobre
“cegueira verbal congénita” ao pesquisar adultos afdsicos, encontrou criangcas com sintomas
muito parecidos, possivelmente hereditdrios, e constatou ser mais frequente em meninos. Em
1925, Samuel Orton observou que a dificuldade em leitura da dislexia aparentemente nao estava
correlacionada com dificuldades estritamente visuais (Henry, 1998). Ele acreditava que essa
condic¢do era causada por uma falha na lateralizacido do cérebro (Orton, 1928).

A hipétese referente a especializacdo dos hemisférios cerebrais de Orton foi alvo de novos
estudos na década de 1980 e 1990, estabelecendo que o lado esquerdo do planum temporale, o
qual € a extensdo posterior da drea de Wernicke, responsdvel pela recepcdo da linguagem
(Steinmetz, 1996), é fisicamente maior que a regido direita nos cérebros da grande maioria
pessoas nao disléxicas; nas pessoas disléxicas, contudo, essas regidoes sao simétricas ou mesmo
ligeiramente maiores no lado direito do cérebro (Galaburda et al., 1985; Howard et al., 1992;
Galaburda et al., 1994; Sun e Walsh., 2006).

Galaburda e Kemper (1979) também observaram, um nimero aumentado de neurdnios
ectopicos, microgirias e outras anormalidades menores no cortex cerebral, do hemisfério cerebral
esquerdo de disléxicos. As ectopias consistem em cerca de 50-100 neurdnios e células gliais que

escaparam para a camada molecular do cortex através de uma brecha na membrana limitante glial
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externa, acompanhado de leve desorganizacdo das camadas corticais subjacentes. As microgirias
sdo os defeios mais graves, onde a organizacdo de todas as camadas do cortex é severamente
afetada. Anomalias citoarquitetonicas também foram observadas no tdlamo de disléxicos: no
ndcleo geniculado lateral, as camadas magnocelular eram mais desorganizadas, com corpos
celulares menores (Livingstone et al., 1991).

Uma extensa quantidade de trabalhos posteriores foram realizados utilizando métodos de
imagem in vivo. Estes dltimos estudos, no entanto, t€ém rendido resultados menos claros do que o
esperado, mas, globalmente confirmou algumas sutis diferencas na anatomia do cérebro de
disléxicos, cujo significado exato ainda estd sob investigacdo (Beaton, 1997; Morgan and Hynd,
1998; Shapleske et al., 1999).

Ao contrdrio de outras técnicas de exame neuroldgico, a neuroimagem funcional nio é
invasiva e, por isso, pode ser usada sem restricdes em estudos com a populacdo infantil. Dois
métodos de neuroimagem funcional tém sido muito utilizados com criangas: a Imagem por
Ressonancia Magnética Funcional (fMRI) e, mais recentemente, a Imagem de Fonte Magnética
(MSI). A Ressonancia Magnética Funcional (fMRI) registra o fluxo sanguineo e as mudangas no
metabolismo regional cerebral que ocorrem em func¢do de diferentes graus de ativacdo das
estruturas cerebrais que participam de tarefas cognitivas especificas. A Imagem de Fonte
Magnética (MSI) proporciona um mapa espago-temporal e tridimensional da atividade elétrica do
cérebro em tempo real, por meio do registro da atividade de grupos de neurdnios que participam
da realizacdo de uma tarefa (Simos et al., 2002).

Um estudo feito com fMRI demonstrou que os leitores com dislexia apresentavam
atividade reduzida na regido posterior do hemisfério cerebral esquerdo, a qual conecta o cortex
visual e a drea de associacdo visual as dreas da linguagem, conforme apresentado na Figura 4, e
atividade aumentada nas dreas homologas do hemisfério contralateral (Horwitz et al., 1998;
Shaywitz et al., 2003). Varios estudos também tém demonstrado atividade reduzida nas regides
temporo-parietais esquerdas (incluindo os giros angular e supramarginal), em tarefas de leitura de
palavras, leitura de pseudo-palavras e rima de letras (Simos et al., 2000; Temple et al., 2001), e
regides occipito-parietais esquerdas em tarefas de combinagdo de letras (Temple et al., 2001).
Entretanto, os disléxicos ndo apresentam um nivel anormal de ativacdo na drea frontal inferior

esquerda (Rumsey et al., 1991).
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Figura 4 - Padrdes de atividades cerebrais em tarefas de leitura. Os hemisférios esquerdo e direito de individuos

disléxicos (direita) e ndo disléxicos (esquerda) sao representados (extraida de Shaywitz e Shaywitz, 2008).

7

E interessante observar que os padroes anormais de atividade cerebral observados na
dislexia sdo consistentes em diferentes culturas. Paulesu et al. (2001), por exemplo, avaliaram
disléxicos italianos, franceses e ingleses com tomografia por emissdo de pdsitrons e constataram
que os italianos foram o grupo com menor comprometimento na leitura, provavelmente por causa
da lingua italiana que tem uma ortografia mais “transparente” (regular) do que as outras duas
linguas. Apesar disso, os trés grupos apresentaram dificuldade em tarefas fonoldgicas e reduzida
ativacdo do hemisfério cerebral esquerdo (giros temporais médio, superior e inferior e giro
occipital médio). Portanto, € possivel que a base neurocognitiva da dislexia do desenvolvimento

seja universal, apesar das diferencas existentes na estrutura fonoldgica das diversas linguas.

1.3.2 Prevaléncia

A prevaléncia deste distirbio de aprendizagem na populacio geral € estimada em cerca de 5%
a 10% (Bates et al., 2010), outros autores ainda consideraram taxas de 5% a 17%, (Shaywtiz e
Shaywtiz, 2005). Uma estimativa de prevaléncia € especifica para uma determinada amostra e
para a definicdo utilizada no estudo, dependendo principalmente dos critérios de diagndstico
utilizados.

Snowling (2004) descreveu que a prevaléncia de dislexia em uma populacio depende
fundamentalmente do limite que se toma como indicador de uma capacidade de leitura. Segundo
o DSM-IV (2002) a prevaléncia nos Estados Unidos é de aproximadamente 4% das criancas

escolares. No entanto, em paises onde os critérios diagndsticos sdo mais rigidos estas estatisticas
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podem ser ainda menores tanto em incidéncia como em prevaléncia. No Brasil, ainda nao ha um
estudo oficial sobre a prevaléncia da dislexia.

Alguns autores apontam que nas linguas em que existe maior correspondéncia entre a letra
(grafema) e o som que ela representa (fonema), a prevaléncia da dislexia € menor. Capovilla
(2002) afirma que na lingua inglesa, cuja ortografia tem relagdes grafofonémicas bastante
irregulares, com correspondéncias imprevisiveis entre letras e sons, as criangcas possuem mais
dificuldade na leitura do que no portugués, cujas relacdes entre letras e sons sdo bem mais
regulares e que, portanto, propicia maior sucesso na aplicacio de regras de conversao
grafofonémica. Segundo Démonet, Taylor e Chaix (2004), na Itdlia, que apresenta uma ortografia
“quase-transparente”, a dislexia ndo se manifesta na forma de imprecisdo na decodificagdo, mas
de lentiddo na leitura

Considerando o fator género, muitas alteragdes de linguagem t€m sido descritas como mais
comuns em meninos do que em meninas, sendo a dislexia uma delas. Evidéncias epidemioldgicas
confirmam que h4 mais meninos disléxicos que meninas, como a observacao clinica tem indicado
(Schaywitz et al., 1990; Flannery et al., 2000; Rutter et al., 2004). A teoria hormonal proposta por
Geschwind (1982) € uma possivel explicagao para o fato. Segundo essa teoria, a dislexia estaria
ligada a producdo excessiva de testosterona na fase da gestacdo, impedindo o desenvolvimento
do hemisfério esquerdo do cérebro. Estes fendOmenos ocorreriam principalmente no sexo
masculino, devido a um desenvolvimento mais lento desse hemisfério.

Entretanto, alguns estudos (Flynn e Rahbar, 1994; Pennington, 2000) ndo mostram diferencas
significativas na frequéncia de dificuldades de leitura entre os sexos. Outro ponto de vista
proposto por Shaywitz et al. (1992) é que as diferengas previamente reportadas poderiam ocorrer
devido as préticas de encaminhamento feitas pelos professores, nas quais 0os meninos, cujas
dificuldades escolares acompanham-se geralmente por problemas de comportamento, seriam
mais frequentemente indicados para avaliagdo. As meninas com dificuldades de leitura similares,
mas sem problemas de comportamento em sala de aula, ndo chamariam tanto a atencdo dos
professores, embora elas tenham a mesma probabilidade que os meninos de apresentarem um

disturbio de aprendizagem.



INTRODUCAO 23

1.3.3 Teorias sobre a dislexia do desenvolvimento

Existem vdrias teorias a respeito da fisiopatologia da dislexia. As mais citadas sdo a teoria
do déficit fonoldgico, a teoria magnocelular e a teoria cerebelar. Uma breve descricao de cada
uma dessas teorias serd feita a seguir.

Estudos neuropsicolégicos forneceram evidéncias considerdveis de que o mecanismo
principal que conduz as dificuldades de aprendizagem destas criancas € de natureza fonoldgica,
isto é, um defeito basico na segmentacdo e manipulacdo de fonemas da fala. A aquisicdo da
leitura requer que a crianga adquira consciéncia fonoldgica, ou seja, a habilidade de identificar e
manipular mentalmente os sons (Eden e Moats, 2002). Varios pesquisadores (Godfrey et al.,
1981; Werker e Tees, 1987; Reed, 1989) descobriram que os disléxicos tém mais dificuldades do
que os controles pareados por idade (e também do que os controles, pareados por idade de leitura)
em tarefas que requerem tratamento de diferencas sutis entre os fonemas que sao acusticamente
semelhantes entre si.

Uma teoria discutida € que o distirbio no processamento fonoldgico, observado na crianga
disléxica, € o reflexo de um déficit no processamento e na integracao de sinais auditivos rapidos,
sucessivos e transientes no sistema nervoso. Em funcdo desse déficit, os disléxicos nao
conseguem discriminar as pistas acusticas necessdrias para distinguir os fonemas e, por isso, nao
conseguem desenvolver representacdes fonoldgicas (Tallal, 1980; Farmer et al., 1993; Nagarajan
et al., 1999; Tannock et al., 2000; McArthur et al., 2001).

Os defensores da teoria magnocelular ndo contestam a hipdtese de que os disléxicos
apresentem problemas fonolégicos, mas acreditam que déficits visuais e auditivos contribuem, de
forma independente, para a dificuldade de leitura (Ramus, 2003). A leitura requer um rapido e
preciso processamento de estimulos visuais e auditivos, os quais sdo realizados por neurdnios
gigantes e especializados, conhecidos como magnocélulas (Stein e Talcott, 1999). Estudos t€m
demonstrado que os disléxicos do desenvolvimento apresentam baixo limiar para estimulos de
baixo contraste, de baixas frequéncias espaciais ou temporais e pobre sensibilidade ao movimento
visual em fun¢do de um leve prejuizo no desenvolvimento das magnocélulas visuais (Stein e
Walsh, 1997; Stein e Talcott, 1999; Stein, 2000). Como fundamento para essa teoria, foram
observadas anomalias citoarquitetdnicas em disléxicos: as camadas magnocelulares eram mais

desorganizadas, com corpos celulares menores (Livingstone et al., 1991).
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Nicolson et al. (2001), propuseram; a ideia intrigante de que defici€ncias na leitura e escrita
de criancas com dislexia sdo causadas por distirbios do desenvolvimento cerebelar, considerado
critico para desenvolvimento da capacidade em realizar tarefas. A teoria do déficit cerebelar
explica as difficuldades motoras frequentemente associadas com a dislexia, reconhecendo que o
cerebelo é importante no controle do movimento e na automagao de tarefas. (Fawcett, Nicolson e
Dean , 1996; Haslum e Miles, 2007).

Um argumento fundamental contra cada teoria € que elas podem explicar apenas uma
propor¢ao dos individuos com dislexia, e que alguns disléxicos nao possuem outras deficiéncias
periféricas frequentemente descritas por elas (Ramus et al., 2003). De fato, é inteiramente
possivel que cada teoria possa corresponder a diferentes subconjuntos da dislexia, resultantes de

diferentes etiologias, se consideramos a origem genética ou ambiental do disttrbio.

1.3.4 Classificacao da Dislexia

Embora se considere a estrutura linguistico-cognitiva individual da crianca, o
desenvolvimento da leitura é marcado por fases ou niveis. Com base nesses niveis de leitura,
alguns tipos de dislexia foram propostos. Boder (1973) propos dois tipos de dislexia: a dislexia
superficial e a fonoldgica. A primeira representa dificuldades no aspecto ortografico da leitura, ou
seja na analise das palavras em grupos de letras e morfemas. Ja a dislexia fonoldgica é marcada
por alteracdes no componente fonoldgico da leitura, e a crianga tem dificuldade na conversao da
palavra escrita ao som que ela representa (Ellis, 1995). Boder (1973) ainda propds a existéncia de
mais um tipo, a dislexia mista, quando ambos os tipos citados acima estdo presentes. E o tipo
mais grave e exige um esforco ainda maior para estimular ambas as vias, ja que a dificuldade

ocorre na rota fonoldgica e lexical.

1.3.5 Diagnéstico
As dificuldades na aprendizagem de leitura/escrita sdo muito diversas. Nem toda
dificuldade de leitura é uma dislexia e o diagndstico deve ser feito por uma equipe
multidisciplinar formada por profissionais experientes. O diagndstico tem o carater exploratorio
visando oferecer informacdes detalhadas sobre a natureza da dificuldade de aprendizagem
permitindo ao profissional determinar o tipo mais adequado de intervengao.
Para diagnosticar a dislexia do desenvolvimento, deve ser excluida a presenca de alguns

outros distirbios. Segundo Tallal et al. (1997), a dislexia do desenvolvimento caracteriza-se por
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um distirbio na linguagem expressiva e/ou receptiva que nao pode ser atribuido ao atraso geral
do desenvolvimento, a distirbios auditivos, a lesdes neuroldgicas importantes (como paralisia
cerebral e epilepsia) ou a distirbios emocionais.

O processo diagndstico tem seu inicio com o levantamento de informagdes junto aos pais e
professores sobre o desenvolvimento da linguagem da crianga, a ocorréncia de sinais sugestivos
da presenca de transtornos de aprendizagem e da andlise do meio no qual o problema da crianga
estd ocorrendo, seguido de levantamento das habilidades e dificuldades cognitivo-linguisticas que
a crianca apresenta. Para isso, segundo Capovilla e Capovilla (2004), € necessdario o uso de
procedimentos que investiguem o desempenho da crianga em atividades de leitura, escrita e
raciocinio 16gico matemaético, comparando-o com a idade e a escolaridade de seu grupo-classe, e
também o processo cognitivo e o processamento da linguagem/aprendizagem, por meio de testes
com normas de referéncia que permitam a andlise do padrao do erro apresentado pela crianca.

Um dos maiores problemas no diagndstico da dislexia € que ndo existem testes sanguineos
especificos ou resultados de imagens cerebrais que garantam o diagndstico. Fundamentalmente, a
questdo €, que nos testes de leitura ndo existe um limiar exato que divida claramente os
individuos em grupos de disléxicos e ndo disléxicos. E esse limiar varia de estudo para estudo

(Rayner et al., 2001).

1.3.6 Intervencao na dislexia

Fundamentos tedricos testados em pesquisas, t€m conduzido a criacdo de remediacdo para o
tratamento de disturbios de leitura e escrita. Varios estudos conduzidos em diferentes paises t€ém
demonstrado que a intervencgao facilita a alfabetizacdo, diminuindo a incidéncia de dificuldades
de leitura e escrita (Ball e Blachman, 1991; Byrne Fielding, 1991).

Segundo Capovilla (2002), dois métodos de alfabetizacdo sdo especialmente indicados
para os individuos disléxicos: o método multissensorial e o0 método fénico. Enquanto o método
multissensorial é mais indicado para criangas mais velhas, que ja possuem histdrico de fracasso
escolar, o método fonico € indicado para criangcas mais jovens com risco para a dislexia e deve
ser introduzido logo no inicio da alfabetizacdo, de forma a diminuir a severidade de problemas
futuros.

Estudos mostram ainda que, quanto maior a idade da crianca e, portanto, quanto mais

tempo se passa com a dificuldade de leitura e escrita, menores sdo os efeitos da intervengao
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(Cunningham, 1990; Ball e Blachman, 1991). Portanto, é essencial intervir o mais precocemente

possivel, prevenindo posteriores problemas na aquisi¢ao de leitura e escrita.

1.4 Contexto Multifatorial da Etiologia Dislexia

Segundo Frith (1997), a dislexia pode ser compreendida como sendo resultante de uma
interacao entre aspectos bioldgicos, cognitivos e ambientais que ndo podem ser separados uns dos
outros. Ainda Frith explica que, num primeiro momento, condi¢des bioldgicas (como os aspectos
genéticos), em interagdo com condi¢cdes ambientais (como a exposi¢do a toxinas ou a baixa
qualidade da nutricio da mae durante a gestacdo), podem ter efeitos adversos sobre o
desenvolvimento cerebral, predispondo o individuo a distirbios do desenvolvimento. Num
segundo momento, este desenvolvimento neurolégico ndo-usual pode levar a sutis alteragdes no
funcionamento cognitivo. Num terceiro momento, esta alteragdo cognitiva podera levar a padrdes
especificos de desempenho comportamental. Tais padrdes poderdo ou nao consistir em problemas
de leitura e escrita, dependendo de fatores ambientais como o tipo de ortografia e o tipo de
instrucdo ao qual a crianca estd exposta.

O quadro do disléxico torna-se evidente através da juncdo de diversos fatores. Por
exemplo, certas alteracdes neuroldgicas podem afetar o desenvolvimento cerebral e,
consequentemente, prejudicar o processamento fonolégico. Mas segundo Frith (1997), tais
alteracdes somente levarao ao quadro de dislexia se o individuo estiver exposto a uma ortografia
que mapeie a fala no nivel fonémico. Se este individuo estiver exposto a uma ortografia ideo-
morfémica (como o chinés, por exemplo), provavelmente ele ndo apresentard maiores
dificuldades na aquisi¢do de leitura e escrita, visto que em tais ortografias o processamento

fonolégico € menos importante e a maior demanda estd sobre o processamento visual.

1.4.1 Aspectos genéticos

Estima-se que 40 a 70% dos casos de dislexia tenham origem genética, portanto, o histdrico
familiar € o maior fator de risco (Gayan e Olson, 2003; Shaywitz e Shaywitz, 2003). Estudos
baseados em familias e com gémeos mostraram que a dislexia do desenvolvimento € herddvel e
complexa, envolvendo multiplos fatores, tanto genéticos quanto ambientais. Estudos de ligacao

identificaram no genoma alguns loci relacionados com este transtorno de aprendizagem.
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No comeco do século XX ficou evidente o componente hereditario da dislexia, porém isso
foi comprovado somente em 1950 quando Hallgren descreveu uma familia numerosa com esse
transtorno. Estudos realizados em individuos gémeos demonstraram o forte componente genético
pelo fato de afetar em maior nimero os gémeos monozigdticos (68%) do que os dizigdticos
(38%) (DeFries e Alarcon, 1996). Gilger et al. (1992) demonstraram que 20-33% dos irmaos de
individuos afetados, com pais normais, também sdo afetados. Esta taxa aumenta para 54-63% se
um dos pais também for afetado, e ainda para 76-78% se ambos os pais forem disléxicos.

Devido a heterogeneidade genética observada, a dislexia mostra-se com um padrao
complexo de heranga, diferindo dos padrdes classicos mendelianos. Dados familiares apontam
contra um padrdo ligado ao X, ou mesmo para um padrdo recessivo de heranca. Segundo
Pennington et al. (1991), seria mais consistente um componente aditivo com um importante l6cus
autossomico dominante devido a alta e similar recorréncia entre pais e irmaos dos individuos
afetados. Apesar do aspecto multifatorial, provavelmente existam genes importantes atuando no
background do individuo, explicando assim, os achados em estudos de grandes familias afetadas.

Em 1997, Gayan et al. comecaram a examinar a herdabilidade relativa dos déficits de
leitura nos subtipos de dislexia do desenvolvimento, usando medidas ortograficas e fonoldgicas
em um estudo com gémeos. Castles (1999) descobriu que os déficits de leitura eram
significantemente herddveis em ambos os subgrupos de disléxicos (fonoldgicos e de superficie).
No entanto, a contribuicdo genética para o déficit de leitura foi muito maior no grupo de
disléxicos fonoldgicos do que nos disléxicos de superficie. A descoberta da etiologia genética
diferencial entre os subtipos sugere que ha pelo menos independéncia parcial no desenvolvimento
dos processos cognitivos envolvidos na leitura.

Muitos estudos genéticos da dislexia centraram-se sobre o que poderia ser referido como
déficit 'global’, usando diagndsticos gerais ou andlises quantitativas dos indices globais de
gravidade (por exemplo, com base nos escores em testes padronizados de reconhecimento de
palavra ou na capacidade de ortografia). Recentemente, um movimento tem surgido no sentido do
uso de abordagens complementares, nas quais o perfil dislexia é dissecado em distintos, mas
relacionados, componentes fenotipicos. Esta dissec¢do é impulsionada por teorias sobre a
natureza do processo da leitura, mas a validade do uso de tais componentes hipotéticos € bem

suportado pela psicologia-cognitiva e estudos psicométricos.
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A principal abordagem utilizada para identificacdo de regides cromossomicas (loci) com
possivel papel na dislexia foi o estudo de ligacio em familias afetadas. Os estudos de ligacdo
referem-se a andlise dos individuos para quais as relacdes familiares sdo conhecidas, e é usado
em primeira instancia, para identificar grandes regides do genoma que cont€ém dezenas ou
centenas de genes potenciais candidatos. Os estudos de ligagdo avaliam a frequéncia de
recombinacdo entre marcadores genéticos polimoérficos cujas localizacdes ja s@o conhecidas
(microssatélites, por exemplo) e certas regides do DNA em vdrias geracdes familiares com
individuos portadores da caracteristica de interesse.

Até o momento, 9 loci relacionados com a dislexia foram localizados no genoma:
DYXI1(15g21), DYX2 (6p21), DYX3 (2pl6-pl5), DYX4 (6p13-ql6), DYX5 (3pl12-ql2), DYX6
(18pl11), DYX7 (11p15), DYX8 (1p34-p36) e DYX9 (Xp27). A seguir serdo descritos os loci de
suscetibilidade a dislexia do desenvolvimento que foram identificados at¢é o momento, dando
enfoque aos principais estudos que revelaram o envolvimento dessas regides nesse disturbio.

DYX1

A primeira indicacdo do l6cus DYXI se deu através de um estudo de ligacdo feito com
familias americanas que segregavam com a dislexia, baseado no heteromorfismo na regido
centromérica do cromossomo 15 (Smith et al., 1983). Infelizmente, estudos posteriores ndo foram
capazes de replicar essa ligacao (Bisgaard et al., 1987; Rabin et al., 1993; Cardon et al., 1994).
No entanto, um 16cus alternativo no cromossomo 15, a partir de 15q15.1 até 15g21.3, ganhou o
apoio de cinco estudos de ligacdo independentes (Fulker et al., 1991; Smith, Kimberling,
Pennington, 1991; Grigorenko et al., 1997; Schulte-Korne et al., 1998; Chapman et al., 2004;
Schumacher et al., 2008).

Evidéncia de ligagdo foi encontrada para a leitura de palavras, em amostras dos Estados
Unidos (Grigorenko et al., 1997). Uma amostra alema, entretanto, mostrou evidéncias de ligagdao
para a ortografia (Schulte-Korne et al., 1998). Dois estudos de desequilibrio de ligagdo foram
realizados na regiao DYX! utilizando marcadores curtos de repeticio em tandem (Morris et al.,
2000; Marino et al., 2004), e evidéncias positivas para a associacdo foi obtida para uma regido de
cerca de 4 MB. Nos dois estudos, um haplétipo com trés marcadores foi associado em um total de
trés amostras independentes compostas por trios (pai, mae e filho), sendo duas amostras de

origem britanica e uma de origem italiana.
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Este 16cus, DYXI, tornou-se ainda mais interessante com a descoberta de uma familia
finlandesa de duas geracdes, em que quatro membros apresentavam problemas de leitura e co-
segregavam com uma translocacdo equilibrada, ou seja, um rearranjo genético em que dois
cromossomos quebram, e as partes destacadas sdo trocadas entre eles. Nessa traslocagdo em
questao, t(2; 15) (q11, g21), envolvendo a regido cromossdémica 15q21-22 (Nopola-Hemmi et al.,
2000), a quebra do cromossomo 15 interrompia um gene, conhecido agora como gene de
susceptibilidade a dislexia 1 candidato 1 (DYXICI).

DYX2

Um l6cus de suscetibilidade a dislexia do desenvolvimento no braco curto do cromossomo
6, conhecido como DYX2, foi relatado por pelo menos cinco estudos independentes feitos com
familias americanas e britanicas (Cardon et al., 1994; Grigorenko et al., 1997; Fisher et al., 1999;
Gayan et al., 1999; Grigorenko et al., 2000; Fisher et al., 2002; Kaplan et al., 2002;). DYX2 esta
localizado na regido 6p22.3-p21.3 e se estende por mais 15 MB. Foi o primeiro 16cus a ser
replicado de forma positiva para suscetibilidade a dislexia. Muitas variantes genéticas tém sido
testadas, incluindo os microssatélites e polimorfismos de dnico nucleotideo (SNPs), e muitas
associagdes esporddicas tém sido observadas em uma série de genes. No entanto, de todos esses
estudos de DYX2, existem dois genes que se destacam: KIAA0319 e DCDC2.

DYX3

Fagerheim (1999) realizou o primeiro rastreamento gendmico em uma grande familia da
Noruega com dislexia, na qual se observou a ligacdo ao l6cus DYX3, localizado no braco curto do
cromossomo 2. Os dados obtidos apontaram para a regido 2pl5-pl6 e foram posteriormente
confirmados no estudo de 97 individuos de origem canadense (Petryshen et al., 2002). Um outro
estudo identificou um lécus proximo ao DYX3, na regido 2pl1, alegadamente ligados a dislexia
em uma amostra de familias finlandesas (Kaminen et al., 2003).

DYX4

A regido cromossomica 6q11-ql2 foi identificada no contexto de um estudo de um amplo
rastreamento gendmico cromossdmico (chromosome-wide linkage study) de uma numerosa
familia canadense (Petryshen et al., 2001). Os subfenétipos mais fortemente ligados foram a
codificagdo fonolégica e a ortografia. Nao houve replicacoes posteriores de estudos

independentes desses achados para o 16cus DYX4.
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DYX5
O l6cus DYXS5 foi mapeado na regido pericentromérica do cromossomo 3, baseado nos
estudos de uma grande familia da Finlandia, na qual o fenétipo de dislexia segregava em um
padrao dominante de herangca (Nopola-Hemmi et al., 2001). Dentro desta familia de quatro
geragoes, foi deduzido que 19 dos 21 individuos afetados portavam um haplétipo comum que
tinha cerca de 35 Mb. A ligacdo a dislexia foi subsequentemente identificada na regido 3p13 em
uma amostra britanica e na regido 3q13 em uma amostra americana (Fisher et al., 2002). Além
disso, em um estudo de ligagdo na regido pericentromérica desse cromossomo, forte ligacdo foi
encontrada para memoria fonoldgica e em uma amostra de 77 familias americanas (Stein et al.,
2004). Uma translocacdo t(3;8)(pl12:ql1) foi identificada nesse locus e o gene ROBOI foi
localizado por ser interrompido por ela (Hannula-Jouppi et al. 2005).
DYX6
Na regido cromossdmica 18pll foi identificado o l6cus DYX6, em duas amostras
familiares independente dos Estados Unidos através de uma andlise do genoma por aplicacdo de
uma abordagem de l6cus de traco quantitativo (QTL). A evidéncia mais forte de ligacdo foi
encontrada para a leitura de palavras. Esse achado foi replicado em uma terceira amostra familiar,
sendo encontrada a maior evidéncia de ligacdo para a consciéncia fonol6gica (Fisher et al., 2002).
Entretanto, os resultados de uma andlise multivariada de duas amostras indicaram que um QTL
em DYX6 influencia varios aspectos da habilidade de leitura e ndo estd correlacionado com
subdimensdes especificas do fenétipo. (Marlow et al., 2003)
DYX7
O 16cus DYX7 foi identificado por meio de dois estudos de ligagdo no cromossomo 11.
Ambos os estudos reportaram ligacdo a regido 11pl5, especificamente em 11pl15.4 em uma
amostra de individuos britanicos (Fisher et al., 2002) e 11p15.5 em uma amostra de individuos
canadenses (Hsiung et al., 2004). A ligacdo observada no tultimo estudo pareceu apontar a regiao
contendo o gene receptor de dopamina D4 (DRD4). Entretanto, a andlise desse gene na amostra
canadense e também em uma amostra independente de familias italianas ndo mostraram nenhuma
evidéncia de associagdo com a dislexia. (Marino et al., 2003; Hsiung et al., 2004).
DYX$8
A existéncia de um l6cus no cromossomo 1 (DYXS8) foi relatada por dois grupos em 1993

(Froster et al., 1993; Rabin et al., 1993). A regido foi, entdo, delimitada por estudos em
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individuos com translocacdes, segregando com o fendtipo. Mapas genéticos revelaram um
consenso na regido de ligacdo 1p36 em todos os trés estudos. (Rabin et al., 1993; Grigorenko et
al., 2001; Tzenova et al., 2004), porém Grigorenko et al. (2001) e Tzenova et al. (2004) também
evidenciaram a ligacdo da regidao 1p34-35.
DYX9

Evidéncia para ligacdo foi encontrada na regido cromossomica Xq27 (DYX9) em uma
familia holandesa (de Kovel et al., 2004). O mesmo grupo de pesquisa falhou em replicar seus
resultados em 67 pares de irmdos afetados. Entretanto, evidéncia positiva para ligacdo foi
encontrada na regido DYX9 em uma familia do Reino Unido (Fisher, et al., 2002).

Na verdade, existem fortes evidéncias em 5 regides cromossdmicas: 1p, 2p, 6p, 15q e 18p.
Com evidéncias mais fracas ficam as regides 6q, 3p, 11p e Xq. Evidentemente, faz-se importante
que outros estudos em diferentes populacdes sejam realizados para corroborar ou para contradizer
esses dados. Estudos subsequentes de associacdo, feitos nesses loci relacionados a dislexia,
abriram caminhos para identificar os genes candidatos subjacentes na maior parte destas regioes,
com excec¢do dos loci DYX4 e DYX9, onde genes nao foram reportados. A seguir serdo citados os
principais genes candidatos que ja foram identificados nessas regides cromossOmicas € sua

possivel relacdo com o fendtipo de dislexia.

1.4.1.1 Genes candidatos identificados na dislexia

Sete genes candidatos ja foram identificados no genoma, com suporte de evidéncia de dois
ou mais estudos independentes relacionando-os com a dislexia do desenvolvimento: DYXI/CI no
16cus DYXI, KIAA0319 e DCDC2 em DYX2, MRPL19 e C2ORF3 em DYX3, ROBOI em DYX5 e
KIAAO319L em DYX8. Outros genes foram identificados recentemente no cromossomo 21 ,
PCNT, DIP2A, S100B e PRMT2. E ainda, em 2010, foram identificados 3 genes associados a
dislexia no cromossomo 18, MC5R, DYM e NEDDA4L. Porém estes genes ainda nido foram
avaliados por nenhum estudo subsequente.

A identificacdo de grande parte dos genes propostos até o momento como candidatos a
dislexia partiu da observacdo de translocagdes cromossdmicas que segregavam com o fendtipo
nos loci identificados. Atualmente, uma alternativa para a realizacdo de uma andlise mais
refinada desses genes € o estudo de associacdo. Nesse estudo, sdo utilizados marcadores

polimoérficos especificos para o gene de interesse, e verifica-se associa¢do quando um alelo em
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particular, de um microssatélite ou polimorfismo de tnico nucleotideo (SNP), estd presente com
frequéncia aumentada ou reduzida nos individuos afetados, em comparacdo com controles.

Os SNPs sdao marcadores bialélicos resultantes de substituicdes de bases nitrogenadas
durante a replicacdo do DNA, devido a processos mutacionais espontaneos e induzidos. Estes
marcadores de estrutura simples sdo abundantes no genoma humano e constituem uma feramenta
valiosa para estudos de associacdo genética e identificagcdo de genes que possam explicar a
variacdo de fenotipos complexos (Risch e Merikangas, 1996; Goodwin, 2007).

E importante destacar que ainda ndo foram identificadas mutacdes em nenhum desses genes
que efetivamente possam ser responsaveis pela doenga, tornando dificil de elucidar o modo como
eles contribuem para a dislexia na populacdo. A seguir serd feita uma descri¢cdo dos principais

genes candidatos a dislexia ja propostos:

DYXICI1

O primeiro gene mapeado foi o DYXICI, candidato para a regido DYXI, localizado no
cromossomo 15g21. Foi localizado justamente porque € interrompido por uma translocacao que
segrega com o fendtipo de dislexia em uma familia finlandesa de duas geracdes (Nopola-Hemmi
et al., 2000). Esse gene consiste em 10 exons, e codifica uma proteina com func¢do ainda
desconhecida, mas sabe-se que ele é expresso no cérebro e que pode estar envolvido com a
migracdo neuronal. Varios estudos de associacdo foram realizados nesse gene e resultados
controversos foram obtidos.

Taipale et al. (2003) observaram que DYXICI codifica uma proteina com trés dominios
repetidos tetratricopeptideo, que acredita-se que sejam uteis para as interagdes proteina-proteina.
Além destes dominios, a proteina ndo contém nenhuma homologia com outras proteinas
conhecidas. O gene € expresso em vdrios tecidos, incluindo o cérebro, onde a proteina é
encontrada em um subconjunto de neuronios corticais e células gliais da substancia branca.

Para determinar se DYX1CI poderia estar envolvidos na dislexia do desenvolvimento em
individuos sem a translocacdo, Taipale et al. (2003) rastrearam polimorfismos de unico
nucleotideo (SNPs), por meio de sequenciamento de DNA, em 20 individuos com diagndstico de
dislexia do desenvolvimento. Estes autores, entdo, testaram os SNPs identificados em dois grupos
separados, cada um composto por pacientes e controles, o grupo I contituia-se de 20 familias ndo

relacionadas, com 58 individuos disléxicos e 61 individuos nao-disléxicos, e o segundo grupo,
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era composto por 3 familias e 33 casais de individuos disléxicos e nado disléxicos nao
relacionados entre si. No primeiro grupo foi verificada associacdo com duas variantes, -3G/A e
1249G/T (rs3743205 e rs57809907). No segundo grupo, os autores encontraram associagdo mais
fraca com a variante -3G/A e nenhuma associagdo significativa com a variante 1249G/T.

Taipale et al. (2003) propuseram, entdo, que ambos os SNPs poderiam estar envolvidos no
fenétipo de dislexia, porque o SNP -3G/A foi localizado na sequéncia de iniciacdo de traducdo e
em um sitio de ligacdo de um fator de transcricdo, € o SNP 1249G/T produziu um cédon de

parada prematura, apesar de apenas os quatro ultimos aminoécidos serem perdidos.
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Figura 5 - Representacdo do gene DYXICI. As barras verticais correspondem aos exons. Abaixo da figura estd

indicado o local da quebra da translocacdo, bem como dos dois SNPs associados a dislexia por Taipale et al. (2003).

Seis outros estudos tentaram replicar a associa¢do entre DYXICI e a dislexia. Dois
estudos observaram associacdo da dislexia do desenvolvimento com os mesmos SNPs relatados
por Taipale et al. (2003), mas estas associacdes foram na dire¢do oposta as conclusdes iniciais
(Scerri et al., 2004, Wigg et al., 2004). Wigg et al. (2004), mostraram que os alelos 3G e 1249G,
que sao alelos mais comuns na populagdo, foram associados com a dislexia em uma amostra de
disléxicos de descendéncia européia e canadense. Este estudo também identificou uma variante
intrOnica que foi significativamente associada. Marino et al. (2007) observaram, em uma amostra
de disléxicos italianos, associacdo para ambas as variantes usando como traco fenotipico a
memoria de curta durac@o (short-term memory). Porém nenhuma associa¢do significante foi
observada na amostra usando o diagndstico categorico de dislexia.

Tapia-Pdez et al. (2008) caracterizaram trés SNPs possivelmente funcionais na regido
promotora de DYXICI e implicaram trés fatores de transcricio na regulacdo desse gene,
sugerindo a ligacdo alelo-especifica de TFII-I para rs3743205 e SP1 para rs16787 e rs12899331

que pode ser verificada por ensaios de competi¢do. Dois SNPs, rs16787 e rs3743205, mostraram
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diferencas alélicas significativas em ensaios de luciferase. Assim demonstrou-se que esses fatores
de trasnscricdo formam um complexo de controle da transcricdo de DYXICI e que os SNPs
rs3743205, rs16787 e rs12899331 tém um papel importante na ligacdo desses fatores de
transcricao a regiao promotora do gene.

Dahdouh et al. (2009) buscaram explorar a contribuicdo de DYXICI a dislexia na
populacdo alema e analisaram uma amostra de 366 trios de familias. Eles encontraram
significancia estatistica para associagdo de um haplétipo com trés marcadores G/G/G
(rs3743205/rs3743204/rs600753) em uma amostra de disléxicos do sexo feminino.

Bates et al. (2010) reportaram associa¢do desse gene com as habilidades de leitura e
escrita. A andlise de associacdo baseada em familias foi realizada utilizando-se 13 SNPs no gene
DYXICI, em 790 familias com mais de 5 descendentes. Associacdo significante foi observada
para a mutacdo missense rs17819126 para todas as medidas baseadas em leitura e soletracao de
processamento lexical de palavras, e para rs3743204 para leitura de palavras irregulares e
pseudo-palavras. Suporte para associagdo nao foi observado para rs3743205 e rs57809907. Esse
estudo mostrou que a mutacdo rs17819126 é uma base funcional potencial para associacdo do
gene DYX1C1 com a dislexia.

Paracchini et al. (2010), detectaram sinais de associacdo para dois SNPs dentro do gene
DYXICI: rs3743205 e rs685935. A tendéncia de associacdo alélica para rs3743205 (ou "3G")
foi associado com o desempenho de leitura, € em acordo com um estudo anterior (Wigg et al.,
2004), apresentou tendéncia oposta quando comparada com o original (Taipale et al., 2003).
Esses resultados sugerem que o gene DYXICI poderia influenciar as habilidades de leitura e
escrita com efeitos adicionais no armazenamento de informacgao de curto prazo.

DCDC2 e KIAA0319

A regido DYX2, localizada no cromossomo 6p22, abriga dois clusters independentes de
genes que estdo proximos um do outro, chamados NRSNI/DCDC2/KAAGI e
KIAAO319/TTRAP/THEM?2 (Figura 6). Ambas as regides tem recebido suporte de diferentes
estudos (Deffenbacher et al., 2004; Francks et al., 2004; Cope et al., 2005; Meng et al., 2005;
Schumacher et al., 2006) e os genes DCDC2 and KIAA0O319 se destacaram como candidatos a
dislexia através de estudos de associagdo e de desequilibrio de ligagao (Francks, 2004; McGrath

et al., 2006; Schumacher et al., 2007; Williams e O’Donovan 2006).
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O gene DCDC2 compreende 10 exons espacados por 211kb. A evidéncia inicial do
envolvimento desse gene na dislexia foi obtida através de mapeamento genético baseado em
desequilibrio de ligagdo em uma seccio de 680 Kb do 16cus DYX2, em uma amostra composta
por 153 familias americanas com descendéncia predominante européia (Meng et al., 2005). Meng
et al. (2005) também demonstraram que o RNA de interferéncia para Dcdc2, introduzido em de
células na zona ventricular cerebral de camundongos, resultou em uma alteragdo na migracdo dos
neuronios.

Além disso, uma delecao de 2,4 kb no Intron 2 do DCDC2, o qual possui repeticdes em
tandem que supostamente sao sitios de ligacdo de fatores de transcricdo , foi identificada, e
obteve uma freqiiéncia de 8,5% nos pais. (Meng et al., 2005). A repeticdo em tandem na regido
deletada revelou varios alelos. Ultimamente, um estudo independente analisou o efeito da delecao
em DCDC?2 sobre a morfologia do cérebro das amostras sadias (ndo selecionados para DD). Um
aumento significativo na massa cinzenta em regides do cérebro envolvidas na leitura foi
observada em individuos heterozigotos para a delecdo, homozigotos para a delecdo eram muito

raros e por isso ndo foram testados (Meda et al., 2008).
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Figura 6 - Estrutura gendmica do l6cus DYX2. a) Os dois grupos de genes: o cluster distal NRSNI/DCDC2/ KAAGI e
o mais proximal, KIAAO319/TTRAP/THEM?. b) Estrutura do gene DCDC?2. (Adaptado de Schumacher et al., 2006).

Algumas notdveis variantes genéticas t€ém sido identificadas em DCDC2 as quais
produziram resultados mistos, quando testadas em amostras independentes. O SNP rs793862 foi
associado a dislexia do desenvolvimento em quatro de seis estudos independentes (Deffenbacher
et al., 2004; Meng et al., 2005; Harold et al., 2006; Schumacher et al., 2006; Brkanac et al.,
2007). Um haplétipo de rs793862 e um outro SNP, rs807701, também mostraram associa¢ao

significativa em dois de cinco estudos independentes (Schumacher et al., 2006). Estes dois SNPs
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e seus haplétipos também foram testados em uma amostra de familias de individuos com
Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH), e também foram testados para
habilidade de leitura, e revelaram associacdo com fendtipos atencionais, mas ndo com fendtipos
de leitura (Couto et al., 2009).

O gene KIAA0319 contém 21 exons e estd posicionado a 180kb do DCDC2. Foi
identificado pela primeira vez em um estudo do 16cus DYX2 em amostras provenientes do Centro
de Pesquisa em Distirbios de Aprendizagem do Colorado (Kaplan et al., 2002). Quatro, de cinco
estudos independentes, encontraram associagdo com marcadores no gene KIAA0319 (Francks et
al., 2004; Cope et al., 2005; Harold et al., 2006; Brkanac et al., 2007; Dennis et al., 2009).
Embora esses marcadores estejam distribuidos através de 102 Kb do gene, existe uma tendéncia
para associa¢cdo mais significante se agrupar em torno do primeiro Intron.

Franks et al. (2004) mostraram que uma regido de 77 Kb com forte desequilibrio de
ligacdo entre os marcadores foi associada com a dislexia em duas grandes amostras de familias
britanicas e americanas. Essa regido cromossdmica abrange os quatro primeiros exons do gene
KIAA0319, o gene TTRAP e as sequéncias reguladoras do gene THEM?2, conforme apresentado
na Figura 7. Um outro estudo em uma amostra completamente independente, mostrou associacao
na mesma regido (Cope et al., 2005).

Quatro marcadores nomeados rs4504469, rs6935076, rs2038137 e rs2143340 (localizado
no gene adjacente chamado T7TTRAP), foram associados em pelo menos duas amostras
independentes. Além disso, um haplétipo de risco composto por rs4504469, rs2038137 e
rs2143340 (Figura 7), foi associado a dislexia em trés amostras independentes de familias
britanicas (Francks et al., 2004; Cope et al., 2005; Parachini et al., 2006). Paracchini et al. (2006)
examinaram a regulacdo da transcricao em linhagens celulares heterozigotas para esse haplétipo
de risco, e mostraram que ele estava associado com a reducao da transcri¢ao do gene KIAA0319,
mas ndo de seus genes vizinhos, TTRAP ou THEM?2, os quais tinham sido previamente propostos

como candidatos para a dislexia (Deffenbacher et al., 2004).
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Figura 7 - Organizagdo gendmica da regido cromossdmica 6p e localizacdo dos marcadores associados a dislexia. As
setas indicam a orientagdo dos genes e as barras verticais representam os exons. (Adaptado de Paracchini et al.
2006).

Francks et al. (2004) e Cope et al. (2005) rastrearam KIAA0319 para variantes de possivel
efeito funcional, mas nenhum grupo identificou uma variante funcional plausivel, sugerindo que
regides regulatorias estavam provavelmente envolvidas. Consistente com esta hipotese,
Paracchini et al. (2006) examinaram a regulacdo da transcricdo em linhagens celulares
heterozigotas para um haplétipo de um SNP de KIAA0319 que foi associado com distirbio de
leitura. Esses autores mostraram que o haplétipo de risco estava associado com a redugdo da
transcri¢gdo do gene KIAA0319, mas ndo de seus genes vizinhos, TTRAP ou THEM?2, os quais
tinhas sido previamente propostos como candidatos para a dislexia (Deffenbacher et al., 2004).

Dennis et al. (2009) revelaram forte associagdo da dislexia com um alelo do SNP
19461045, e demonstraram que esse alelo confere reduzida expressao de KIAA0319 em ambas as
linhagens de células neuronais € ndo neuronais. Além disso, observaram que a presenca desse
alelo 19461045 cria um sitio nuclear ligacdo as proteinas, provavelmente para o silenciador
transcricional OCT-1.

O envolvimento dos genes DCDC2 e KIAA0319 com a dislexia do desenvolvimento tem
se fortalecido através de analises funcionais (Meng et al., 2005; Paracchini et al., 2006).
Funcionalmente, DCDC2 e KIAA0319 estdo envolvidos no processo de migracdo neuronal
cortical durante o desenvolvimento cerebral. DCDC2 é amplamente expresso no sistema nervoso
central (SNC), incluindo as dreas do cérebro em que os padrdes mais baixos de ativacdo foram
observadas em individuos com dislexia, como o cértex temporal inferior e medial. KIAA0319 é
expresso especificamente no cortex parietal, cortex visual, e cortex occipital (Meng et al., 2005),

areas importantes na leitura (Fiez e Petersen, 1998).
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Entretanto, como um fator limitante, deve ser notado que apesar de descobertas favordveis,
associacOes negativas foram reportadas para ambos os genes (Deffenbacher et al., 2004; Francks
et al., 2004; Cope et al., 2005; Meng et al., 2005; Schumacher et al., 2006). Ainda, somente dois
estudos rastrearam DCDC2 e KIAA0319 de uma sé vez. Isso permite compreender a contribuicao
relativa de cada um e identificar interagdes possiveis entre eles.

Harold et al. (2006) realizaram uma andlise combinada dos genes e DCDC2 em duas
grandes amostras do Reino Unido. Os resultados desse estudo foram um suporte significativo
para a associacdo do gene KIAA0319, e nenhuma associagdo para o gene DCDC2. Outro fato
interessante foi a fraca evidéncia de interacdo entre os dois loci quando uma andlise foi feita do
conjunto combinado de casos e controles de ambas as amostras. Schumacher et al. (2006)
identificaram um haplétipo de risco para a dislexia no gene DCDC2, mas ndo no gene KIAA0319.
Em um trabalho posterior, Ludwig et al. (2008) incluiram os SNPs rs4504469 e rs761100, que
obtiveram evidéncia significante de intera¢do no estudo de Harold et al. (2006), e estudaram 244
familias alemas para testar a interacdo entre marcadores no gene KIAAO0319, e os haplétipos de
risco previamente identificados em DCDC2 (rs793862-rs807701(A—C)). Foi encontrada uma
associacdo significante para a dimensdo quantitativa “leitura de palavras”, esse subfendtipo
também foi associado no estudo de Harold et al. (2006). Essas analises conjuntas, portanto,
produziram evidéncias para uma possivel interacao entre DCDC2 e KIAA0319.

ROBO1

O gene candidato para o lécus DYXS5 foi o ROBOI. Esse gene possui cerca de 1 Mb de
comprimento e consiste em 30 exons localizados no cromossomo 3pl12, muito perto do gene
ROBO2. O ROBOI foi localizado por ser interrompido por uma translocac¢io t(3;8)(p12:ql1)
observada em um individuo disléxico de origem finlandesa. A quebra do cromossomo 3 dessa
translocacdo foi identificada entre os exons 1 e 2 do ROBOI. Além disso, um haplétipo raro de
35 Mb, co-segregando com a dislexia do desenvolvimento em uma grande familia finlandesa,
incluia o gene ROBOI, e a expressao desse gene, a partir deste haplétipo especifico, mostrou-se
parcial ou completamente reduzida (Hannula-Jouppi et al., 2005). Milhares de SNPs ja foram
identificados em ROBOI. A avaliagdo limitada de alguns desses SNPs em amostras

independentes nao puderam provar evidéncia para uma associagdo com a DD. (Hannula-Jouppi et

al., 2005)
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Recentemente, um estudo interessante desenvolvido por Bates et al. (2011) analisou 538
familias com distdrbios de linguagem, utilizando 144 tagsSNP do gene ROBOI. Associacao
significativa para a capacidade de buffer fonoldgico (um fendtipo implicado na aquisicdo da
linguagem, e no distirbio de fala e linguagem) foi observada para 21 dos 144 SNPs testados. Em
contraste, apenas 5 SNPs alcancaram significancia nominal para o fenétipo memoria de trabalho,
ndo alcangcando portanto, significincia estatistica apds a correcdo para multiplos testes, e, mais
importante, apenas um SNP alcancou significancia (p = 0,04) para associacdo com a capacidade
de leitura e escrita. Estes resultados fornecem um forte apoio ao ROBOI como um gene
envolvido em uma caracteristica central subjacente a aquisicao da linguagem, porém, nao apoiam
o envolvimento desse gene com os mecanismos subjacentes a habilidade de leitura.

Pesquisas com Drosophila sp indicaram que a funcdo do gene ROBOI esté relacionada
com a orientacdo dos axonios e dendritos (Kidd et al., 1998). O ROBOI esta envolvido com a
simetria bilateral do sistema nervoso, devido a sua influéncia sobre os axdnios que se projetam
através da linha média durante a migragdo, guiados por gradientes quimicos de longa distancia.
Sendo membro de uma familia de genes com func¢des similares, ROBOI tem um papel na
orientagdo de axénios e também atua como precursor na orienta¢ao de neurdnios (Andrews et al.,
20006).

KIAA0319L

Localizado no l6cus DYXS8 (1p34.3), o gene KIAAO319-like (KIAAO319L) tem uma alta
identidade ao gene KIAA0319 quanto a sequéncia de proteina. O KIAAO319L é um alvo natural
para estudos de associagdo devido a sua proximidade ao l6cus DYX8 e homologia com
KIAA0319. No entanto, apenas um utnico estudo relatou associagdo do gene KIAAO319L em uma
amostra de familias canadenses (Couto et al., 2008). Dos vérios SNPs testados, uma associacao
modesta com a dislexia foi observada para apenas um deles, o rs7523017 (Couto et al., 2008).

Poon et al. (2010) apresentaram elementos adicionais que apoiaram o KIAA0O3 /9L como um
candidato para este distirbio. Esse estudo utilizou um ensaio de imunohistoquimica no cdértex
humano, para mostrar a co-localizacdo de Kiaa0319-like e seu parceiro de interagdo especifico
nas células. Observou-se que o Receptor Nogo 1 (NgR1), um receptor de orientacdo do axonio,
apresentava interacoes fisicas com a proteina Kiaa0319-like, e que essas duas proteinas interagem

predominantemente nos granulos citoplasmaticos dos neurdnios corticais no cérebro humano
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(Poon et al., 2010). Isso deu suporte a ideia de que a proteina Kiaa0319-like participaria na
orientacdo dos axOnios neuronais.

MPL19 e C20RF3

Kaminen et al. (2003) refinaram a localizagdo do l6cus DYX3 a regido 2pll através de
mapeamento por desequilibrio de ligagao (LD) de uma regido de 157 kb em um conjunto de
familias finlandesas usando um fendtipo categorico de dislexia. Andlises de ligacdo paramétricas
e ndo paramétricas refinaram essa regido candidata usando marcadores microssatélites (Peyrard-
Janvid et al., 2004). Anthoni et al. (2007) mostraram suporte para dois genes, MRPLI9 (Proteina
mitocondrial e ribossomal 19) e C20RF3 (Cromosomo 2 open reading frame 3), como
candidatos para essa regido.

Anthoni et al. (2007) observaram associa¢ao para a regido 2pl1, nas familias finlandesas
estudadas previamente por Kaminen et al. (2003), e também em um conjunto adicional de 251
familias alemas. Dois haplétipos de risco sobrepostos, abrangendo 16 kb, foram identificados em
ambos os conjuntos de amostras em separado, bem como em andlise conjunta (Anthoni et al.,
2007). Os haplotipos de risco foram localizados em uma regido intergé€nica entre FLJ1339] e
MRPL19/ C20RF3.

MRPLI19 e C20RF3 estao em forte desequilibrio de ligagdo LD e sdao co-expressos em
altas taxas em vdrios tecidos provenientes de regides de cérebro de humanos adultos (Anthoni et
al., 2007). A expressaio de MRPLI9 e C20RF3, mas ndao de FLJ13391, também foi
correlacionada com a dos genes candidatos DYXICI, ROBO1, DCDC2 e KIAA0319. Apesar de
algumas alteracdes terem sido identificadas nesses genes, nenhuma delas foi associada
significativamente com dislexia. Entretanto, os portadores heterozigotos do haplétipo de risco
mostraram expressdo significativamente atenuada de ambos os genes (MRPLI9 e C20ORF3), em
comparacdo com 0s ndo-portadores. Além disso, andlises de ort6logos do gene C2ORF3 em
quatro primatas ndo-humanos sugerem diferentes taxas evolutivas para os primatas, em relacdo a
outros grupos (Anthoni et al., 2007).

Novos Genes Identificados

Dois estudos recentes propuseram outros genes como possiveis candidatos a dislexia. Um
dos estudos confirmou ligagdo do cromossomo 18 e verificou associacdo em 3 genes, MCSR,

DYM, NEDDA4L (Scerri et al., 2010). No segundo estudo, quatro genes foram identificados no
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cromossomo 21, PCNT, DIP2A, S100B e PRMT?2 (Poelmans et al., 2009). Porém, nenhum desses
genes foram avaliados por estudos subsequentes.

Scerri et al. (2010) analisaram 264 familias do Reino Unido e 155 familias dos Estados
Unidos, cada uma contendo pelo menos uma crianga diagnosticada com dislexia. As familias
foram genotipadas com um denso conjunto de marcadores microssatélites no cromossomo 18. A
andlise de ligacdo revelou um amplo sinal, que alcancava aproximadamente 40 Mb (18p11.2 até
18q12.2). Um estudo de associacdo subsequente realizado pelos mesmos autores, mostrou
associacao consistente de um tnico SNP com trés genes: MC5R, DYM, NEDD4L.

Poelmans et al. (2009) relataram a identificagdo de quatro genes novos candidatos a dislexia
na regido cromossomica 21q22.3: PCNT, DIP2A, S100B e PRMT?2, através da técnica de FISH
(Fluorescent in situ hybridization) e andlise de microarranjos de uma delecdo muito pequena na

regido, que co-segregava com a dislexia em um pai e seus trés filhos.

1.4.1.2 Analises Genes X Cérebro

O papel dos genes DYXICI, KIAAO319 e DCDC2 no desenvolvimento cerebral t€ém sido
desvendado através de estudos com RNA de interferéncia (RNAi) no utero de roedores, os
resultados apontam para o envolvimento desses genes na migracdo neuronal (Meng et al., 2005;
Paracchini et al., 2006; Rosen et al., 2007). Pesquisas com Drosophila sp, entretanto, indicaram
que a funcdo do gene ROBOI1 estd relacionada com a orientacdo dos axonios e dendritos dos
neurénios (Kidd et al, 1998). Segundo McGrath et al. (2006), hd pelo menos uma
correspondéncia aproximada entre as fun¢des dos genes e os resultados de imagens cerebrais.

Os estudos de RNAi mostraram que logo apds a transfecc@o, os neurénios que expressaram
a construcao de interferéncia ficaram presos na zona intermedidria do cérebro, e muitos deles
migraram durante a vida adulta do animal, embora atrasados, obtendo colocacdo laminar
anormal. Além disso, alguns neur6nios migraram através de brechas na lamina basal produzindo
ectopias, semelhante as imagens vistas nas autépsias de cérebros de disléxicos por Galaburda et
al. (1985) (LoTurco et al., 2006; Wang et al., 2006). Ainda, as fun¢des de migracdo neural e/ou
axonal destes genes sdo consistentes com estudos de neuroimagem que t€ém mostrado um
rompimento nas redes de leitura no hemisfério esquerdo de disléxicos (Demonet et al., 2004;

Eckert, 2004).
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Threlkeld et al. (2007) também descobriram que o RNAi para Dyxlcl no ttero de ratas
resulta em malformagdes heterogéneas que correspondem a diferentes deficiéncias
comportamentais no processamento auditivo e aprendizagem espacial.

Estas observacdes sugerem que uma perturbacao no desenvolvimento global do cérebro tem
um papel na dislexia (Galaburda et al., 2006; McGrath et al., 2006). O fato de que as fungdes
destes genes correspondem a estudos de imagem anterior, fornece uma razdo para um otimismo

cauteloso de que os niveis de anédlise genes/cérebro pode alcangar a convergéncia.

1.4.1.3 Desequilibrio de Ligacao e Estudos de Associacao

Os estudos de associacdo se baseiam nas diferencas das frequéncias de variantes alélicas
polimorficas entre individuos afetados em comparacdo com controles nao afetados na populacao.
Os desenhos experimentais para a conducao de estudos de associagdo sdo atualmente quase todos
baseados no principio de desequilibrio de ligacdo, tanto em desenhos com regides candidatas ou
por varredura gendmica (GWAS, do inglés Genome-wide association studies).

O desequilibrio de ligacdo pode ser entendido como um desvio na frequéncia da
ocorréncia conjunta de alelos em dois ou mais l6cus adjacentes (haplétipos) em relacdo a
frequéncia esperada em uma segregacao independete (Lewontin, 1988; Strachan e Read, 2002). O
DL ¢ uma medida estatistica que pode estimar os valores de associacdo entre alelos e estes sdo
calculados de acordo com métodos estatisticos especificos. A quantificacdo do desequilibrio de
ligacdo pode ser realizada de diversar maneiras. A mensuragdo do DL pode entdo ser realizada
usando grau de associagdo entre pares de marcadores bialélicos definidos comumente de D’
(calcula o desequilibrio gamético) e r* (normalizado em fungdo de suas frequéncias alélicas)
(Lewontin, 1988).

A demonstracdo de que o genoma humano € dividido em lécus de alto e baixo
desequilibrio de ligacdo levou a racionalizacdo de que o nimero de SNPs necessdrios para o
desenvolvimento de estudos de associacdo por varredura do genoma total poderia ser menor que
os 1 milhdo previstos caso o desequilibrio de ligacdao fosse homogéneo ao longo o genoma com
extencdo maxima de 3000 pares de base (Zhang et al., 2002).

Com o objetivo de oferecer maior racionalidade na escolha de SNPs que permitissem
capturar a maior diversidade haplotipica ao longo do genoma, foi iniciado o projeto HapMap (The

International HapMap Consortium, 2003). Os tagSNPs sdo os SNPs que apresentam alta capacidade
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de capturar a diversidade de variabilidade de haplotipica ao longo de todo o genoma, o que
possibilitaa utilizacdo de um menor nimero de SNPs no estudo, capturando toda a variabilidade
haplotipica. O projeto HapMap vém sendo utilizado como referénciapara escolha de tagSNPs
uma vez que este identifica padrdes comuns na sequéncia de DNA e a correlagdo entre estes
(Tantoso et al., 2006) .

Na maioria dos estudos atuais, as investigacOes de genes candidatos para doencas
complexas, como a dislexia, tém sido realizados utilizando SNPs em estudos tipo caso-controle e
estudo de familias. No desenho de caso-controle as probabilidades de ocorréncia de certos
genotipos ou alelos sdo comparadas entre um grupo de individuos afetados (casos) e nao afetados
(controles) dentro da amostra. Os estudos de associacdo do tipo caso-controle tém a vantagem de
ser relativamente mais simples quanto a amostragem, mas a principal desvantagem € que, se
houver estratificagdo populacional, ou seja, a persisténcia de heterogeneidades entre o grupo caso
e o grupo controle, os resultados dessa associacdo podem ser espurios. Ja os estudos em familias

evitam posiveis problemas associados com a estratificagdo populacional.
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A dislexia é um dos distirbios de aprendizagem mais frequentes, que compromete
principalmente a aquisi¢do e o desenvolvimento das habilidades de leitura. Acredita-se que essas
dificuldades sdo decorrentes de deficiéncias no processamento da informag¢do fonoldgica, devido
a um funcionamento anormal do cérebro. As criangas com dislexia vivenciam uma série de
dificuldades escolares, que podem desencadear a frustragdo, o desinteresse, € até mesmo a
depressao. Nesse sentido, o diagndstico e a intervencao precoce sao fortemente recomendados.

O diagnéstico da dislexia € feito em criangas com idade escolar, encaminhadas por pais ou
professores, com base em varios testes aplicados por uma equipe interdisciplinar especializada.
Quanto mais cedo a crianga é encaminhada para o diagndstico e a intervengdo, menos o
aprendizado da criancga € prejudicado. Ainda ndo existe um Unico protocolo para o diagndstico da
dislexia na populacio mundial em geral. E necessdrio, portanto, buscar estratégias que facilitem a
identificacdo desse distirbio precocemente, sendo a genética uma abordagem promissora.

A dislexia € uma condi¢do complexa e multifatorial. Desse modo, muitas pesquisas
sugerem a existéncia de vdarios genes atuando na determinacdo do fendtipo. Varias regides
cromossOmicas ja foram localizados no genoma através de estudos de ligacdo em grandes
familias afetadas com a dislexia. E em alguns desses loci, genes candidatos foram identificados
através de estudos de associacdo e desequilibrio de ligacdo. Apesar dessas interessantes
descobertas, nenhuma mutacao funcional nesses genes foi efetivamente relacionada com a causa
do disturbio até o momento. A inconsisténcia de muitos estudos de genes candidatos, aponta para
a importancia da replicacdo desses achados em diferentes populagdes.

Durante o levantamento bibliografico, foi constatada a escassez de estudos cientificos no
Brasil sobre o assunto. Ainda nao hd nenhum trabalho publicado a respeito da prevaléncia do
distirbio na nossa populacdo, e considerando a genética da dislexia, nenhum trabalho brasileiro
foi encontrado.

Nesse sentido, este trabalho visa estudar os genes candidatos ja descritos em individuos
brasileiros. Trata-se de um assunto emergente que podera fornecer importantes informacdes para
o entendimento da dislexia e para futuros protocolos de diagndsticos e de conduta para os

individuos afetados.



I11.

OBJETIVOS

46




OBJETIVOS 47

1. Gerais
Estudar genes propostos como candidatos a dislexia, através da deteccdo de delecdes e
duplicagdes no DNA e pela realizagdo de estudo de associa¢do, com o intuito de verificar se ha

relacdo entre os achados moleculares e a manifestagdo do distirbio em escolares brasileiros.

2. Especificos

= Rastrear delecdoes e duplicagdes nos genes candidatos: KIA00319, DCDC2 e ROBOI, e
também nos genes KAAGI e NRSNI e ROBO2, utilizando a técnica de Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification (MLPA), em amostras de criancas e adolescentes com
diagnostido de dislexia.

= Determinar o genétipo dos individuos para 4 SNPs (Single-nucleotide polymorphisms) do gene
DYXICI, previamente descritos na literatura.

= Determinar as frequéncias dos hapldtipos na populacdo estudada e investigar associagdes com

o diagnéstico da doenca, usando o Teste de Transmissao de Desequilibrio de Ligacao (TDT).
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A avaliagdo interdisciplinar do grupo de estudo foi conduzida no Laboratério de Pesquisa
em Dificuldades, Distirbios de Aprendizagem e Transtornos da Ateng¢do (DISAPRE) localizado
no Hospital das Clinicas (UNICAMP), e na Associacdo Terapéutica de Estimulacdo Auditiva e
Linguagem (ATEAL) localizado em Jundiai, SP. Os laboratérios recebem encaminhamentos de
criangas e jovens com queixas de dificuldades de aprendizagem para avaliagao multidisciplinar
(neuropsicologia, fonoaudiologia e outros profissionais) e diagndstico.

O estudo foi composto, ao todo, por 49 familias de criancas e adolescentes, na faixa etéria
de 7 a 17 anos, sendo divididas em dois grupos devido as diferencas na avaliacao clinica. O grupo
I foi composto por 24 familias que foram encaminhadas pelo DISAPRE/UNICAMP, e o grupo II
foi composto por 25 familias que foram encaminhadas pela ATEAL.

O grupo I foi composto em grande maioria por trios (pai, mae e filho). Na Tabela 1 estdo
representadas as 24 familias desse grupo. Observa-se que as familias 3 e 4 possuem mais de um

filho afetado. E nas familias 8, 12 e 20 nao foi possivel realizar a coleta de um dos pais.

Tabela 1 - Composic¢ao de familias do grupo 1.

Familia N° de individuos N° de afetados Sexo do(s) individuo(s) Ambos os pais

o participantes diagnosticados afetado(s) genotipados?
1 3 1 M Sim
2 3 1 F Sim
3 4 2 M/M Sim
4 5 3 M/M/M Sim
5 3 1 M Sim
6 3 1 M Sim
7 3 1 M Sim
8 2 1 M Nio
9 3 1 M Sim
10 3 1 F Sim
11 3 1 F Sim
12 2 1 M Nio
13 3 1 M Sim
14 3 1 M Sim
15 3 1 M Sim
16 3 1 M Sim
17 3 1 M Sim
18 3 1 M Sim
19 3 1 F Sim
20 2 1 M Nio
21 3 1 M Sim
22 3 1 F Sim
23 3 1 M Sim
24 4 1 F Sim
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O grupo II foi composto por 18 trios (pai, mae e filho) e mais 7 familias incompletas, em
que ou o pai ou a mde nao fizeram parte do estudo. Além disso, ainda foram encaminhados 11
irmaos nao afetados, de individuos diagnosticados como disléxicos, pertencentes a essas familias

(ver Tabela 2).

Tabela 2 - Composi¢ao de familias do grupo II

Familia N°de individuos N° de afetados Sexo do(s) individuo(s) Ambos os pais

n participantes diagnosticados afetado(s) genotipados?
1 4 1 F Sim
2 3 1 M Nio
3 3 1 M Sim
4 3 1 F Sim
5 4 1 M Sim
6 2 1 F Nio
7 3 1 M Nio
8 2 1 M Nio
9 3 1 F Sim
10 4 1 M Sim
11 2 1 M Nio
12 3 1 M Sim
13 3 1 M Sim
14 4 1 M Sim
15 2 1 M Nio
16 3 1 M Sim
17 2 1 M Nio
18 3 1 M Sim
19 4 1 M Sim
20 3 1 F Sim
21 4 1 M Sim
22 4 1 M Sim
23 4 1 M Sim
24 3 1 M Sim
25 3 1 M Sim

1. Avaliacio clinica
Os pacientes foram avaliadas de maneira individual em salas do Laboratério DISAPRE e na
ATEAL por profissionais especializados da fonoaudiologia e neuropsicologia. Devido a
diferengas na avaliac@o clinica e diagndstico das duas institui¢des, os instrumentos utilizados
serdo citados separadamente. Para ambos os grupos, os critérios de inclusio e exclusdo utilizados
foram:
Critérios de inclusao:

= Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pais ou responséveis;
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= Criangas com acuidade visual e auditiva e desempenho cognitivo dentro dos padrdes da
normalidade;

= Criangas com queixas em leitura e escrita;

= N3ao fazer uso de medicamento psicotropico;

= N3o apresentar outro quadro neuroldgico.

Critérios de exclusao:

= Crianga com diagnéstico de Distirbio de Aprendizagem nao especifico;

= Criangas com baixa acuidade visual e auditiva e desempenho cognitivo abaixo dos padrdes da
normalidade;

= Sindromes genéticas ou outras sindromes.

1.1 Avaliacao clinica dos pacientes do grupo I

Avaliacido Fonoaudioldgica
= Roteiro de Anamnese para os pais: entrevista especifica com os pais referente a relacdo
desenvolvimento/aprendizagem dos escolares participantes deste estudo;
= Avaliacdo Fonolégica da Crianca (AFC): o instrumento tem por objetivo elicitar a
amostra representativa da fala da crianca por meio da nomeagdo espontanea (Yavas;
Hernandorena; Lamprecht, 1992).
= Aplicacdo da Prova de Consciéncia Fonoldgica — Instrumento de Avaliacdo Sequencial
(CONFIAS) desenvolvida por Moojen et al. (2003). Esta prova é composta de duas partes,
sendo a primeira correspondente a consciéncia sildbica. A segunda parte corresponde a
consciéncia de fonemas.
= Teste de Nomeacdo Automdtica Répida (Denckla e Rudel, 1974, Ferreira, et al., 2003),
composta dos sub-testes de nomeacao de cores, digitos, letras e objetos.
= Prova de Leitura e Escrita: O procedimento consiste na leitura oral e escrita sob ditado
(Pinheiro, 1994). As listas que sdo apresentadas aos sujeitos estdo organizadas com base na
correspondéncia fonema-grafema da ortografia da lingua portuguesa.
= Escrita temdtica: O procedimento € utilizado pelos critérios de Abaurre (1987) no qual é
solicitado um tema a crianga para a elaboragao.

= Prova de repeticdo de palavras sem significado (Kessler, 1997): € aplicada uma lista de 30
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palavras sem significado para o portugués.

Avaliagdo Neuropsicoldgica
= Entrevista Estruturada de Anamnese: modelo simplificado de anamnese com os pais para
a coleta de dados referentes ao desenvolvimento da crianca;
=  Child Behavior Checklist (CBCL) (Inventirio de Comportamentos da Infincia e
Adolescéncia; Bordin, Mari e Caeiro, 1995): tem como objetivo avaliar as caracteristicas
emocionais e comportamentais de criancas e jovens de 4 a 18 anos de idade. Trata-se de um
questiondrio para os pais composto por 138 itens divididos em dois blocos.
= [Escala de Inteligéncia Wechsler para Criancas (WISC-III) (Figueiredo, 2002): foi
adaptada e padronizada para a populacdo brasileira como instrumento clinico.
= Testes de Cancelamento (TC) (Guerreiro, 1993; Weintraub e Mesulam, 1985): constitui
um teste de performance continua que requer rdpida seletividade visual e resposta motora
repetitiva, e tem como objetivo avaliar a atengdo sustentada visuo-espacial.
®  Trail Making Test (TMT) - Teste das Trilhas (Spreen e Strauss, 1998): o material e
instrucdes do TMT foram adaptados a partir das orientagdes presentes em Spreen e Strauss
(1998). A parte A do TMT € um teste de aten¢do sustentada visual, e a Parte B é considerada
um teste de flexibilidade mental.
= Stroop Color Word Test (SCWT) (Spreen e Strauss, 1998): avalia a capacidade de o
individuo selecionar estimulos relevantes e ignorar os estimulos irrelevantes.
= Tower of London (TOL) - Torre de Londres (Tunstall, 1999): avalia a habilidade de
planejamento mental.
= Wisconsin Card Sorting Test (WCST) - Teste Wisconsin de Classificagdo de Cartas
(Cunha et al., 2005): padronizado para a populacdo brasileira, constitui um instrumento para
avaliar as funcOes executivas e requer planejamento estratégico e exploracdo organizada,
direcionando o comportamento para alcangar um objetivo e modulando a responsividade

impulsiva.

1.2 Avaliacao clinica dos pacientes do grupo I1
= Roteiro de Anamnese para os pais: entrevista especifica com os pais referente a relacao

desenvolvimento/aprendizagem dos escolares participantes deste estudo;
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= Escala Wechsler de inteligéncia para criangas (WISC-III): cujo objetivo basico foi medir
quantitativamente o nivel cognitivo geral, através de operacdes mentais como associagdes,
deducdes, tipo de raciocinio, entre outras;

= Teste de desempenho escolar (TDE) (Stein, 1994.): os sujeitos foram submetidos a
avaliacdo das capacidades fundamentais para o desempenho escolar, especificamente, escrita,
aritmética e leitura;

®= Prova de nomeacdo automatica ripida (RAN) (Denckla e Rudel, 1974); composta dos
subtestes de nomeacao de cores, digitos, letras e objetos.

= Prova de consciéncia fonolégica (PCF) (Capovilla e Capovilla, 1998): composta de dez
subtestes, com quatro itens cada, que se referem a verificacdo da habilidade de sintese,
segmenta¢do, manipulacio e transposi¢do sildbica e fonémica, rima e aliteracdo. O resultado

da prova € apresentado em forma de escore total. Os resultados foram analisados

estatisticamente, sendo adotado o nivel de significancia de 5%.
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Apo6s a confirmacdo diagnéstica e estabelecido o perfil clinico, as criancas que
preencheram os critérios de inclusdo foram encaminhadas para avaliagdo genética no Laboratdrio
de Genética Molecular Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética
(CBMEG)/UNICAMP. O estudo obteve aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp

sob o parecer N° 105/2008 e foi composto dos seguintes procedimentos:

1. Extracdo de DNA genomico de sangue periférico

A extracdo do DNA gendmico foi feita a partir de leucdcitos obtidos em 8 a 15 mL de
sangue periférico coletado em tubos Vacutainer contendo EDTA 10%, de acordo com o método
fenol/cloroférmio.  Apdés a extracdo, as amostras de DNA foram quantificadas usando

Spectrophotometer NanoDr0p® ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc., Detroit, USA).

2. Técnica de MLPA

A técnica denominada Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (Amplificacdo de
Muiltiplas Sondas Dependente de Ligagao) € um método sensivel, econdmico e rapido, que visa a
quantificacao relativa, quanto ao nimero de copias, de varias sequéncias de acidos nucléicos em
um Unico experimento, sendo capaz de detectar delecdes e duplicacdoes de diversos genes
(Schouten et al., 2002, Sorensen et al., 2008).

A técnica € constituida por quatro fases: Desnaturacdo, Hibridizacdo, Ligacdo e
Amplificacdo. Nas duas primeiras, o DNA gendmico € desnaturado a uma determinada
temperatura, e entdo hibridizado a uma mistura de sondas (cada uma especifica para a regido a ser
estudada). Cada sonda é formada por dois oligonucleotideos, representados na Figura 8,
constituidos da seguinte maneira:

- Oligonucleotideo Y: contém um marcador fluorescente, seguido de uma sequéncia
homdloga ao primer universal Y, além da sequéncia de hibridizacdo homdéloga ao DNA-alvo.

- Oligonucleotideo X: contém uma sequéncia homoéloga ao primer universal X, seguido
de uma seqiiéncia-coringa (com extensao diferente para cada sonda, o que definird o tamanho a
partir do qual o fragmento final poderd ser diferenciado dos demais) e uma sequéncia de

hibridizacdo homodloga ao DNA-alvo.
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Figura 8 - Constitui¢io dos oligonucleotideos das sondas de MLPA. (Adaptado de MRC-Holland 2010, disponivel
no site:< http:// www.mlpa.com>. Acesso em dez/2010 ).

Esses oligonucleotideos, quando submetidos a temperatura de anelamento, hibridizam-se
a sequéncias complementares ao DNA-alvo e, a seguir, em temperatura ambiente, sao unidos por

uma enzima ligase dependente de temperatura (Fase de Ligac¢do), formando um fragmento tnico.

Figura 9 - Fragmento tnico resultado da reacdo de ligacdo.

Ap6s a ligacdo, inicia-se a fase de amplificacdo, na qual os fragmentos formados pelas
duas sondas, agora unidas, sdo amplificados por PCR, utilizando-se primers universais que se
anelam as seqiiéncias ndo-homdlogas situadas nas duas extremidades dos produtos de ligacao

(Schouten et al., 2002).

Figura 10 - Resultado da amplificagdo dos produtos de ligacdo através de PCR, com a utilizacdo de primers
universais.
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Em seguida, tais produtos sdo separados em aparelho de eletroforese capilar e podem ser
analisados em relacdo aos controles sem alteragdo, a partir de programa especifico de
genotipagem. Dados de édrea ou altura de pico de cada produto de amplificacio podem ser
utilizados na normalizagdo, e refletem o nimero relativo de cdpias de cada seqiiéncia-alvo,
permitindo, por exemplo, que o nimero de cépias localizadas nas extremidades cromossdmicas

que sofreram delecdo ou duplicacdo seja identificado (Schouten et al., 2002).

2.1 Procedimentos para a técnica de MLPA

2.1.1 Desnaturaciao do DNA genomico e hibridizacao com sondas

O DNA genomico foi diluido com Tris EDTA 1X para que atingisse a concentragdo final
de 250 ng em 5 uL. Os DNAs diluidos foram aquecidos a 98°C e resfriados a 25°C, em seguida
foi adicionada a mistura de 1,5 uL de SALSA Probe-mix (MRC-Holland, Amsterda, Holanda) e
1,5 uL de MLPA buffer (MRC-Holland) em cada tubo. Em seguida as amostras foram
misturadas cuidadosamente e incubadas a 95°C por 1 minuto e posteriormente por 16 horas a

60°C em termociclador.

2.1.2 Reacdo de Ligacao

A temperatura do termociclador foi reduzida a 54°C, quando 32 uL de Mix Ligase-65
foram acrescentados a cada amostra, com posterior ressuspensdo da mistura. Em seguida, as
amostras permaneceram incubadas a uma temperatura de 54°C por 15 minutos e a 98°C por 5

minutos.

2.1.3 Reacoes da PCR Multiplex

Foram adicionados 4 uL 10X SALSA PCR buffer (MRC-Holland) , 26 uL de H20, 10 L
da reacdo de ligacdo de MLPA a novos tubos (para cada amostra), que ficaram mantidos em
termociclador a 60°C. Em seguida, 10 puL de Mix Polymerase (MRC-Holland) foram
acrescentados a cada tubo, para assim iniciar a reacdo de PCR, segundo o protocolo de 30
segundos-95°C; 30 segundos-60°C; 60 segundos-72°C, por 35 ciclos. Por fim, as amostras foram

incubadas a 72°C, durante 20 minutos.
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2.1.4 Separacao dos produtos amplificados por eletroforese capilar

Posteriormente a reagdo de PCR foram misturados as amostras 0,75 uL. da reacdo de PCR,
0,75 uL de 4gua, 0,5 uL de 500 ROX, 13,5 uL (Applied Biosystem-Applera Corporation, EUA)
Formamida Hi-Di (Applied Biosystems), em seguida, desnaturados a 95°C por 5 minutos e
resfriados em gelo. A leitura foi realizada no equipamento de eletroforese capilar ABI-Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados

utilizando o Software GeneScan (Applied Biosystems).

2.1.5 Analise dos dados obtidos por MLPA

O software Genotyper (Applied Biosystem) foi utilizado para a andlise de varias amostras.
Esse software reconhece e identifica cada sonda no eletroferograma e mostra a drea dos picos de
cada uma. Delecdes em heterozigose da sequéncia de reconhecimento da sonda mostram, no
eletroferograma, uma redug¢do de 35-50% da éarea relativa do pico referente ao produto de
amplificacdo daquela sonda.

A drea dos picos dos amplicons representando a respectiva sonda, foram exportados para
planilhas do programa Microsoft Excel® e os cdlculos foram realizados de acordo com o método
descrito por Taylor et al. (2003), dados foram normalizados dividindo-se a drea do pico de cada
sonda pela soma das dreas dos picos de todas as sondas na amostra. Em seguida, esse valor
normalizado foi dividido pela média das areas dos picos correspondentes dos individuos
controles. Quando da presenca de delecdes e duplicagdes em heterozigose, os valores dos dados
normalizados teoricamente serdo de 0,5 e 1,5, respectivamente, se considerado 1,0 como valor

normal.

2.2 O Kit de MLPA

O Kit usado neste estudo foi o SALSA MLPA P150 (MRC-Holland, Amsterda, Holanda)
ele contém sondas para a maioria dos exons do gene DCDC?2, e também para alguns exons dos
genes candidatos KIAA0319 e ROBOI1. Além disso, hd varias sondas para os genes KAAGI e
NRSNI (VMP) (que estdo localizados proximos ao gene DCDC?2), bem como sondas para o gene
ROBO?2 (préximo ao gene ROBOI) no cromossomo 3pl12. O kit contém 40 sondas com produtos

de amplificacado entre 130 e 436 nucleotideos, conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 — Sondas do Kit SALSA P150. Adaptado do protocolo do fabricante.
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Exon 1
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Exon 2
Exon 3
Exon 4
Exon 5
Exon 6
Exon 7
Exon 8
Exon 9
Exon 10
Exon 1
Exon 2
Exon 21
Exon 1
Exon 1
Exon 1
Exon 3
Exon 4
Intron 2-3
Exon 3
Exon 3
Exon 4
Exon 4
Exon 5
Exon 6
Exon 9
Exon 17
Exon 26
Exon 31
Exon 3
Exon 4
Exon 23
5q31
15921
17921
16922
17q11
13q14
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364
190
166
196
220
265
310
355
399
148
154
178
247
427
238
328
208
370
136
172
202
232
274
319
418
409
292
214
184
382
283
338
142
130
160
226
301
346
391
436

Seq. Parcial (20 nt adjacentes ao sitio de ligacao)
GTGACATAAT-TTCCTGCACA rev
AGAAGAAGGT-GTCCAGCTTC rev
GATTTCTCCT-ATGTCCAAGT rev
CAACGTGTCA-GCTCGCTTTA
GTGGGATCAT-GTACTACAAA
AGAGTTGGAG-AATGGGCAGT
TACACTCCCT-TTAGACTTTC rev
TAGGGAAATG-ATCGCCACTC
AGAGAGGTCT-GAAACACGGG
AGGCACCGAT-GAGGAGAATG
TTATTTAATA-TTTCTATATG rev
GGAGGAACAA-GTGGGACGGC
CTTCATTGCT-GCTGCTGGTG
AGCACGAGAT-GGAATGACCA
CTTCATATCA-ACCCCACACT
AGCACGCTCT-TCACGACGGG
CAGCTAGGCT-GGCTGCACTT
TGAGGACTGT-ACAGCCTCAA
GCTGGCAGGA-GCTGTTCTCT
TAGGTTTCCT-TTGTGTGTTA rev
TACTGTTACT-ACTGTGACCC
TGATAACGAT-GACAATTCGC
ACCTCGCATT-GTTGAACACC
GAAGGAGTCT-ATGTCTGTGT
GCCCACCATT-TCATGGAAGA
CATGATCACT-TACACCCGTA
GGGACGGACT-GTAACTTTTC
TTAGTTGGCA-GCCACCTCCA
TCAGTCCACT-GCCACTCTGA
GCAAACCATT-ATACCTTACT
AAGCTACGTT-TGTGTTGCGA
CCTTGTCATC-AATTCGAACT rev
AAGCTACGTT-TGTGTTGCGA
TACATTGTCACTGCAAATCGACACCTA
GCCGAGTACAAAATTCTTTGTCCTGGA
ACTGGCCAACAATTGCTTGACTGTTCTTTACCA
CAAAGACAAAGAAGGCAAGGTTTTCTACA
GAGCTTTACTTACAGTGTCTGAAGAAGTTCGAA
CGGTCTTCATGCAGAGACTGAAAACAAAT
GTCTCCGCGCCGAGAACGAGAAGAAG

3. Estudo do gene candidato DYXIC1

A andlise de associagdo do gene DYXIC1 foi realizada baseada em familias, o que

propiciou reducao de problemas como estratificagdo da populacdo e o pareamento inadequado de

casos e controles (Evangelou, 2006).
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No desenho desse estudo, a escolha do gene DYX1C1 foi motivada por achados prévios
na literatura que mostraram associacao de algumas variantes a dislexia em mais de um estudo, e
pela descoberta da implicacdo desse gene no desenvolvimento cerebral (com atua¢do na migracao
neuronal). E também porque, apesar da sua relevancia, esse gene ndo estd incluso no de kit

MLPA P150.

3.1 A sele¢io dos polimorfismos a serem estudados

Inicialmente, a selecio de SNPs para o gene DYXICI foi realizada utilizando-se a
ferramenta ~ SNPTagger do  programa  Haploview 4.1 (Disponibilizado  em:
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview) a partir do banco de dados das populacdes estudadas
pelo projeto HapMap. Foi usada como painel de andlise a populagdo residente de Utah, Estados
Unidos, com ancestralidade européia (CEU), individuos de etnia Yoruba de Idaban, Nigéria
(YRI), e Chineses Han, de Pequim e Japoneses de Téquio (CHB+JPT). Os parametros utilizados
na selecdo foram: freqiiéncia alélica minima (MAF) > 0,05; valor de p < 0,01 para desequilibrio
de Hardy-Weinberg; e grau de desequilibrio de ligacao (D' e 12) < 0.8.

O programa TDT POWER CALCULATOR foi utilizado para verificacdo do poder estatistico
da amostra (Chen and Deng, 2001), para isso utilizou-se um nivel de significancia (a) = 0,05 e
uma prevaléncia = 5%. Devido ao pequeno nimero amostral de familias participantes, foram
selecionados 4 SNPs, citados na Tabela 4, para que fosse obtido um poder estatistico superior a
80%. A decisdo pelos marcadores para a genotipagem foi baseada em achados prévios na
literatura, que mostraram associagdo ou possivel papel funcional de haplétipos de risco dos
quatro SNPs selecionados (rs57809907, rs17819126, rs3743205 e rs16787) com a dislexia,

conforme j descrito na introdugao.

Tabela 4 - SNPs selecionados no gene DYXIC1 e sua posi¢cdo no cromossomo 15.

Gene Lécus  SNP Posicio

rs16787 55800837
DYXICI DYXI rs3743205 55790530
rs17819126 55789910
rs57809907 55722882
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3.2 Genotipagem dos alelos pela Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real

O ensaio de discriminagdo alélica Taqman® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
foi utilizado para a genotipagem dos alelos dos quatro SNPs selecionados. Esse ensaio determina
se a amostra desconhecida € um homozigoto normal (apresenta apenas o alelo 1), homozigoto
afetado (possuem apenas o alelo 2) ou heterozigoto (possuem tanto o alelo 1 quanto o alelo 2).

Duas sondas fluorogénicas permitem a deteccdo de produtos especificos da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) a medida em que estes sdo produzidos, o esquema da reagdo estd
representado na Figura 11. As sondas de oligonucleotideos contém um pigmento fluorescente na
extremidade 5°, que € o responsavel por diferenciar o alelo detectado (VIC® no alelo 1 e FAM™
no alelo 2), um pigmento quencher (que capta a fluorescéncia emitida pelos outros pigmentos
fluorescentes) no final 3°, ligado a um minor grove-binder (MGB). O MGB permite o aumento
da temperatura de desnatura¢do durante a PCR sem aumento no tamanho da sonda, permitindo o
desenho de sondas mais curtas; este tipo de sonda permite uma diferenca maior na temperatura de
desnatuacio entre sondas e consequentemente, maior acuracia na discriminagdo alélica. Enquanto
a sonda permanece intacta, a proximidade do pigmento quencher reduz ao méaximo a
fluorescéncia emitia pelo pigmento por meio da transferéncia de energia ressonante fluorescente
(FRET), através do espaco.

A sonda se anela na sequéncia alvo, sendo clivada pela atividade 5’ nuclease da Tag DNA
polimerase a medida em que o primer se extende. A clivagem da sonda separa o pigmento
fluorescente do pigmento quencher, liberando o sinal fluorescente especifico (FAM ou VIC) para
captacdo por camera CCD, durante a fase de extencdo da PCR; simultaneamente ocorre a
remog¢do da sonda da fita alvo, permitindo que a extencdo do primer continue até o final da fita
alvo. Assim, a inclusdo sa sonda ndo inibe o processo geral da PCR. Moléculas adicionais do
pigmento fluorescente sdo clivadas da respectiva sonda a cada ciclo, resultando no aumento da
fluorescencia proporcional a quantidade de amplicons produzidos. Assim, os possiveis resultados
do ensaio de discriminagdo alélica sdo trés: aumento substancial da fluorescéncia do pigmento
VIC indica homozigosidade do alelol; aumento substancial da fluorescéncia do pigmento FAM
indica homozigosidade do alelo 2; e aumento no sinal de fluorescéncia dos dois pigmentos

indicam heterozigosodade.
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Figura 11 - Esquema da reacio de PCR em Tempo Real para deteccdo alélica. (Disponivel em:

<http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/cms_040027.pdf>.
Acesso em dez/ 2010).

3.2.1 Procedimetos para a reacio de PCR em tempo real

O ensaio TagMan® (Applied Biosystems) foi utilizado para deteccao dos alelos. A
mistura da reacdo foi preparada utilizando-se o metodo de adi¢cdo de DNA tmido. Em placa ética
MicroAmp 96 pocos (Applied Biosystems), a solucdo foi preparada contendo 2X Tagman
Universal PCR Master Mix (3,5 uL), 20X SNP Assay Mix (0,175 pL), Agua MiliQ (2,325 uL) e
amostra de DNA gendmico (1 pL). O volume final para cada pogo foi de 7 pL.

O Universal Master Mix combina todos os componentes necessarios para realizar o ensaio
5’ nuclease com as sondas TagMan® (Applied Biosystems), e contém 250 U de Amplitaq Gold®
DNA Polymerase, 100 U de AmpErase® UNG, dNTp, 10X TagMan® Buffer A, 25mM de
MgCl, em solucdo. O SNP Assay Mix contém um par de primers (sense € antisense), uma sonda
marcada com pigmento VIC® e uma sonda marcada com pigmento FAM™. Os primers e as

sondas foram desenhados conforme orientacdo do servico SNP assay-by-design da Applied
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Biosystems.

A reacdo de PCR foi realizada utilizando 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, California, EUA), de acordo com as seguintes temperaturas e duracdo dos ciclos:
desnaturagdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos,
finalizando-se com uma extenc¢do a 60°C por um minuto. O sinal de fluorescéncia foi detectado
por 7500 System Sequence Detection Software® (SDS)

Apo6s a reagdo de amplificacdo, a andlise pds-PCR foi realizada. O software SDS plota os
resultados num histograma do alelo X versos alelo Y. Os pontos podem se localizar ao longo do
eixo horizontal (sendo reconhecidos como alelo X), ao longo do eixo vertical (reconhecidos
como alelo Y), ou ao longo da diagonal (sendo identificados como alelos X e Y, ou seja,

heterozigotos).

3.2.2 Anadlise estatistica dos dados

O estudo de associacdo baseado em familias foi realizado utilizando o Teste de
Transmissdo de Desequilibrio de Ligacao (Transmission Disequilibrium Test - TDT). O TDT é
uma adaptacido de um estudo de caso-controle sendo os alelos presentes nos individuos afetados
considerados os casos. Tomando-se os alelos encontrados nos progenitores, faz-se uma tabela de
contingéncia (2x2) comparando-se o nimero de alelos transmitidos ao filho em relacdo aos nao
transmitidos, calculando-se, a partir dai a razdo de chances (OR) e o valor de p.

Os testes de TDT baseiam-se na distor¢do na transmissdao dos alelos de um dos pais
heterozigotos para uma prole afetada. Em caso de ndo-associacdo com a doenca, os alelos (A e B)
tém a mesma chance de serem transmitidos de um dos pais heterozigotos. Se, no entanto, um
alelo (B) aumenta risco de doenga, esse alelo serd preferencialmente transmitidos aos filhos
afetados. O esquema de amostragem para o TDT € o trio da familia, com o DNA disponivel a
partir de ambos os pais e um unico filho afetado. O teste estatistico considera todos os pais
heterozigotos (AB), e compara o nimero de transmissdes do alelo A e do alelo B. O TDT trata
contribuicdes dos pais como independentes e, portanto, pressupde um modelo multiplicativo.

Ap0s a detecgdo dos alelos de todos os individuos, os genétipos foram processados para a
andlise estatistica utilizando o software Jinglefix (Secolin et al., 2008). O equilibrio de Hardy—
Weinberg (limite do valor de p = 0.01) e a a frequéncia alélica minima (MAF) (limite= 0.05) dos
dados foram avaliados pelo software Haploview (Barrett et al., 2005). Para anélise de associacao

baseada em familias, foi utilizado o programa Unphased (Dudbridge, 2008).
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1. Dados familiares
A investigacdo familiar revelou que 21 (77,8%) dos individuos afetados do grupo I eram
do sexo masculino, e apenas 6 (22,2%) eram do sexo feminino. Dentre os pacientes deste grupo,
20 (74,1%) tiveram ambos os pais genotipados, enquanto que 7 (27,9%) dos pacientes tiveram
apenas um dois pais genotipados. Para o grupo II, 20 (80%) dos individuos afetados eram do sexo
masculino e 5 (20%) eram do sexo feminino. Para este grupo, 18 pacientes (72%) tiveram ambos

os pais genotipados e 7 pacientes (28%) tiveram apenas um dois pais genotipados.

2. MLPA

A presenca de inserc¢des e delecdes no DNA foi investigada pela técnica de MLPA nos 27
individuos disléxicos pertencentes ao grupo I, diagnosticados pelo DISAPRE/UNICAMP. Os
fragmentos de DNA de cada amostra, resultantes da amplificacdo das sondas na reacdo de
MLPA, foram identificados por eletroforese capilar e analisados pelo software Genescan
(Applied Biosystem). O software Genotyper (Applied Biosystem) foi entdo utilizado para o
reconhecimento das sondas e para a obten¢do da area dos picos correspondentes. A técnica de
MLPA também foi aplicada a 5 individuos controles (ndo-disléxicos). Os eletroferogramas de 3
individuos controles estdo representados na Figura 12. As 40 sondas do kit P150 foram
amplificadas, e o mesmo padrao de distribui¢do e de area dos picos foi observado para todos os 5
individuos.

A andlise dos pacientes disléxicos foi realizada, e em todos 0s casos, os eletroferogramas
mostraram a amplificacdo das 40 sondas, e nehum dos 27 individuos analisados apresentou
aumento ou reduc¢do significativos das dreas dos picos em relacdo aos individuos controles. Na
Figura 13, os eletroferogramas de um individuo normal e de um individuo disléxico sao

comparados, ndo sendo detectado nenhum desvio aparente no ndmero de copias das sondas.
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Figura 12 - Eletroferogramas obtidos apds a reacdo MLPA de amostras de individuos controles (nfo disléxicos).

Cada pico representa uma sonda, e os genes e exons/introns correspondentes sdo mostrados nos blocos de texto.
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Figura 13 - Eletroferogramas obtidos apds a reagdo MLPA. C) Amostra de um individuo controle. P) Amostra de um

paciente disléxico.
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As dreas dos picos de cada amostra foram normalizadas em planilhas do programa Excel,
e graficos foram gerados para cada individuo. O valor 1 foi considerado normal; no caso de
delecdes em heterozigose, o valor esperado seria aproximadamente de 0,5 (metade do numero de
copias); j4 no caso de delecdes em homozigose, o pico correspondente a sonda que se liga na
regido deletada ndo apareceria no eleroferograma, e consequentemente o valor no grafico seria
zero. Nas Figuras 14, 15 e 16, os graficos normalizados de todos os pacientes estudados sao
mostrados. Nenhuma amostra mostrou desvio significativo em rela¢do ao valor normal, indicando
que nenhuma duplicacdo ou delecdo estavam presentes nas regides de ligacdo das sondas do kit

SALSA MLPA P150.

Jiyyy faaaAl

RP-1
RP-2
RP-3
RP- 4
RP-5
RP-6
RP-7

DCDC2 Exon 1
DCDC2 Exon 1.4 |
DCDC2 Exon 2
DCDC2 Exon3 |
DCDC2 Exon 4

DCDC2 Exon5 |
DCDC2 Exon 6
DCDC2 Exon7 |
DCDC2 Exon 8
DCDC2 Exon9 |
DCDC2 Exon10 |
KIAAO319 Exon1
KIAAO319 Exon2 |
KIAAO319 Exon21
KAAG1 Exon1 |
KAAG1 Exon 1,1
NRSN1Exon 1
NRSN1 Exon 3
NRSN1 Exon 4
ROBO1 Intron 2-3
ROBO1 Exon3
ROBO1 Exon 3.1
ROBO1 Exon 4
ROBO1 Exon 4.1
ROBO1 Exon5
ROBO1 Exon 6
ROBO1 Exon 9
ROBO1 Exon 17
ROBO1 Exon 26
ROBO1 Exon 31
ROBO2 Exon 3
ROBO2 Exon 4
ROBO2 Exon 23

Figura 14 - Gréfico dos resultados normalizados da reacdo de MLPA. Os genes e exons/introns correspondentes a
cada sonda sdo mostrados no eixo horizontal, e as sondas de referéncia sio nomeadas RP-1 a RP-7. As barras

representam os dados normalizados da taxa de amplifica¢do de cada sonda em 10 pacientes disléxicos (P1 — P7).
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Figura 15 - Gréfico dos resultados normalizados da reagdo de MLPA de 10 pacientes disléxicos (P8 — P17).
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Figura 16 - Grafico dos resultados normalizados da reacdo de MLPA de 10 pacientes disléxicos (P18 — P24).
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3. Estudo de associacao do gene DYXIC1

A Reacdo de PCR em Tempo Real foi realizada utilizando-se o ensaio Tagman para a
genotipagem dos alelos. O Teste de Transmissdo de Desequilibrio de ligagdo (TDT) foi utilizado
para verificar a associacao dos marcadores com o fendtipo nos dois grupos de familias.

Os quatro polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs) de todos os individuos
participantes foram genotipados por PCR em tempo real, e a curva de amplificacdo dos dois
alelos foi obtida atrdvés da modo quantificagc@o absoluta no programa SDS. Também utilizou-se o
modo de discriminagdo alélica para verificacdo dos resultados, conforme a Figura 17. Os
resultados sdo plotados pelo programa SDS7500 em um histograma do alelo X versos alelo Y. Os
pontos correspondem a cada amostra, e conforme a intensidade da fluorescéncia emitida, podem

ser reconhecidos como possuindo apenas o alelo X, apenas o alelo Y ou ambos os alelos.

Allelic Discrimination
10 Legend
[CREER
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2 * _o® A Both
» * * (=
Py A* A 'y Undatermined
6 Fy “‘i 4
>
w
= 4
z sf®
m =
2
0
1 z 3 4 5
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Figura 17 — Griéfico de Discriminag@o Alélica obtido no programa SDS7500 apés a Reagdo de PCR em Tempo Real.

O poder estatistico para nossa amostra familiar foi maior que 80% em ambos os grupos para
deteccdo de associacdo. As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados dos grupos I e II,
respectivamente, obtidos pelos programas Unphased (Barrett et al., 2005) e Haploview
(Dudbridge, 2008). A andlise do padrao de desequilibrio de ligagdo (DL) foram medidas pelo I’
de acordo com os parametros de Gabriel et al. (2002). Conforme a Figura 18, baixos valores de
DL foram observados, porém para o grupo I, foi obtido um r* de 0.56 entre os marcadores
rs3743205 e rs17819126. O efeito dos SNPs foi avaliado por meio de valores de Odds ratio
(OR), ou razdo de chances; o valor de p, uma medida informal de evidéncia contra a hipétese

nula; a frequénca alélica minima (MAF) para os marcadores na populacdo estudada, e o valor de
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p do equlibrio de Hardy-Weinberg (Hwpval), o qual avalia a probabilidade de que o desvio do

equilibrio de H-W possa ser explicado pelo acaso.

Conforme demonstrado na Tabela 6, o SNP rs17819126 apresentou frequéncia minima do
alelo (MAF) menor que 0,05 no grupo II, e portanto ele ndo foi considerado na andlise de
associacdo subsequente desse grupo, para evitar o viés dos resultados devido a baixa frequéncia
de um dos alelos. Os valores de odds ratio (OR), indicam o efeito do alelo na determinacdo do
fenétipo, sendo o valor 1 indicativo de que a frequéncia da transmissdo de determinado alelo é
igual entre os individuos afetados e ndo afetados, e neste caso, o alelo ndo possui efeito no
fenotipo estudado. A razdo de chances (OR) para determinado SNP somente serd estatisticamente
significativa se a faixa do intervalo de confianca (IC) for menor ou maior que 1, indicando um
efeito protetor do alelo ou um efeito de risco do alelo para o fenétipo, respectivamente. Intervalos
de confianga sdo utilizados para indicar a confiabilidade de uma estimativa, e consistem em um
intervalo de valores em torno do parametro amostral, no qual julgamos, com um risco conhecido de
erro, estar o parametro da populagdao (Cumming e Finch, 2005).

As andlises do IC desse estudo mostraram que todas os intervalos incluem o 1, revelando
auséncia de associacdo dos alelos com a dislexia. Além disso, o valor de p foi alto para todos os
alelos, indicando alta probabilidade de que a hipétese nula (de que os alelos ndo estdo associados)
seja verdadeira. Geralmente, a hip6tese nula € rejeitada quando o valor de p € inferior a 0,05 ou
0,01, correspondendo respectivamente a 5% ou 1% de chance de rejeitar a hipdtese nula quando

ela € verdadeira (erro tipo I) (Goodman,1999).

Tabela 5- Resultados do Teste de Trasmissao de Desequilibrio de ligagdo para o grupo 1.

SNP Posicio MAF Hwpval Valordep Alelo OR 95% 1C

rs16787 55800837 0.209 1.0 0.404 A:C 0.625 0.167 - 1.952
rs3743205 55790530 0.116 0.891 0.654 CT 1.5 0.202 - 4.955
rs17819126 55789910 0.058 0.231 0.56 CT 0.5 0.181 - 22.06

rs57809907 55722882 0.105 0.744 0.705 C:A 0.75 0.023 - 1.712

MAF= Frequéncia Alélica Minima, Hwpval= Valor de p do Equlibrio de Hardy-Weinberg; OR= Razdo de Chances.

IC= Intervalo de Confianga.
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Tabela 6- Resultados do Teste de Trasmissdo de Desequilibrio de liga¢do para o grupo II.

SNP Posicao

rs16787 55800837
rs3743205 55790530
rs17819126 55789910
rs57809907 55722882

MAF
0.205
0.102
0.034
0.091

Hwpval Valor dep Alelo

0.467
0.094
1.0
1.0

0.363
1
0.56
0.088

A:C
C.T
C.T
CA

OR
0.571
1

2

0.2

95% 1C

0.205-1.911
0.251 - 8.977
0.045 -5.514
0.168 - 3.351

MAF= Frequéncia Alélica Minima, Hwpval= Valor de p do Equlibrio de Hardy-Weinberg; OR= Razao de Chances;

IC= Intervalo de Confianga.
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Figura 18 - Mapa de Desequiibrio de Ligacio (DL) obtido ela estatistica de r’. Regides de DL baixos, sdo

representadas pelas cores mais claras enquanto regides de DL altos sdo representadas por cores mais escuras. a) DL

entre marcadores no grupo I. B) DL entre marcadores no grupo II.
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A dislexia € um grande obsticulo para o sucesso educativo em escolares, que pode
desencadear uma espiral de insucesso, baixa auto-estima, isolamento e desvantagem social. A
realizacdo do diagndstico precoce € essencial para fornecer um adequado monitoramento e para o
inicio da interven¢do profissional, com objetivo de minimizar todos esses problemas. Poucos
estudos tém sido realizados no Brasil sobre esse transtorno, ndo ha dados oficiais sobre a sua
prevaléncia em nosso meio, € nenhum estudo genético tinha sido realizado até o momento no
pais. Os estudos dos genes candidatos t€ém sido conduzidos em diferentes populacdes, e varios
polimorfismos e mutacdes foram associadas a dislexia. A inconsisténcia de muitos estudos de
genes candidatos aponta para a importancia da replicacdo desses achados em diferentes
populacdes. A investigacdo adicional para identificar o significado funcional destas alteracdes
pode fornecer a base molecular das influéncias genéticas sobre a leitura.

A incidéncia da dislexia depende dos critérios utilizados para definir o transtorno. Como
esses critérios variam de acordo com cada pais, existe uma notavel diferenca na prevaléncia desse
distirbio. Segundo Paulesu et al. (2001) essa diferenca ocorre porque muitos paises ndo utilizam
uma avaliacdo neurocognitiva completa para diagndstico da dislexia, classificando individuos
com demais tipos de dificuldades em ortografia como disléxicos, superestimando os nimeros. Os
dados obtidos pelo Laboratério de Pesquisa em Dificuldades, Distirbios de Aprendizagem e
Transtornos da Atencdo (DISAPRE) da UNICAMP, onde foram diagnosticados parte dos
individuos participantes de nosso estudo, mostraram que apenas 1,7% das criangas encaminhadas
com queixas de dificuldades de aprendizagem foram realmente diagnosticadas como tendo
dislexia do desenvolvimento. Este achado € valioso, principalmente por nido haver uma
determinacgdo da prevaléncia no pais. Portanto, esses dados permitem presumir que os disléxicos
correspondem a uma minoria da populacdo escolar, sendo que a maioria apresenta apenas
dificuldades escolares ou outros disttirbios.

As diferencas nas taxas de prevaléncia entre os sexos tém sido relatados em estudos
epidemioldgicos da dislexia (Flannery et al., 2000; Rutter et al., 2004). De acordo com esses
estudos, meninos correm maior risco de desenvolver disturbios de leitura do que as meninas, com
propor¢des de sexo, de 3 meninos: 1 menina. Uma proporcao similar de 4 meninos: 1 menina foi
obtida em nossa amostra, tanto para o grupo I como para o grupo II. Alguns outros estudos,
entretanto, nao mostram diferencas significativas na frequéncia de dificuldades de leitura entre os

sexos (Flynn & Rahbar, 1994; Pennington, 2000). Indicando que as diferencas de prevaléncia
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reportadas poderiam ser causadas pelas praticas de encaminhamento feitas por professores,
devido aos problemas de comportamento apresentado pelos meninos, conforme proposto por
Shaywitz et al. (1992).

Este estudo foi o primeiro a utilizar a técnica de MLPA para investigacao de alteragcdes
genéticas na dislexia. E mesmo ndo sendo possivel a avaliagdo dos dois grupos, devido a alguns
problemas apresentados pelo aparelho de eletroforese capilar e o curto tempo, nossos resultados
sdo validos, pois a técnica foi testada em um grupo de 27 pacientes disléxicos, pertencentes a 24
familias ndo-relacionadas, diagnosticados por um estrito critério de avaliagao.

A andlise de MLPA nao revelou nenhuma delecdo ou duplicagdo nos seis genes
estudados. Algumas possiveis explicacdes para o fato poderiam ser: a auséncia de grandes
delecdes ou duplicacdes nos genes estudados que possam explicar o fenétipo, a presenca de
mutacdes fora das regides de ligacdo das sondas, ou mesmo a baixa frequéncia de delecoes e
duplicagdes nestas regides analisadas em nossa amostra.

O método mostrou-se reprodutivel e o padrdo de variacdo entre as amostras para cada
sonda do kit SALSA MLPA P150 foi baixo, mas visando o aprimoramento para estudos futuros,
sugerimos algumas modificagdes neste kit. A primeira delas € a inclusdo de sondas para regides
intronicas que possuam delecdes ja descritas, principalmente a delecdo observada no gene
DCDC?2 por Meng et al. (2005). Além disso, seria interessante abranger outras regides do gene
KIAA0319, considerando que ele possui 21 exons, e o kit contém apenas 3 sondas para esse gene.
N6s também sugerimos a exclusdo das sondas para os genes KAAGI, NRSN1 e ROBO?2, porque
mesmo estando muito perto dos genes candidatos, eles ndo foram relacionados com a dislexia em
nenhum estudo. Ao invés deles, a inclusao dos genes DYXICI, C2ORF3, MRPLI9 e KIAAO319L
no kit de MLPA seriam de maior valor, ja que evidéncias de associacdo com a dislexia para esses
genes foram demonstradas em pelo menos dois estudos cada um.

O gene DYXICI foi o primeiro a ser identificado como um gene candidato para a
susceptibilidade a dislexia, e seu papel no controle da migra¢ao neuronal durante a embriogénese
e efeito sobre o aprendizado em roedores foram verificados. A associac¢do dos dois polimorfismos
rs3743205 e rs57809907 foi encontrada por Taipale et al. (2003) em um estudo desse gene.
Porém, vdrios estudos independentes analisaram esses marcadores produzindo resultados
conflitantes. A andlise dos efeitos alelo-especificos sobre a regulacdo gé€nica sugeriu um papel

funcional para o SNP rs3743205, bem como para o marcador rs16787 do gene DYXICI (Tapia-
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Paez et al. 2008). Além disso, uma associag@o significante foi observada por Bates et al. (2010)
para a variante missense rs17819126, que adquiriu importancia por possuir uma base funcional
potencial para associacdo do gene DYX/CI com a dislexia.

Os estudos de replicacio em diferentes amostras utilizando outras estratégias de
mapeamento sdo importantes para confirmar os resultados ja relatados. Com esse intuito, nosso
estudo avaliou os 4 Single Nucleotide Polymorphisms (rs16787, rs3743205, rs17819126 e
rs57809907) utilizando uma abordagem de associacdo baseada em familias, em dois grupos de
individuos disléxicos brasileiros diagnosticados por equipes interdisciplinares distintas. Nossa
amostra obteve um poder estatistico significante, no entanto ndo revelou associacdo dos
marcadores estudados com a dislexia em nenhum dos grupos, nem para a amostra como um todo.
As aparentes discrepancias de nossos resultados com estudos anteriores podem explicar-se por
elementos chaves como: as diferencas na defini¢do do fenotipo, a ancestralidade da amostra, o
desenho do estudo, e as interacdes com efeitos ambientais que diferem entre populacdes.

A auséncia de associacdo observada para os marcadores rs3743205 e rs57809907
corrobora com os resultados de Bellini et al. (2005), Cope et al. (2005) e Meng et al. (2005).
Embora os alelos de risco proposto por Taipale et al. (2003), ndo devam ser um fator causal na
dislexia, o fato de que os mesmos SNPs mostraram associagdo em pelo menos 3 estudos
independentes, mesmo que alguns sejam em direcdo oposta, € intrigante. Uma explicacdo
simples, e que € consistente com os quatro estudos que ndo encontraram qualquer associagdo, é
que os resultados que obtiveram associacdo poderiam ser falso positivos.

O polimorfismo rs16787, localizado na regido promotora do gene, foi proposto como
sendo um sitio de ligacdo a fatores de transcri¢do do gene DYXICI, mas em nosso estudo,
também ndo mostrou associagcdo dos alelos com a dislexia.

Com relacdo ao marcador rs17819126, somente o grupo I foi considerado, e nosso
resultado se opds ao descrito por Bates et al. (2010). Sendo uma mutagao missense este poderia
ser um marcador funcional para a dislexia, porém nossos resultados ndao confirmaram a
associacdo. Como a frequéncia alélica minima (MAF) para esse marcador foi muito baixa, seria
interessante avalid-lo em um grupo amostral maior.

Esses resultado ndo descartam a participacdo do gene DYXICI na etiologia da dislexia,
pois, com base na ferramenta SNPtagger do programa Haploview, seria necessario genotipar um

total de 17 SNPs para se obter a cobertura integral desse gene. E isso seria invidvel ao nosso
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estudo, pois o poder estatistico seria reduzido devido ao pequeno nuimero de individuos
participantes da pesquisa. Portanto o aumento do nimero da amostra e de marcadores para
estudos posteriores € fundamental para que se possa fazer uma correta inferéncia do
envolvimento de DYXICI na dislexia.

A identificacdo de mutagdes em genes candidatos poderia, no futuro, abrir a possibilidade
de diagnosticar precocemente os distirbios de leitura através de avaliagdo genética, mas existem
varios niveis de andlise, que precisam ser concluidos antes que estas previsdes sejam
clinicamente uteis. Mesmo quando mutacdes causais forem identificadas, elas deverdo ser
consideradas no contexto de um quadro multifatorial para obter previsdes precisas sobre o estado

de diagndstico.
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Os dados obtidos pelo Laboratério de Distirbios de Aprendizagem da UNICAMP permitem
presumir que os disléxicos correspondem a uma minoria da populacdo escolar, sendo que a
maioria apresenta apenas dificuldades escolares ou outros distirbios. Além disso, uma
proporcdo de 4 meninos: 1 menina foi obtida nas amostras estudadas, esses dados, portanto,
corroboram com alguns outros estudos que mostraram uma maior prevaléncia desse distirbio
em individuos do sexo masculino.

Esse estudo foi o primeiro a utilizar a técnica de MLPA para investigacdo de alteracdes
genéticas na dislexia, porém nenhuma delecdo ou duplicacdo nos seis genes estudados foi
identificada. Uma explicacdo possivel ao fato seria a auséncia de grandes delecdes ou
duplicagdes nos genes estudados que possam causar o fenétipo. Visando o aprimoramento do
kit para estudos futuros, foram sugeridas algumas modificacdes no kit SALSA MLPA P150.
Nossos dados sugerem que os SNPs rs16787, rs3743205, rs17819126 e 57809907 ndo estao
associados com a dislexia.

Esse resultado ndo descarta o envolvimento do gene DYXICI nesse distirbio de
aprendizagem, novos estudos devem ser realizados em nossa populacdo utilizando um maior
nimero amostral e uma cobertura mais ampla de marcadores para que se possa afirmar ou nao

o envolvimento de DYXICI na etiologia da dislexia.
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N°da Identific. do rs16787 rs3743205 rs17819126  rs57809907
Familia Individuo C=1 A=2 C=1 T=2 C=1 T=2 C=1 A=2
1 Afetado 22 11 11 11
1 Mie 12 11 11 11
1 Pai 12 12 11 12
2 Afetado 22 11 11 11
2 Maie 22 11 11 11
2 Pai 22 11 11 11
3 Afetado 12 11 11 11
3 Filho 2 12 11 11 11
3 Maie 12 11 11 11
3 Pai 12 11 11 11
4 Afetado 22 11 11 12
4 Filho 2 22 11 11 12
4 Filho 3 22 12 11 12
4 Maie 22 11 11 11
5 Afetado 22 11 11 11
5 Mie 22 11 11 11
5 Pai 22 11 11 11
6 Afetado 22 12 11 12
6 Mie 22 11 11 12
6 Pai 12 22 11 11
7 Afetado 22 11 11 11
7 Maie 22 11 11 11
7 Pai 22 11 11 11
8 Afetado 12 11 12 11
8 Maie 22 11 11 12
9 Afetado 12 11 11 11
9 Mie 22 11 11 11
9 Pai 12 11 12 11
10 Afetado 22 11 11 11
10 Maie 22 11 11 11
10 Pai 22 11 11 11
11 Afetado 22 12 11 11
11 Maie 22 11 11 11
11 Pai 22 22 11 12
12 Afetado 12 11 11 11
12 Maie 12 11 11 11
13 Afetado 22 11 11 11
13 Maie 22 11 11 11
13 Pai 22 11 11 11
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No Identific. do rs16787 rs3743205 rs17819126 rs57809907
Familia Individuo C=1A=2 C=1T=2 C=1T=2 C=1A=2
14 Afetado 12 11 11 11
14 Maie 12 11 11 11
14 Pai 22 11 11 11
15 Afetado 12 11 11 11
15 Maie 22 11 11 11
15 Pai 12 11 11 12
16 Afetado 22 11 11 11
16 Maie 22 11 11 11
16 Pai 22 11 11 11
17 Afetado 22 11 12 11
17 Maie 22 11 12 11
17 Pai 12 11 11 11
18 Afetado 22 11 11 11
18 Maie 22 11 11 11
18 Pai 22 11 11 11
19 Afetado 22 11 11 11
19 Maie 22 12 11 12
19 Pai 22 11 12 11
20 Afetado 11 11 11 11
20 Maie 11 11 11 11
21 Afetado 12 12 11 12
21 Maie 22 12 11 12
21 Pai 11 11 11 11
22 Afetado 11 11 11 11
22 Maie 12 11 11 11
22 Pai 11 11 11 11
23 Afetado 22 12 11 12
23 Maie 22 12 11 12
23 Pai 22 11 11 11
24 Afetado 22 12 11 11
24 Maie 12 11 11 11
24 Pai 22 12 11 11
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No Identific. do rs16787 rs3743205 rs17819126 rs57809907
Familia Individuo C=1A=2 C=1T=2 C=1T=2 C=1A=2
1 Afetado 22 12 11 11
1 Mae 12 11 11 11
1 Pai 22 12 11 11
1 Filho 2 12 12 11 11
2 Afetado 22 11 11 11
2 Mae 22 11 11 11
2 Filho 2 22 11 11 11
3 Afetado 22 11 12 12
3 Mie 22 11 12 11
3 Pai 22 11 11 12
4 Afetado 22 11 11 11
4 Mae 22 11 11 11
4 Pai 22 11 11 11
5 Afetado 22 11 11 11
5 Mie 22 11 11 12
5 Pai 12 11 11 11
5 Filho 2 12 11 11 11
6 Afetado 22 11 11 11
6 Mie 12 11 11 11
7 Afetado 12 11 11 11
7 Pai 22 12 11 11
7 Filho 2 22 11 11 11
8 Afetado 22 12 11 12
8 Pai 12 11 11 11
9 Afetado 12 11 11 11
9 Mae 22 11 11 11
9 Pai 12 11 11 11
10 Afetado 22 12 11 12
10 Mie 22 22 11 22
10 Pai 22 11 11 11
10 Filho 2 22 12 11 12
11 Afetado 12 11 11 11
11 Mie 12 11 11 11
12 Afetado 22 11 11 11
12 Mie 22 12 11 12
12 Pai 22 11 11 11
13 Afetado 22 11 11 11
13 Mae 22 12 11 12
13 Pai 22 11 11 11
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No Identific. do rs16787 rs3743205 rs17819126 rs57809907
Familia Individuo C=1A=2 C=1T=2 C=1T=2 C=1A=2
14 Afetado 12 11 11 11
14 Mae 12 11 11 11
14 Pai 11 11 11 11
14 Filho 2 11 11 11 11
15 Afetado 22 12 11 12
15 Mae 22 12 11 12
16 Afetado 22 11 11 11
16 Mae 22 11 11 11
16 Pai 22 11 11 11
17 Afetado 22 11 11 11
17 Mie 22 11 11 11
18 Afetado 22 11 12 11
18 Mie 22 11 12 11
18 Pai 22 11 11 11
19 Afetado 12 11 11 11
19 Mae 12 11 11 11
19 Pai 22 11 11 11
19 Filho 2 12 11 11 11
20 Afetado 12 11 11 11
20 Mae 11 11 11 11
20 Pai 22 11 11 11
21 Afetado 12 12 11 11
21 Mie 12 11 11 11
21 Pai 12 12 11 12
21 Filho 2 11 11 11 11
22 Afetado 12 11 11 11
22 Mie 22 11 11 11
22 Pai 12 11 11 11
22 Filho 2 12 11 11 11
23 Afetado 11 12 11 11
23 Mie 12 12 11 11
23 Pai 12 11 11 11
23 Filho 2 22 12 11 11
24 Afetado 12 11 12 11
24 Mie 12 11 12 11
24 Pai 22 11 22 11
25 Afetado 22 11 11 11
25 Mae 22 11 11 11
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