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Resumo

O autismo ¢ um disturbio do desenvolvimento e apresenta uma incidéncia cerca de
34/10000 individuos. Esta patologia manifesta-se na infancia, persistindo ao longo da
vida e pode dar origem a uma grande variedade de quadros clinicos, tais como,
dificuldades de interagdo social e de comunicacdo, comportamentos repetitivos e
estereotipados. Os factores genéticos representam um papel importante, apesar da sua
origem por vezes incerta ¢ numa taxa relevante de casos o diagnostico etiologico €
desconhecido. Porém, regides cromossdmicas, tais como, 15ql11-ql3, 16pll e o
22q13.3 tém sido associadas ao autismo. O objectivo deste trabalho ¢ relacionar as
manifestagdes do espectro do autismo com alteragdes cromossomicas
submicroscopicas, das regides 15q11-ql3, 16p11.2 e 22q13.3, através da técnica de
MLPA, avaliando a sua incidéncia na populagdo em estudo. Foram encontradas
anomalias cromossomicas em trés pacientes, duas na regido 15q11.2-q13.3 e uma na
regido 16p11.2, comprovando a sua importancia na etiologia do autismo. A técnica de
MLPA revelou ser adequada na pesquisa direcionada de alteracdes cromossémicas € €

uma mais valia num laboratorio de diagnostico.

Palavras-chaves: autismo, 15ql1-ql3, 16pl1.2, 22ql3.3, perturbagdes do
espectro de autismo (PEA), genes, MLPA
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Abstract

Autism is a developmental disorder and has an incidence of about 34/10000
individuals. This pathology manifests itself in childhood and persists throughout life
and can give rise to a wide variety of clinical manifestations, such as difficulties in
social interaction and communication, repetitive and stereotyped behaviors. Genetic
factors play an important role, despite its origins sometimes uncertain. In most of the
cases its etiology is unknown. In some cases chromosomal rearrangements are the
most commonly identified abnormalities. There are certain chromosomal regions that
have been most associated with autism, as for exemple the regions 15q11-q13, 16p11
and 22q13. The aim of this work is to relate the manifestations of the autism spectrum
with the above submicroscopic chromosomal changes through the MLPA technique,
assessing its impact in the population. Chromosomal abnormalities were found two in
region 15ql11-q13 and one in 16pl1.2 confirming its importance in the autism
etiology. The MLPA technique has proved suitable for the research of chromosomal

abnormalies and is an asset in a diagnostic laboratory.

Keywords: autism, 15ql1-ql3, 16ql1.2, 22q13.3, autism spectrum disorders
(ASD), genes, MLPA
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1. Autismo

O autismo foi pela primeira vez referido por Leo Kanner, em 1943, para
definir uma condi¢do observada num grupo de 11 criangas, na sua maioria rapazes,
com um atraso no desenvolvimento (Kanner, 1943). As caracteristicas do autismo,
descritas por Kanner, sdo alteraccdes no comportamento, na interac¢do social
reciproca, comunicagao verbal e comportamentos estereotipados (Lorde et al., 2000).
E durante a infincia que o autismo se manifesta, geralmente antes dos 3 anos de
idade, verificando-se atraso no desenvolvimento da linguagem e interac¢ao social,
aparecendo mais tarde os comportamentos repetitivos e isolamento social (Wing,
1997). Um ano mais tarde, e sem conhecimento da descricdo de Kanner, Hans
Asperger descreveu quatro pacientes com comportamentos similares (Asperger,
1944). Foram necessarias décadas desde a primeira descri¢do para que o autismo
fosse reconhecido como uma patologia de etiologia complexa, tendo a genética um

papel importante (Wing, 1997; Folstein e Rosen-Sheidley, 2001).

As perturbagdes do espectro de autismo (PEA) consistem no conjunto de
perturbagdes do comportamento e desenvolvimento neuronal, de etiologia bastante
heterogénea e em parte desconhecida. Esta patologia caracteriza-se por desvios em
trés categorias: interac¢ao social, comunicagdo verbal e comportamentos repetitivos e
estereotipados (Wing, 1997; Folstein e Rosen-Sheidley, 2001). Num dos extremos do
espectro de autismo encontram-se individuos com baixo potencial cognitivo,
deficiéncias na comunicacao verbal e com comportamentos repetitivos acompanhados
de défice cognitivo. No outro extremo do espectro de autismo, encontram-se
individuos que possuem elevado potencial cognitivo, como os individuos afectados
com Sindrome de Asperger, caracterizados por défices na interaccdo social, com
comportamentos estereotipados e repetitivos, mas nenhum atraso no desenvolvimento

da linguagem (Berlinger and Smith, 2001).




No grupo das PEA, os individuos que possuem um fenotipo clinico diferente
dos padroes de autista pertencem ao grupo de perturbagdes globais de
desenvolvimento ndo especificadas. As PEA integram-se no conjunto clinico de
perturbagdes globais de desenvolvimento, nos quais se define como o conjunto de
disturbios clinicos com inicio precoce que afectam simultaneamente multiplas areas
basicas do comportamento e desenvolvimento, onde se incluem também o Sindrome
de Rett e o distarbio desintegrativo da segunda infancia (Wing, 1997; Oliveira et al.,

2007).

1.1.1. Prevaléncia das PEA

A prevaléncia da perturbacdao autista ¢ aproximadamente 20 para 10 000
individuos. Para todas as perturbacdes do espectro de autismo ¢ de 60 para 10 000
criancas. Os individuos de sexo masculino apresentam uma probabilidade quatro
vezes superior de serem afectados, comparativamente com os do sexo feminino
(Chakrabarti ¢ Fombonne, 2005). No entanto, o sexo feminino afectado com autismo
ou com perturbagdes persuasivas do desenvolvimento (PDD), tende a ser mais
comprometido cognitivamente, mas menos afectado socialmente, relativamente ao
sexo masculino (Volkmar et al., 1993). Em Portugal continental ¢ nos Acores a
prevaléncia da PEA, em 2007, era cerca de 10 em 10 000 criangas (Oliveira et al.,
2007).

O aumento da incidéncia de PEA que se tem verificado nos ultimos anos tem
despertado a aten¢ao da comunidade cientifica, varios estudos tém sido feitos no
sentido de compreender a sua etiologia. No entanto, apenas 10-20% dos individuos

com PEA tém etiologia conhecida (Abrahams e Geschwind, 2008).

1.1.2. Diagnostico do autismo

O diagnostico do autismo ¢ feito através da avaliagdo comportamental por
profissionais experientes, recorrendo a investigacao detalhada do desenvolvimento da

crianca e do historial familiar. A investigacdo de possiveis causas, como disturbios




fisicos ou psicologicos ¢ realizada com base em electroencefalogramas, andlises

cromossomicas, bioquimicas e genéticas (Wing, 1997).

1.1.3. Etiologia do autismo

O autismo ¢ uma doenga complexa, em que a etiologia ¢ desconhecida na
maior parte dos casos. A heterogeneidade de fenotipos deve-se provavelmente ao
conjunto da interac¢do entre multiplos genes, vias biologicas e factores ambientais

(figura 1).
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Figura 1- Interec¢do dos factores envolvidos na patologia autista.

A causa do autismo ¢ na sua maioria idiopatica, todavia também pode estar
associado a outras condi¢des médicas conhecidas, como Sindrome de X-Fragil e
Esclerose Multipla. Podendo ainda estar associada a outras anomalias cromossdmicas
e disturbios metabolicos (Folstein e Rosen-Sheidley, 2001; Abrahmas e Geschind,
2008; Mubhle et al., 2004).

Tém sido descritas em pacientes com autismo, multiplas anomalias
cromossoémicas como translocagdes, inversoes, duplicagdes e delecdes, envolvendo
praticamente todos os cromossomas (Folstein e Rosen-Sheidley, 2001).

No entanto, as anomalias citogenéticas mais comuns ocorrem na regiao
15q11-q13, encontrando-se esta regido alterada em 1% a 3% dos autistas. Esta regido

inclui a regido critica para os Sindromes de Prader-Willi ¢ Angelman (em dele¢do)




que esta descrita na literatura como estando sujeita a imprinting gendémico (Gillberg,
1998; Castermans et al., 2004).

A importancia da componente genética so se tornou clara na década de 1980,
pois até ao momento, a causa era atribuida a deficiéncias na educacao dos pais que
teriam lacunas a nivel social, tais como, a hipotese das maes “frias” com
comportamentos distantes ou a experiéncias traumaticas em tenra idade (Eisenberg,
1957; Bettelheim, 1967).

No autismo, a recorréncia nos familiares ¢ maior em cerca de 2% a 8% em
relagdo a populagdo geral (Muhle, 2004). Nesta patologia, caracteristicas como défice
de interac¢ao social, dificuldades de comunicagdo e preferéncia por rotinas, sao
encontradas mais frequentemente em pais de pacientes afectados em comparagdo com
a populacdo em geral (Muhle, 2004; Folstein and Rosen-Sheidley, 2001). Porém, o
risco elevado nos familiares nao significa necessariamente que a patologia tenha uma
componente hereditaria. A frequéncia do autismo € maior em irmaos de criangas com
autismo (2-6%) comparativamente a populacdo em geral. Os estudos em familiares e
em gémeos t€ém demonstrado que o risco para o autismo ¢ largamente determinado
por factores genéticos (>90%). Na verdade verifica-se que cerca de 60-90% dos
gémeos monozigoticos sao concordantes para a perturbagdao do espectro do autismo,
comparativamente aos cerca de 10% nos gémeos dizigoticos (Folstein e Rosen-
Sheidley, 2001; Mubhle et al., 2004, Abrahams e Greshwind, 2008). A possivel causa
da variabilidade fenotipica do autismo podera ser o resultado do efeito de multiplos
genes ¢ da sua interaccdo com as vias biologicas e bioquimicas de desenvolvimento
cerebral, (Levitt e Campbell, 2009). Os endofendtipos sdo pequenos grupos que estao
relacionados com os sintomas comportamentais que retratam hipoteticamente um
subgrupo genético e/ou mecanismos patofisiologicos envolvidos no fenotipo total do

autismo (Dykens et al., 2004; Steyaert ¢ Marche, 2008).

1.1.4. Epigenética do autismo

Para além da interac¢do dos factores genéticos e ambientais, também novas

mutacdes e/ou mecanismos epigenéticos, como o imprinting gendomico ou




epimutagdes, podem contribuir para a susceptibilidade genética do autismo (Schanen,
2006).

O imprinting gendmico regula a expressao dos genomas materno e paterno nos
mamiferos, resultando na expressao monoalélica dos genes sujeitos a imprinted. Este
processo ¢ vital para uma expressao génica correcta num individuo, uma vez que
erros de imprinting podem resultar numa transcrigao génica ou silenciamento génico
inapropriados, causando por vezes os chamados sindromes de imprinting, tais como
os sindromes de Prader-Willi e Angelman, entre outros (Reik & Walter, 2001).

A expressao monoalélica dos genes sujeitos a imprinting depende de uma
marca epigenética que permita distinguir a origem parental de ambos os alelos.
Modificagdes epigenéticas sao definidas como alteragdes quimicas do material
genético que regulam a fung¢do de um gene sem que a sequéncia de bases no DNA
seja alterada. As marcas de imprinting t€m obrigatoriamente que ser herdadas durante
a divisao celular, para que possam ser removidas durante a gametogénese e ter efeito
na expressao génica (Wigler et al., 1981; Bird, 1986).

A metilagdo do DNA ¢ uma modificagcdo epigenética crucial do genoma que
esta envolvida na regulagdo de muitos processos celulares. Estes incluem o
desenvolvimento embrionario, a transcri¢do, a estrutura da cromatina, a inactivagao
do cromossoma X, o imprinting genémico ¢ a estabilidade cromossémica (Riggs e
Pfeifer, 1992; Razin e Cedar, 1994; Neumann e Barlow, 1996; Wolffe e Matzke,
1999). A metilagdo ocorre em nucledtidos de citosina localizados nas ilhas CpG, uma
sequéncia promotora do gene, resultando no silenciamento transcripcional (Bittel et
al., 2007).

Os fendmenos epigenéticos sdo transmissiveis e representam um estado
alternativo da actividade génica que nao ¢ explicdvel por mutacdo, alteragdes
sequenciais ou regulacdo normal do desenvolvimento. A metilagdo faz parte de um
sistema tao importante quanto o conjunto de genes de um genoma que as células usam
para determinar onde e quando um determinado gene vai ser expresso durante o
desenvolvimento. As marcas epigénicas sdo herdadas durante a divisdo celular, mas

nao alteram a sequéncia de DNA (Robertson, 2005).




1.1.5. Estudos de regioes e genes candidatos

Os genes associados ao autismo sdo genes envolvidos em vias bioldgicas
patofisiologicamente relevantes ou localizados em regides cromossomicas
susceptiveis a alteragdes (Ott, 1999).

A base genética do autismo € complexa, a transmissdo ndo segue a heranga
mendeliana simples, nem estd associada apenas a um gene. Deve-se a existéncia de
varios genes e a interagdo entre eles. Para identificar a base genética do autismo sao
realizados varios estudos, entre eles, os estudos por citogenética convencional e
molecular (Lauritsen ef al., 1999; Gillberg et al., 1998; Jacquemont et al, 2006).

Os genes de desenvolvimento relacionados com o sistema nervoso central
(SNC), genes do sistema serotoninérgico e¢ de outros sistemas de regulacao das
fungdes neurais, além dos genes localizados em pontos de quebras cromossdmicos,
identificados em pacientes com autismo, t€ém surgido como genes candidatos (Petit et

al., 1995; Wassink et al., 2001; Vicent ef al., 2001).

Figura 2 - Regides cromossdmicas associadas ao autismo (adaptado de Sabine, 2006).

Os estudos de /linkage revelaram regides envolvidas na etiologia do autismo
em quase todos os cromossomas (figura 2). Varios estudos tém demostrado
associacao entre autismo e as regioes 2q, 3q25-q27, 6ql14-q21, 7q31-q36, 13q, 15q11-
ql3, 16pll1.2, 17q11-q21 e 22pl13.3, e regides do cromossoma X (Veenstra-
Vanderweele ef al., 2004; Freitag et al., 2007).




A regido 3p25-p26 codifica o receptor de oxitocina (OT), que estd associado
ao autismo. Tém sido detectados em pacientes autistas niveis de OT mais baixos do
que nos controlos e estudos em ratos e murganhos mostram que os niveis de OT
afectam a capacidade de relacionamento, explicando como este gene estd envolvido
no fenotipo do autismo (Modahl ef al., 1998; Insel et al., 1999; Winslow e Insel,
2002).

As mutagdes do receptor de glutamato 6 (GluR6), codificado em 621 foram
observadas em autistas (Jamain et al.,, 2002). Apenas algumas mutagdes podem
afectar a funcdo da proteina, mas devido a importancia do glutamato no
desenvolvimento do cérebro, na aprendizagem e na memoria, as alteragdes no sistema
glutamatérgico observados em pacientes demonstra que este pode ser importante na
patogénese da doencga (Mubhle et al., 2004; Freitag, 2007).

O cromossoma 7 também ¢ referenciado na literatura como tendo muitos
genes associados ao autismo. Encontram-se neste cromossoma, o FOXP2, o LAMBI,
0 EN2, 0 HOXAI, o GRMS, o NPTX2, o WNT2, o RELN e o CAPS2 (Muhle et al.,
2004; Conciatori et al., 2004; Serajee et al., 2003; Skaar et al., 2005; Zhang et al.,
2002; Li et al., 2004; Bonora et al., 2002; Gharani ef al., 2004; Wassink et al., 2001).
As mutagdes do FOXP2 estao associadas com alteragdes de linguagem, LAMBI
promove migracao neuronal durante o desenvolvimento do SNC, o GMRS ¢ outro
receptor de glutamato e NPTX2 ¢ importante para a sinaptogénese. O RELN esta
envolvido na migra¢ao neuronal, na formagdo do cortex cerebral e na sinaptogénese.
As alteracdes deste gene afectam o desenvolvimento do cerebelo e do cortex, que
corresponde a algumas das anomalias encontradas no autismo (Fatemi et al., 2001).
Murganhos knockout para CAPS2 mostram que a libertagdo adequada de
neurotrofinas (N7-3 e BDNF) mediada por CAPS2 ¢ essencial para o normal
desenvolvimento e funcionamento do cerebelo, incluindo a diferenciagdo neuronal,
morfogénese, sinapse e aprendizagem e controlo motor (Sadakata ef al., 2007). Na
regido 7q22, o gene RELN, que codifica uma glicoproteina amplamente secretada na
migracao neuronal, pode apresentar alteragdes que afectam o desenvolvimento
cortical e cerebelar. De facto, anomalias nos neurénios do cerebelo sdo uma das
causas mais importantes na patologia do autismo (Bailey et al., 1995).

A regido 17ql1-ql2 ¢ relevante por nela se localizar o transportador de

serotonina (SLC6A4), e, para além disso foram identificadas mutagdes deste gene em
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pacientes autistas, e os niveis de serotonina no plasma sao mais elevados em pacientes
autistas que na populagdo controlo (Anderson et al., 1987).

As mutagdes nos genes MECP2, NLGN4 ¢ NLGN3 codificados no cromossoma
X, também tém sido identificadas em individuos afectados (Shibayama et al., 2004;
Talebizadeh et al., 2006; Beyer et al., 2002; Carney et al., 2003). Os genes NLGN4 ¢
NLGN3 sao essenciais para a sinaptogénese. No cromossoma X, a regido Xq22-q23,
onde estd mapeado o gene AGTR2, ¢ tida como importante (Vervoort et al., 2002).
Estudos neste gene tém mostrado que a dele¢do desta regido estd associada a elevada
frequéncia de défice cognitivo em individuos autistas. No entanto, a regido mais
significativa € a Xql13-g21, que contém um dos genes da familia das neuroliginas. As
neuroliginas actuam como mediadoras da interacdo celular (moléculas de adesdo)
entre neurdnios que possuem receptores do tipo neuroxinas nas suas membranas
plasmaticas. Sao encontradas no lado pos-sindptico das sinapses e parecem ser
essenciais para o bom funcionamento das mesmas. Mutagdes nos genes NLGN3 e
NLGN4 foram encontradas em duas familias com membros afectados por autismo e
Sindrome de Asperger, sugerindo responsabilidade funcional da sinapse (Ichtchenko
et al., 1996; Scheiffele ef al., 2000; Jamain et al., 2003).

Os genes que codificam proteinas participantes do sistema serotoninérgico sao
também fortes candidatos para o estudo em autistas. O mau funcionamento desse
sistema pode resultar em depressdo, epilepsia, comportamento obsessivo-compulsivo
e distarbios afectivos. De facto, alguns desses genes tém sido estudados em
individuos afectados, entre eles o gene 5-HTT, que codifica o transportador de
serotonina, ¢ os genes 5-HTRs, que codificam os seus receptores. No entanto, a
relagdo do gene 5S-HTT com o autismo ¢ ainda controversa (Cook et al., 1997; Klauck
et al., 1997; Persico et al., 2000; Zhong, et al., 1999; Maestrini et al., 1999)

Um estudo recente suporta a associacao do gene adenosina deaminase (4DA)
(20q13.12) com o autismo. Alteragcdes no metabolismo das purinas e uma actividade
reduzida de ADA tém sido observados nos pacientes com autismo (Hettinger ef al.,
2008; Bottini et al., 2001).

Todos estes genes sdao potenciais candidatos para explicar o fendtipo autista
pelas funcdes que desempenham e pelos sistemas metabolicos em que actuam. Porém,
alguns estudos de associacdo sdao contraditorios, possivelmente devido a
heterogeneidade de fenotipos da doenca. Neste sentido, foi demonstrado que algumas

regidoes podem estar mais relacionadas com o desenvolvimento do autismo de acordo
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com o sexo do paciente ou dos seus progenitores. As regides S5pl15.33, 9p24.1 e
11p13-p12 parecem estar associadas com o desenvolvimento do autismo no género
feminino, 5q12.3 e 9q33.3 no género masculino e 2q ¢ 7q em familias de origem
europeia, refletindo a complexidade de factores genéticos que afectam o autismo
Szatmari et al., 2007).

Em pacientes autistas foram tembém observadas delecdes 2q37, 7q31, 22qll e
22q13.3 (Bolton et al., 2001; Schroer et al., 1998; Lukusa et al., 2004; Ghaziuddin e
Burmeister, 1999; Ashley-Koch et al., 1999; Vincent et al., 2000; Fine et al., 2005;
Manning et al., 2004). As delegdes 22ql11 sdo observadas em casos de Sindrome de
DiGeorge e Sindrome Velocardiofacial e tendo sido também observada em sindromes
com caracteristicas clinicas comuns com autismo (Freitag, 2007). Rearranjos no
cromossoma 16pl1.2 t€ém sido observados em varias desordens neuropsiquiatricas,
tornando evidente que duplicacdes e delecdes desta regido representam um factor de
risco significativo no autismo.

Szatmari e colaboradores, identificaram CNVs (copy number variations)
associados ao autismo. Os rearranjos mais comuns associados com o autismo sao
duplicagdes da regido 15ql11-ql3, como demonstrado por estudos anteriores. Neste
estudo também observaram quatro delegdes em 2pl16 que afectam o gene NRXNI,
interessante para a origem do autismo, pois participa na sinaptogénese glutamatérgica
e, possivelmente, gabaérgica, e interage com neuroliginas, também associadas ao
autismo. Estas altera¢des reforcam a associagao do sistema glutamatérgico no autismo
(Szatmari et al. 2007).

Na regido 15ql1-ql3, por exemplo, o cluster do gene receptor do acido
aminobutirico (GABA) parece estar associado a patogénese do autismo (Volkmar et
al., 2003; Vincent et al., 2000). Nesta mesma regido, o gene UBE3A apresenta
expressao predominantemente no cérebro humano (Nurmi ef al., 2001; Herzing et al.,
2002). Porém, dado que individuos com alteragdes cromossomicas em 15ql1-ql3
nem sempre sdo autistas, acredita-se que as modificagdes nestes genes nao sao
suficientes para o desenvolvimento da doenga.

Apesar de todas as discordancias em relacdo aos genes candidatos para o
autismo, existem ainda boas razdes para se acreditar que, uma vez conhecidos os
genes envolvidos, novos agentes terapéuticos poderao actuar em alvos moleculares
especificos. Na busca desses genes, a identificagdo de fenotipos quantitativos

multiplos ¢ fundamental na sele¢do de algumas regides.




No sentido de uma melhor compreensdao do mecanismo da PEA procedeu-se
neste trabalho a uma andlise mais pormenorizada de trés regides cromossomicas

(15q11-q13, 16pl11.2 e a 22ql13.3), que se acredita poderem contribuir para um

melhor entendimento das bases genéticas envolvidas nas PEA.

1.1.5.1. Regido do cromossoma 15q11-q13

As anomalias citogenéticas observadas na regido 15qll1-ql13 como

duplicacdes, delegdes e inversdes estdo presentes em 1-4% de pacientes autistas

(figura 3) (Gillberg, 1998). As duplicacdes podem ocorrer como repeti¢des

intersticiais em tandem, de tal modo que multiplas copias deste locus estao presentes
no cromossoma ou como cromossoma supranumerario isodicéntrico 15 (um
cromossoma 15 extra com uma ou duas copias da regido cromossomica 15q11-q13),
levando a trissomia ou tetrassomia de genes no locus 15q11-ql13. As duplicacdes da

regido 15q11-ql3 sdo as anomalias cromossdmicas mais frequentes em individuos
com PEA (Vorstman, 2006).
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Figura 3 — Ideograma do cromossoma 15 (adaptado de www.ensembl.org).

As anomalias nesta regido do cromossoma estdo associadas a outras
perturbagdes do neurodesenvolvimento que partilham algumas caracteristicas com o
autismo, especialmente a delegdo intersticial do 15q11-q13, que resulta na sindrome
de Prader-Willi ou de Angelman, dependendo se a delecao ¢ no cromossoma paterno
ou no materno, respectivamente. Estas duas sindromes estdo descritas em pacientes

com PEA, sendo estimado que mais de metade dos individuos com a sindrome de

Angelman tém PEA (Bonati et al., 2007).
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O controlo da regido 15ql1-q13 ¢ coordenado pelo imprinting genético por
toda a regido mediado por um centro de imprinting (CI) no promotor SNRPN. O
dominio de expressdo materna contém dois genes de imprinting, os genes UBE3A e
ATP10C (Kato et al., 2008).

Um desalinhamento durante a meiose I, nas LCRs (low copy repeats) leva a
uma recombinagdo homologa nao alélica, que forma uma série de pontos de quebra ao
longo da regido 15ql1-ql13 (BP1 a BPS5), que predispdem o cromossoma 15 a
rearranjos gendémicos (figura 4) (Hogart et al., 2008).

Cerca de 1% dos autistas apresentam anomalias citogenéticas na regido 15q11-
ql3, através de duplicacdes intersticiais ou de cromossomas marcadores

supranumerarios formados pela duplicacao invertida do cromossoma 15q proximal.
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Figura 4 — Representacdo esquematica da regido 15q11-q13. As regides delimitadas pelas

setas indicam os genes associados ao autismo ¢ os genes de expressdo materna ¢ paterna
(adaptado de Nurmi et al., 2003).

As anomalias citogenéticas do cromossoma 15q11-ql3 apontam para varios

genes-alvo, sendo de seguida descritos alguns desses genes.
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*  GABRB3 (gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor beta 3 gene)

O GABRB3 localiza-se na regido 15q11.2-q12 e faz parte do cluster receptor
do gene y-amino butyric acid (GABAA). Este gene esta fortemente implicado na
patogénese do autismo, promovendo alteracdes no desenvolvimento similares as
observadas no autismo, inibindo a excitagao da via neural e a sua expressao no inicio
do desenvolvimento (Owens e Kriegstein, 2002). E o principal neurotransmissor
inibidor do sistema nervoso central nos mamiferos, controlando, portanto, a
excitabilidade do cérebro adulto.

O GABA actua com um complexo GABAR, uma estrutura heteromérica que
medeia a inibi¢do sindptica no cérebro adulto. Os receptores GABA tém um papel

central na ansiedade e, perturbagdes nestes receptores podem originar epilepsia.

* UBE3A (ubiquitin-protein ligase E3A gene)

Em algumas regides do cérebro normal, o UBE3A ¢ apenas expresso a partir
do cromossoma materno, verificando-se a sua expressio somente em 10% dos
individuos com a sindrome de Angelman, que evidenciam dele¢ao 15q11.2
(Vorstman, et al., 2006). Este gene localiza-se na regido 15q11-ql3 e codifica uma
proteina designada de E6-associated protein (E6-AP), que actua como a enzima

celular a ubiquitina ligase.

* CHRNAY7 (Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-7 gene)

O gene CHRNA7, localizado em 15q14, codifica a subunidade a7 do receptor
nicotinico neuronal, a qual ¢ uma proteina homopentamérica do canal idnico
sindptico. E candidato para a epilepsia e para uma variedade de fenotipos
neuropsiquiatricos baseados em associacdes genéticas com a esquizofrenia e o
distarbio bipolar. Ainda este gene tem sido implicado em distarbios sensoriais €

défices cognitivos (Ben-Shachar et al., 2009).
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ATPI10 (ATPase class V type 104 gene)

O gene ATP10A, localiza-se na regidao 15q12 e codifica uma ATPase humana
transportadora de aminofosfolipidos. Este gene talvez seja regulado por imprinting
semelhante ao do gene UBE3A. Alguns estudos de associagdao genética sugerem que o

ATP10A pode contribuir para o autismo, ndo havendo concordancia quanto aos
resultados (Hogart et al., 2008; Schanen, 2006).

1.1.5.2. Regido do cromossoma 16p11.2

Em 2008 surgiu pela primeira vez a associacao entre a microdelecao 16pl1.2 e
o autismo (Weiss et al., 2008) (figura 5). As microdele¢des e microduplicagdoes da
regido 16pl1.2 estdo também a ser identificadas em individuos com atraso no
desenvolvimento, ¢ tém sido associadas a elevada frequéncia de atraso no

desenvolvimento cognitivo, de linguagem e com problemas comportamentais. Estas

caracteristicas apresentam maior incidéncia nas microdelecoes do que nas

microduplicagdes (Rosenfeld et al.,2010).
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Figura 5 — Ideograma do cromossoma 16 (adaptado de www.ensembl.org).

Caracteristicas dismorficas, dificuldades na alimentagdo ¢ infecgdes

recorrentes nos ouvidos parecem ser sintomas comuns na sindrome de microdelecao
16pl11.2.
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1.1.5.3. Regido do cromossoma 22¢q13.3

As delegdes ou duplicagdes no cromossoma 22q13.3 (figura 6) aparentam ser
factores de risco para a perturbagdo autista, sendo as delecdes as anomalias

cromossoémicas mais comuns associadas a esta patologia (Heilstedt ez al., 2003).
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Figura 6 — Ideograma do cromossoma 22 (www.ensembl.org).

A sindrome de microdelecdo 22q13.3 estd associada a défices cognitivos e

caracteriza-se por hipotonia neonatal, atraso no desenvolvimento global e

comportamento autista.

* SHANKS3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3 gene)

O gene SHANK3 ¢ um candidato para os sintomas neurocomportamentais
observados em individuos afectados com as delecdes 22q13. O SHANK3, também
conhecido como ProSAP2, esta localizado no cromossoma 22q13.3, e codifica uma
synaptic scaffolding protein. Este gene foi primeiramente identificado em ratos e
posteriormente em humanos, como um gene expresso predominantemente no cortex
cerebral e no cerebelo. A presenga de anomalia cromossdémica por si sO parece nao ser

indicativo de perturbacgdo autista, tendo-se verificado também delegdes no SHANK3

em individuos saudaveis (Glessner et al., 2009).

1.2. Tecnologias para o estudo da etiologia do autismo

Existem varias metodologias disponiveis para o estudo das regides associadas
ao autismo. Por norma, o estudo dos casos inicia-se pela citogenética convencional,

sendo depois complementado por técnicas de citogenética molecular e biologia

molecular.
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1.2.1. Citogenética convencional

A citogenética ¢ uma area da genética que estuda o nimero e a estrutura dos
cromossomas da célula.
Em 1970 foi publicado o primeiro cariétipo humano com bandas. Yunis, em
1976 e Uta Franke, em 1978, introduziram as técnicas de bandagem de cromossomas
em prometafase (cromossomas em alta resolugdo), permitindo um nivel de deteccao
de anomalias muito superior.
Os fundamentos elementares da citogenética convencional sao:
- incubagdo das culturas celulares in vitro com colcemida, para a
obtenc¢ao de metéafases disponiveis para observacao microscopica,
- tratamento hipotdnico das células em cultura para permitir um melhor
espalhamento dos cromossomas em metafase,
- bandagem dos cromossomas que permite que a obtencdo de um padrao

de bandas escuras e claras caracteristico (Patrinos e Ansorge, 2005).
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Figura. 7— Cariograma humano (46,XY) com bandagem GTG.

A técnica de bandagem mais comum ¢ a GTG (Giemsa-Tripsina-Giemsa).
Esta técnica consiste na incubagao com a enzima proteolitica tripsina e coloragdo com
Giemsa (figura 7).

A citogenética convencional possibilita a dete¢do de anomalias numeéricas,

estruturais, equilibradas e desequilibradas. A resolu¢do 550 bandas ¢ a minima

aceitavel para a identificagdo de anomalias iguais ou superiores a 3 Mb de extensao.
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Esta tecnologia obriga a um periodo de cultura para a obtengdo de cromossomas em
metafase/prometafase que ¢ dependente do tecido biologico utilizado. O
reconhecimento de anomalias nas regides subteloméricas, devido ao facto destas
regides corresponder, normalmente, a bandas claras na extremidade dos
cromossomas. E uma limitativa pelo facto que se recorre frequentemente a outras
tecnologias para o seu estudo nomeadamente a FISH (Fluorescent in situ
Hybridization) e o MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
(Shaffer, 2004).

A citogenética convencional ¢ essencial como primeira abordagem num
laboratério de diagnostico, por permitir analisar a constituigdo cromossémica do
paciente e posteriormente, poder direcionar o estudo de regides especificas do

genoma.

1.2.2. Fluorescent in situ Hybridization (FISH)

A FISH ¢ uma técnica de citogenética molecular que complementa a
citogenética convencional, permitindo detectar e localizar sequéncias especificas de
DNA. As sondas marcadas com moléculas fluorescentes (fluorocromos) hibridizam
com as regides dos diferentes cromossomas para as quais apresentam
complementariedade. (Van Ommen ef al., 1995; Shaffer e Bejjani, 2004).

As sondas de sequéncia Unica, subteloméricas, centroméricas e pintura
cromossoémica sdo exemplos de sondas usadas pela técnica de FISH (Shaffer e
Bejjani, 2004; Dudarewicz et al., 2005).

O método de marcacdo das sondas pode ser directo ou indirecto. A marcagao
directa prevé a ligagdo de um fluorocromo a sonda de DNA, que apds a sua
hibridagdo a sequéncia de DNA complementar da amostra, possibilita a visualizacao
do sinal fluorescente (Nicolini ef al., 2004; Murthy e Demetrick, 2006). A marcacao
indirecta ¢ mais laboriosa requerendo a mediagdo de anticorpos, sendo os mais
comuns a biotina-avidina e a digoxigenina (Gardner e Sutherland, 2004).

Os fluorocromos sao visiveis através de microscopia de florescéncia permitindo
identificar as sequéncias complementares do DNA (Verma e Babu, 1995; Fan, 2002)

(figura 8).
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A técnica de FISH pode ser usada na analise de células em metafase, permitindo
detectar pontos de quebra nos cromossomas, dele¢des, duplicagdes e identificar
material extra de origem desconhecida (Dudarewicz et al., 2005; Feldman et al.,
2000; Slater et al., 2003). Ao contrario da citogenética convencional esta técnica nao
permite o diagnostico de células em interfase, ndo necessitando de cultura celular,
levando consequentemente a um diagndstico mais rapido, se bem que direcionado.

As limitacdes desta técnica sdo por exemplo, o facto de ser laboriosa na
analise dos resultados, por necessitar de contagem de um elevado numero de células
(metafases e/ou interfases), com o objectivo de eliminar falsos positivos ou falsos
negativos e detectar niveis de mosaicismo (Hultén, ef al., 2003; Dudarewicz et al.,
2005; Feldman et al., 2000; Slater et al., 2003; Tepperberg et al., 2001; Mann ef al.,
2004).

Por vezes, através desta técnica podem surgir resultados inconclusivos, que
estdo associados a um background inespecifico, que se deve a ligacdo nao especifica
das sondas fluorescentes ao citoesqueleto, ou devido ao estado de degradagdao dos
cromossomas (D’ Alton et al., 1997; Yoon et al., 2002).

Por ser uma técnica de elevada sensibilidade, especificidade e relativamente
rapida, a FISH ¢ uma ferramenta muito til no diagndstico para os laboratoérios de

citogenética (Mundle e Sokolova, 2004).

Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

Ligagdo com
corante

fluorescente

Figura 8 — Representagdo esquematica da técnica de FISH. A sonda de DNA é marcado
com um fluorocromo. A sonda e o DNA alvo sdo desnaturados, e a sonda depois hibridiza
com o alvo, de modo a ser detectado recorrendo ao microscopio de fluorescéncia (adaptado
de www.genome.gov).
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1.2.3. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

A técnica de MLPA foi introduzida pela MRC-Holland em 2002 e baseia-se
numa reac¢do de PCR (polymerase chain reaction) que permite avaliar, em
simultaneo até 48 loci diferentes (figura 9). A técnica de genética molecular MLPA ¢
referenciada como tendo uma maior resolucao e especificidade que a técnica de FISH
permitindo estudar em pormenor a regido critica de um determinado cromossoma e
esclarecer a sua influéncia na etiologia dos diversos tracos fenotipicos associados a
uma determinada patologia (Sellner et al., 2004).

A técnica de MLPA tem como principais vantagens distinguir sequéncias que
diferem em apenas um unico nucleotideo com elevada sensibilidade, pois necessita de
pequenas quantidades de DNA (apenas 20 ng de DNA). No entanto, esta técnica
apresenta também algumas limitacdes a ter em consideracdo, nomeadamente, o
desenvolvimento das sondas ¢ bastante complexo, havendo no entanto, ja painéis
disponiveis para diagnostico (Jalali, 2008). Porém, o MLPA ¢ consideravelmente
menos dispendioso quando comparado com métodos como a FISH e o array-CGH
(array-comparative genomic hybridization) (Cai et al., 2008).

Comparando com a técnica FISH, as sequéncias detectadas sdo bastante mais
pequenas (aproximadamente 60 nucleotideos). Em relagdo a outras técnicas, em geral,
as reacgoes MLPA sdao mais rapidas, mais baratas e mais simples (Jalali, 2008).

Deste modo, esta metodologia deve ser usada conjuntamente com a
citogenética convencional e outras técnicas moleculares, como por exemplo, array-
CGH (Slater et al., 2003; Hochstenbach et al., 2005).

Estudos demonstram que o MLPA pode ser uma ferramenta util para avaliar
clinicamente microdelecdes e microduplicagdes cromossomicas relevantes em PEA
(Cai et al., 2008; Depienne et al., 2009). Com um multiplo painel de sondas para
MLPA, os diagnosticos clinicos genéticos podem agora ser realizados em mais de

10% dos casos de PEA (Cai et al., 2008).
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Figura 9 - Descrigdo geral das etapas envolvidas na reac¢do de MLPA. Esta técnica
baseia-se na identificacdo das sequéncias alvo através da hibridizacdo de duas sondas de
MLPA, que s@o posteriormente ligadas entre si. As sondas hibridizadas sdo depois
amplificadas por uma reac¢do de PCR, usando um par de primers. Para obter os valores finais
para analise de cada regido-alvo, é calculado o racio que corresponde a amostra (nimero de
copias) a dividir sobre a média dos controlos (nimero de copias) (adaptado de Schouten et
al., 2002 e de www.mlpa.com).
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1.2.4. Array comparative genomic hybridization (array-CGH)

A técnica de baseia-se na hibrizadacao competitiva de dois genomas (um
teste ¢ um controlo, marcados com diferentes fluorocromos). Desvios na intensidade
relativa de fluorescéncia dos dois fluorocromos em determinadas regides
cromossoémicas indicam variagdo no numero de copias dessa regido (figura 10). O
array-CGH combina os principios do CGH tradicional com os microarrays de DNA.
Fragmentos de DNA representativos das zonas de interesse, BACs (bacterial artificial
chromosome), Oligonucledtidos ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), sado
fixados numa lamina de vidro de forma ordenada, criando uma matriz. Os DNA
controlo e teste sdo marcados diferencialmente e hibridizados competitivamente
contra a matriz seleccionada. Os desvios na intensidade relativa dos fluorocromos sio
detectados por um scanner e indicam perda ou ganho de material. O tratamento dos

dados € feito informaticamente.

DNA do Colr)llt\ifglo Paciente: racio do Paciente: racio do
paciente normal controlo controlo
1:2=0,5:1 3:2=1,5:1
7D i.e. delegio no DNA i.e. duplicagdo no
@ U do paciente DNA do paciente
O
Q
Mix de quantidades \/
equimolares de .
DNA marcado Paciente: Controlo
Récio = 2:2=1
 ——e
Aplicar misturas de DNA na

lamina de vidro que contem
varias sondas com localiza¢do
conhecida no genoma

Figura 10 — Representacdo esquematica da técnica de array-CGH (adaptadao de Sharkey et
al., 2005).
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A resolugdo do array-CGH ¢ determinada pelo numero e tamanho dos
fragmentos usados na matriz e pela distdncia que os separa no genoma. A grande
vantagem do CGH ¢ poder detectar simultaneamente, num sé ensaio, aneuploidias,
delecdes, duplicagdes, amplificagcdes de qualquer locus representado no array,
incluindo zonas intersticiais que ndo sao cobertas por métodos mais dirigidos como a
FISH ou o MLPA.

O array-CGH tem vindo a difundir-se gradualmente gracas a versatilidade e
abrangéncia de estudos que permite, existindo ja diversas solu¢des comerciais. Uma
desvantagem ¢ ndo detectar alterac¢des estruturais equilibradas (Flint e Knight, 2003).

A maior desvantagem ¢ a necessidade de um investimento consideravel, principal

obstaculo a sua generalizagao na rotina.

1.3. Objectivos

Os objectivos deste trabalho sao:

* avaliar a eficacia da técnica de MLPA utilizando o painel de sondas

P343, especifico para o autismo, no diagnostico laboratorial

* relacionar o espectro do autismo com a frequéncia de alteragdes
cromossoémicas em regides alvo (15ql11-ql3, 16pl11.2 e 22ql13) através da

técnica de MLPA;

* estabelecer uma correlacao entre o gendtipo e fendtipo nos individuos

com autismo em que foram encontradas alteracdes cromossomicas.

21



CAPITULO II - MATERIAL E METODOS

2.1. Grupo de estudo

O laboratodrio de Citogenética e Genomica recebeu de 2001 a 2010, 554 casos
de autismo.

Neste estudo foram incluidas 25 amostras de sangue periférico de pacientes
selecionados com quadros especificos de autismo e referenciados pela consulta de
desenvolvimento e autismo do Hospital Pediatrico de Coimbra (tabela 1). Foram
incluidas no estudo trés controlos de individuos normais para as regides de pesquisar

e uma amostra de um controlo positivo com uma anomalia conhecida.

Tabela 1 - Informac¢do dos pacientes incluidos no estudo, todos referenciados com
manifestacdes do especto de autismo.

Paciente Idade Género Informacao Clinica

(anos)
1 2 g Autismo
2 5 o Espectro de autismo
3 4 g Autismo
4 4 o Autismo
5 3 g Autismo
6 4 o Autismo
7 3 g Autismo
8 0 d Autismo
9 5 Q D¢éfice cognitivo, epilepsia, caracteristicas de autismo
10 4 d Autismo
11 5 g Autismo
12 2 d Autismo
13 7 g Autismo, face sugestivo de Sindrome de Sotos
14 7 g Défice de atengdo, autismo
15 14 d Autismo
16 15 Q Autismo, défice cognitivo e epilepsia
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Tabela 1 - Informacdo dos pacientes incluidos no estudo, todos referenciados com
manifestagcdes do especto de autismo (Continuagdo).

17 7 Q Autismo

18 10 O" Sindrome de Asperger - autismo
19 5 g Autismo sem défice cognitivo
20 3 o Autismo classico

21 6 g Autismo

22 5 Autismo

23 5 g Autismo

24 3 d Autismo

25 3 g Autismo

2.2. Citogenética convencional

Todos os pacientes foram estudados por citogenética convencional, a
analise foi realizada em metafases com bandas GTG e um nivel de resolucao de 500 a
700 bandas, obtidas a partir de culturas sincronizadas de linfécitos de sangue

periférico pelos procedimentos de rotina do laboratorio.

2.3. Multiplex ligation dependent-Probe Amplification (MLPA)

Para se proceder a reaccdo de MLPA, foi feito previamente a extracg¢ao de
DNA a partir de amostras de sangue em EDTA dos pacientes em estudo. Os produtos
de extraccao foram avaliados no Nanodrop 1000 (thermo scientific Wilmington,

United States of American) quanto a concentragao em DNA e pureza.

2.3.1. Extrac¢ao de DNA

Existem trés passos basicos neste processo de extraccdo do DNA gendmico a
partir de qualquer tecido: a lise das membranas celular e nuclear, a degradacao das

proteinas e a precipitacdo do DNA.
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A extrac¢ao de DNA efectuou-se a partir de linfocitos de sangue periférico,
colhido em tubo de EDTA, seguindo a metodologia de acordo com as instrugdes do

fabricante (JETQUICK Blood Midi Spin, Genomed).

2.3.2. Determinac¢ao da concentracio de DNA e grau de pureza

O DNA extraido de cada paciente foi quantificado por espectrofotometria
no equipamento NanoDrop. Para além da concentragao de DNA, verificou-se também
a pureza das amostras, principalmente através da medi¢ao da absorvancia a 260 nm
(correspondente aos acidos nucleicos) e de absorvancia a 280 nm (correspondente a
quantidade de proteinas). O valor da razao entre as duas absorvancias (A260/A280)

traduz o grau de pureza, considerado 6ptimo entre 1,80-2,00.

2.3.3. Reaccao de MLPA

As amostras de DNA dos pacientes foram analisados recorrendo ao painel de
sondas SALSA MLPA KIT P343-B1 AUTISM-1 (lote 0109), da MRC-Holland
(Amsterdao, Holanda) (tabela 2). Foram usados trés controlos normais para as regioes
alvo, uma amostra como controlo positivo € um controlo negativo (sem DNA). O
protocolo utilizado foi de acordo com o fornecido pelo fabricante (MRC-Holland), e
utilizado no laboratério de Citogenética e Gendmica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra.

O painel de sondas, ¢ acompanhado dos reagentes necessarios para usar em 100
amostras: SALSA probemix (Gnico que difere entre os painéis de sondas), SALSA
MLPA buffer, Ligase-65, Ligase-65 Buffer A, Ligase-65 Buffer B, SALSA PCR buffer,
SALSA PCR Primer mix (mistura de primers + dNTPs), SALSA Polymerase, SALSA
Enzyme dilution buffer. Os reagentes foram armazenados a -20°C e protegidos da luz.

O painel utilizado, SALSA MLPA KIT P343-B1 AUTISM-1, contém varias
sondas direcionadas para os genes alvo nos cromossomas 15q, 16p e 22q e outras

sequéncias controlo (tabela 2).
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Tabela 2 - Sondas utilizadas e genes estudados incluidos no painel SALSA MLPA KIT
P343-B1 AUTISM-1.

Comprimento Posi¢do do cromossoma
(nt) Genes/Sondas Reféncia | 15q11-q13 / exdo 16p11  SHANK3

136 ATP10A probe 12964-114669 15q12 Exon 1

142 UBE3A probe 10883-L11553 15q11 Exon 9

148 GABRB3 probe 10872-L11542 15q12 Exon 7

154 Reference probe 0943 1-L09680 11913

160 UBE3A probe 04620-L14668 15q11 Exon 7

166 KLF13 probe 08376-L08230 15q13 Exon 2

172 HIRIP3 probe 11667-114670 Exon 3
178 NDNL2 probe 08377-L08231 15q13 Exon 1

184 GABRB3 probe 10868-L11538 15q12 Exon 5

190 Reference probe 09979-L10438 19p13

197 UBE3A probe 10880-L11550 15q11 Exon 6

202 APBA2 probe 01314-100867 15q12 Exon 14

208 SEZ6L2 probe 11668-112439 Exon 1
214 SNRPN-HB2-85 probe 1271813906 15q11

220 GABRB3 probe 01315-109339 15q12 Exon 10

226 DOC2A probe 13162-112447 Exon 4
232 SHANK3 probe 06787-L07383 Exon 22
238 MAZ probe 11669-112440 Exon 5
244 UBE3A probe 10886-L14677 15q11 Exon 12

250 Reference probe 02658-102125 11923

256 UBE3A probe 01317-L00864 15q11 Exon 13

265 Reference probe 10243-102149 1q44

270 ATP10A probe 11165-112883 15912 Exon 6

286 CHRNA? probe 12956-L08237 15q13 Exon 4

292 GABRB3 probe 10875-L11545 15912 Exon 9

300 TIP1 probe 08389-L14671 15q13 Exon 1

309 SHANK3 probe 06784-L06376 Exon 3
319 GABRB3 probe 10870-L11540 15912 Exon 6

328 Reference probe 05297-104685 3qi1

337 CD2BP2 probe 11671-L12442 Exon 4
346 MVP probe 00550-L00372 Exon 1
355 GABRB3 probe 10867-L11537 15q12 Exon 4

364 SPN probe 11672-112443 Exon 2
373 TRPM1 probe 08397-L14672 15q13 Exon 27

382 GABRB3 probe 10874-L11544 15q12 Exon 8
391* SHANK3 probe 14190-L15800 Exon 15
409 Reference probe 07208106858 7pl4

418 MAZ probe 11673-L12444 Exon 6
427 SCGS probe 12951-114742 15913 Exon 6

436 OCA2 probe 02040-L01553 15q12 Exon 22

445 OCA2 probe 02041-L03725 15q12 Exon 1

454 HIRIP3 probe 11674-112445 Exon 4
465 MAPK3 probe 11675-112446 Exon 5
475 SNRPN-HB2-85 probe 12720-.13795 15q11

481 LAT probe 11677-L12448 Exon 3
492 SCGS5 probe 12954-114464 15q13 Exon 3

A localizagdo gendmica das alteragdes cromossomicas encontradas foi

baseada na base de dados UCSC (University of California, Santa Cruz) Genome
Browser on Human Mar. 2006 (NCBI36/hgl8) (http://genome.ucsc.edu).
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CAPITULO III - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Resultados gerais

Dos 25 pacientes incluidos neste trabalho apresentavam todos estudo prévio
pela citogenética convencional normal, recorreu-se depois a técnica de MLPA de
modo a pesquisar os genes alvo nas regides 15q11-q13, 16pl1 e 22q13.3

A andlise dos 25 pacientes através da reacgao de MLPA com o painel SALSA
MLPA KIT P343-B1 AUTISM-1, revelou trés controlos sem anomalias nas regides
estudadas, confirmou no controlo positivo a anomalia conhecida e nos outros 21
probandos revelou dois pacientes com alteragdes na regido 15ql1-q13 e um com
alteragdes na regido na regido 16pl1.2. Nos probandos em que foram detectadas
alteragdes, posteriormente foram também avaliados os progenitores para as mesmas

regides avaliadas nos probandos.
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Figura 11 - Pacientes estudados distribuidos através da faixa etaria e género.

As idades dos pacientes estudados variam entre os 2 e 15 anos, sendo que a
maioria esta na faixa dos 4 aos 6 anos. Verificou-se uma predominancia de

aproximadamente 7:1 entre rapazes e raparigas, respectivamente (figura 11).
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Figura 12- Incidéncia de alteragdes no grupo de estudo

Dos 25 pacientes autistas estudados pela técnica de MLPA, 3 apresentaram
alteragdes cromossomicas, duas delas na regido 15q11-q13 e uma na regido 16p11.2

verificando-se que os trés probandos eram do sexo masculino (figura 12 e tabela 3).

Tabela 3 - Alteragdes encontradas no grupo de pacientes por MLPA.

Paciente Idade (anos) Género Alteracao Origem
12 2 d' Duplicacao 15q11.2-q13.1 materna
14 7 g Delecdo 16p11.2 de novo
15 14 d' Delecao 15q13.2-q13.3 paterna

Em seguida, serdo discutidos os casos que apresentam anomalias

cromossomicas mais detalhadamente.

3.2. Paciente 12

O paciente 12 (tabela 4) trata-se de um menino autista de 2 anos de idade,
cujo irmao ja tinha sido referenciado por atraso no desenvolvimento com alteragdes
no comportamento, para estudo por MLPA, tendo sido identificada uma duplicag¢ao na
regido 15q11.2-q13.3. Verificou-se que o probando era também portador de uma
duplicagdo semelhante. O tamanho da duplicagdo ¢ de aproximadamente 3,17Mb
(15:22,848,294-26,018,007 bp). A analise por citogenética convencional revelou um

resultado normal (figural3).
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Figura 13 - Cariograma com bandas GTG de um paciente com o complemento 46,XY.

Perante a alteracdo no probando e irmdo foi solicitada amostras de sangue

periférico dos progenitores para determinar se a duplicagdao era uma heranga paterna

ou materna.

Os resultados demonstraram que a duplicagdo tinha sido herdada por via materna

[mlpa 15g11-q13(SNRPN,UBE3A,ATP104, GABRB3,0CA2)x3mat] (tabela 4).

Posteriormente avalidmos a tia materna do probando uma vez que também

apresentava caracteristicas do espectro do autismo. A técnica de MLPA revelou que a

também era portadora da mesma duplicagdo para a regido do cromossoma

15q11.2-q13.1.
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Tabela 4 - Resultados obtidos através da analise do Software Coffalyser, no paciente 12,
mostrando a duplicagdo nos loci (SNRPN-HB2-85M, UBE3A, ATP104, GABRB3, OCA2) na
regido, utilizando o painel de sondas P343-B1.

Pai Paciente 12
Gene Chr ngth (n MV36
SNRPN-HB2-85 probe 12718-L13906 | 15q11.2| 214 | 15-022.8 SNRPN-HB2-85
SNRPN-HB2-85 probe 12720-L13795 |15q11.2] 472 | 15-022.8 SNRPN-HB2-85
UBE3A probe 01317-L00864 15q11.2| 256 | 15-023.2 UBE3A Exon 13
UBE3A probe 10886-L14677 15q11.2| 244 | 15-023.2 UBE3A Exon 12
UBE3A probe 10883-L11553 15q11.2| 142 | 15-023.2 UBE3A Exon 09
UBE3A probe 04620-L14668 15q11.2| 161 | 15-023.2 UBE3A Exon 07
UBE3A probe 10880-L11550 15q11.2| 196 | 15-023.2 UBE3A Exon 06
ATP10A probe 11165-L12883 15q12 | 271 | 15-023.6 ATP10A Exon 06
ATP10A probe 12964-L14669 15q12 | 137 | 15-023.6 ATP10A Exon 01
GABRBS3 probe 01315-L09339 15q12 | 220 |15-024.5 GABRB3 Exon 10
GABRB3 probe 10875-L11545 15q12 | 292 |15-024.5 GABRB3 Exon 09
GABRB3 probe 10874-L11544 15q12 | 382 |15-024.5 GABRB3 Exon 08
GABRB3 probe 10872-L11542 15q12 | 148 |15-024.5 GABRB3 Exon 07
GABRB3 probe 10870-L11540 15q12 | 319 |15-024.5 GABRB3 Exon 06
GABRB3 probe 10868-L11538 15q12 | 184 |15-024.5 GABRB3 Exon 05
GABRBS3 probe 10867-L11537 15q12 | 355 |15-024.5 GABRB3 Exon 04
OCA2 probe 02040-L01553 15q13.1] 436 | 15-025.9 OCA2 Exon 22
OCA2 probe 02041-03725 15q13.1] 445 | 15-0259 OCA2 Exon 01
APBA2 probe 01314-L00867 15q13.1] 202 15-027.1 APBA2
NDNL2 probe 08377-L08231 15q13.1] 178 15-027.3 NDNL2
TJP1 probe 08399-L08253 15q13.1] 391 | 15-027.8 TJP1 Exon 27
TJP1 probe 08389-L14671 15q13.1] 300 | 15-027.8 TJP1 Exon 01

MTMR15 probe S0356-L13236 15g13.2] 119 |15-029.0 MTMR15 Exon 14
MTMR15 probe S0357-L13235 15g13.2] 114 |15-029.0 MTMR15 Exon 15

TRPMT1 probe 08397-L14672 15q13.2| 374 15-029.1 TRPM1
KLF13 probe 08376-L08230 15q13.3| 166 15-029.4 KLF13
CHRNA?7 probe 12956-L08237 15q13.3| 286 15-030.2 CHRNA7
SCG5 probe 12954-114464 15q13.3| 493 15-030.7 SCG5 Exon 03
SCG5 probe 12951-L14742 15q13.3| 426 15-030.7 SCG5 Exon 06
LAT probe 11677-L12448 16p11.2| 481 16-028.9 LAT
SPN probe 11672-L12443 16p11.2| 364 16-029.6 SPN
MAZ probe 11669-L12440 16p11.2| 238 16-029.7 MAZ
MAZ probe 11673-L12444 16p11.2| 418 16-029.7 MAZ
MVP probe 00550-L00372 16p11.2| 346 16-029.7 MVP
SEZ6L2 probe 11668-L12439 16p11.2| 208 16-029.8 SEZ6L2
HIRIP3 probe 11674-L12445 16p11.2| 454 16-029.9 HIRIP3
HIRIP3 probe 11667-L14670 16p11.2| 173 16-029.9 HIRIP3
DOC2A probe 13162-L12447 16p11.2| 226 16-029.9 DOC2A
MAPKS3 probe 11675-L12446 16p11.2| 463 16-030.0 MAPK3
CD2BP2 probe 11671-L12442 16p11.2| 337 16-030.3 CD2BP2

SHANKS probe 06784-L06376 22913.33] 310 | 22-049.5 SHANKS Exon 03
SHANKS probe 06785-L06377 22913.33] 400 |22-049.5 SHANKS Exon 10
SHANKS probe 06787-L07383 22913.33] 232 |22-049.5 SHANKS Exon 22

Reference probe 10243-L02149 01g44 264 c
Reference probe 05297-L04685 03qg11 328 c
Reference probe 07208-L06858 07p14 409 c
Reference probe 10218-L14675 07922 500 c
Reference probe 09431-L09680 11913 154 c
Reference probe 02658-L02125 11923 250 c
Reference probe 09727-L10077 12924 130 c
Reference probe 09176-L09350 17q11 124 c
Reference probe 09979-L10438 19p13 190 c

Embora o probando, a made, o irmao e a tia sejam portadores da mesma
anomalia, (dup 15q11.2-q13.1), o seu fenotipo € variavel. Apenas o probando e a tia
foram diagnosticados como autistas, o irmao apresenta atraso no desenvolvimento
com alteragdes no comportamento ¢ a mae apresenta alteragdes do comportamento,
mas tem um fendtipo mais ligeiro com défice cognitivo, sendo no entanto capaz de
desempenhar a sua rotina sem dificuldades (figura 14). Pacientes com duplicagdes
intersticiais na regiao dos Sindromes Prader-wili ¢ Angelman com fendtipos anormais
téem sido reportados na literatura com atraso no desenvolvimento, problemas de
linguagem, défice cognitivo, dificuldades de coordenacao motora e autismo (Bolton et

al., 2001; Depienne, et al., 2009).
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Figura 14 — Heredograma da familia do paciente 12 com a discri¢do fenotipica.

Devido a expressao fenotipica ser variavel, pode-se sugerir que os mecanismos
epigenéticos poderdo desempenhar, neste caso, um papel preponderante e estejam na
base fisiopatologica dos diferentes fenotipos apresentados.

A andlise dos efeitos da origem parental nos genes candidatos, bem como o
potencial das interac¢cdes gene-ambiente, podem explicar algumas das enigmaticas
caracteristicas genéticas do autismo e da variabilidade fenotipica das perturbacdes do
neurodesenvolvimento. A existéncia de portadores de anomalias cromossomicas que
manifestam fenotipos tdo varidveis como os evidenciados nesta familia, sugerem que
0s mecanismos epigenéticos condicionam a manifestagdo de patologias do
neurodesenvolvimento, devido a sua ac¢do nos complexos sistemas biologicos
(Schanen, 2006; Zhao et al., 2006).

A expressao dos genes desta regido ¢ regulada por mecanismos de imprinting,
uma vez que apenas as alteracdes cromossomicas 15ql1-q13 herdadas da mae
parecem patogénicas (Bolton et al., 2001; Dittrich et al., 1996; Mohandas et al.,
1999).

Segundo Repetto, como a maior parte das duplicagdes sdo de origem materna, ¢
provavel que este rearranjo resultante de um crossing-over desigual seja mais comum
na meiose feminina (Repetto, 2001).

A duplicagdo 15q11.2 apresenta um tamanho de aproximadamente 3,17 Mb, no
entanto podera ser maior, visto que a primeira sonda normal, gene APBA2, localizada
a jusante da ultima sonda duplicada, gene OCA2, dista 1,18 Mb. Nao ha sondas para
genes a montante de SNRPN (figura 15).
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Figura 15 - Representacdo esquematica da regido duplicada no paciente 12 e a sua
localizagdo no cromossoma 15. Os retdngulos vermelhos representam os genes duplicados,
enquanto os rectangulos a verde representam os genes que estdo a jusante da duplicacdo e
presentes no painel de sondas especifico para o autismo (imagem adaptada da base de dados

gendmica UCSC, March 2006, http://genome.ucsc.edu).

As duplicagdes na regido 15q11-q13 tém sido reportadas em pacientes autistas

em varios estudos (figura 16).
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Figura 16 — Representagdo esquematica de duplica¢des 15q herdadas por via materna, de
pacientes reportados nos estudos apresentados na figura (adaptado de Boyar et al., 2001).

A regido duplicada envolve varios genes entre eles estdo os genes UBE3A4 e
ATPI0A que sdao expressos da copia materna do cromossoma 15, e o processo de
imprinting que regula a sua actividade ¢ mais importante no cérebro. Nos outros
tecidos estdo activos tanto os genes de origem materna como paterna (Kim et al.,
2002). O gene UBE3A codifica a enzima ubiquitina-proteina-ligase E3A envolvida na
degradacao de proteinas, sendo indispensavel para o normal funcionamento celular. A
auséncia da proteina causa o Sindrome de Angelman, sendo apenas a copia deste gene
de origem materna que se expressa nas células nervosas (Nurmi et al., 2001). O gene
ATPI10A codifica uma proteina que se julga estar envolvida no movimento do calcio
nas células (Nurmi et al., 2001).

Os genes do receptor 3 do GABA estdo duplicados nesta regido. O GABA ¢
um importante neurotransmissor com fungdes inibitorias celulares desempenhando
um importante papel em praticamente todas as fungdes cerebrais. Nos murganhos, a
expressdo diminuida ou sobreexpressdo de sub-unidades de receptores GABA
provoca convulsdes, sendo provavel que alteragdes a este nivel possam predeterminar
criancas com duplicagdo 15ql1-ql3 para epilepsia e outras disfungdes cerebrais

(Menold et al., 2001; Ma et al., 2005).
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3.3. Paciente 14

O paciente 14 ¢ um menino de 7 anos que tem como diagndstico clinico
autismo com défice de atencdo. O menino apresentava um caridtipo normal, no
entanto, através de MLPA verificou-se que apresentava uma dele¢do no brago curto
do cromossoma 16, mais concretamente em 16p11.2 (tabela 5). O tamanho da delecao

¢ de aproximadamente 453, 70 Kb (16:29,582,828-30,036,531).

Tabela 5- Resultados obtidos através da analise do Software Coffalyser no paciente 14, com delegdo dos loci
(SPN,MAZ,MVP,SEZ6L2,HIRIP3,DOC2A4A,MAPK3) na regido 16p11.2, utilizando o painel de sondas P343-
B1.Mae

Gene Ghrpos | Length () V36 { Paciente 14 Mae Pai
SNRPN-HB2-85 probe 12718-L13906 | 15q11.2 214 15-022.8 SNRPN-HB2-85
SNRPN-HB2-85 probe 12720-L13795 | 15q11.2 472 15-022.8 SNRPN-HB2-85

UBES3A probe 01317-L00864 15q11.2 256 15-023.2 UBE3A Exon 13
UBES3A probe 10886-L14677 15q11.2 244 15-023.2 UBE3A Exon 12
UBES3A probe 10883-L11553 15q11.2 142 15-023.2 UBE3A Exon 09
UBES3A probe 04620-L.14668 15q11.2 161 15-023.2 UBE3A Exon 07
UBES3A probe 10880-L11550 15q11.2 196 15-023.2 UBE3A Exon 06
ATP10A probe 11165-L12883 15912 21 15-023.6 ATP10A Exon 06
ATP10A probe 12964-L14669 15912 137 15-023.6 ATP10A Exon 01
GABRB3 probe 01315-L09339 15912 220 15-024.5 GABRB3 Exon 10
GABRB3 probe 10875-L11545 15912 292 15-024.5 GABRB3 Exon 09
GABRB3 probe 10874-L11544 15912 382 15-024.5 GABRB3 Exon 08
GABRB3 probe 10872-L11542 15912 148 15-024.5 GABRB3 Exon 07
GABRB3 probe 10870-L11540 15912 319 15-024.5 GABRB3 Exon 06
GABRB3 probe 10868-L11538 15912 184 15-024.5 GABRB3 Exon 05
GABRB3 probe 10867-L11537 15912 355 15-024.5 GABRB3 Exon 04
OCA2 probe 02040-L01553 15913.1 436 15-025.9 OCA2 Exon 22
OCA2 probe 02041-L03725 15q13.1 445 15-025.9 OCA2 Exon 01
APBA2 probe 01314-L00867 15q13.1 202 15-027.1 APBA2
NDNL2 probe 08377-L08231 15q13.1 178 15-027.3 NDNL2
TJP1 probe 08399-L08253 15q13.1 391 15-027.8 TJP1 Exon 27
TJP1 probe 08389-L14671 15q13.1 300 15-027.8 TJP1 Exon 01

MTMR15 probe S0356-L13236 15q13.2 119 15-029.0 MTMR15 Exon 14
MTMR15 probe S$0357-L13235 15q13.2 114 15-029.0 MTMR15 Exon 15

TRPM1 probe 08397-L14672 15q13.2 374 15-029.1 TRPM1
KLF13 probe 08376-L08230 15q13.3 166 15-029.4 KLF13
CHRNA7 probe 12956-L08237 15913.3 286 15-030.2 CHRNA7
SCGS5 probe 12954-L14464 15913.3 493 15-030.7 SCG5 Exon 03
SCGS5 probe 12951-L14742 15q13.3 426 15-030.7 SCG5 Exon 06
WX PPN ETS - AELYVT) ET T 491 1800001 AT
SPN probe 11672-L12443 16p11.2 364 16-029.6 SPN
MAZ probe 11669-L12440 16p11.2 238 16-029.7 MAZ
MAZ probe 11673-L12444 16p11.2 418 16-029.7 MAZ
MVP probe 00550-L00372 16p11.2 346 16-029.7 MVP
SEZ6L.2 probe 11668-L12439 16p11.2 208 16-029.8 SEZ6L2
HIRIP3 probe 11674-L12445 16p11.2 454 16-029.9 HIRIP3
HIRIP3 probe 11667-L14670 16p11.2 173 16-029.9 HIRIP3
DOC2A probe 13162-L12447 16p11.2 226 16-029.9 DOC2A

MAPK3 probe 11675-L12446 ?rgp 1.2 463 16-030.0 MAPK3
'—EB!B'P!mem e T12442 pi1-2 337 030
SHANKS probe 06784-L06376 22q13.33 310 22-049.5 SHANKS3 Exon 03

SHANKS probe 06785-L06377 22q13.33 400 22-049.5 SHANKS3 Exon 10
SHANKS probe 06787-L07383 22q13.33 232 22-049.5 SHANKS Exon 22

Reference probe 10243-L02149 01g44 264 c
Reference probe 05297-L04685 03q11 328 c
Reference probe 07208-L06858 07p14 409 c
Reference probe 10218-L14675 07922 500 c
Reference probe 09431-L09680 11q13 154 c
Reference probe 02658-L02125 11923 250 c
Reference probe 09727-L10077 12924 130 c
Reference probe 09176-L09350 17q11 124 c
Reference probe 09979-L10438 19p13 190 c

Perante a alteracio no probando foram solicitadas amostras de sangue
periférico dos progenitores para determinar se a deleg¢do era herdada ou de novo.

As amostras foram analisadas pela técnica de MLPA e os resultados
demonstraram que nenhum dos progenitores era portador da alteracdo na regido
16pl11.2, sendo portanto um rearranjo de novo [mlpa

16p11.2(SPN,MAZ,MVP,SEZ6L2,HIRIP3,DOC24,MAPK3)x1dn].
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A delegao em 16p11.2 tem uma dimensao de 453,70 Kb. No entanto a delecao
poderd ser maior visto que as sondas para os genes proximos da dele¢do, distam
678,10 Kb (distancia das sondas para SPN e LAT) a montante e 236,24 Kb (distancia
das sondas para MAPK3 e CD2BP?2) a jusante.

Kumar e colaboradores, sugeriram que a microdelecdo 16pl11.2 estd mais
associada com o espectro de autismo do que com o défice cognitivo (Kumar et al.,
2008). Porém, para Bijlsma e colaboradores a microdele¢ao nem sempre manifesta
peturbagdes do espectro de autista, estando reportados disturbios do desenvolvimento
e da fala, sem diagnostico de autismo A variabilidade fenotipica dos pacientes
portadores da delecao 16p11.2 demonstra que por si s6 nao causa PEA, tendo esta
microdelecao sido encontrada também em individuos com fendétipo normal (Bijlsma,
2009). O fendtipo desta microdelegao 16pl11.2 ndo se restringe ao espectro do
autismo.

Porém, a regido 16pl11.2, tem-se tornado alvo de investigagdo em pacientes
autistas, havendo varios estudos que a apontam como estando fortemente associada a
esta patologia. A delecdo da regido 16p11.2 nem sempre ¢ herdada, por vezes ocorre
pela primeira vez na crianga, sendo de novo (Kumar et al., 2008; Weiss et al. 2008;
Bijsma, 2009).

Num estudo islandés com pacientes com desordens psiquidtricas ou de
linguagem, a delegdao 16pl11.2 foi encontrada numa frequéncia maior do que na
populacdo controlo, 0,1% vs 0,01% (Weiss et al. 2008). Bijlsma e colaboradores
relataram que cinco dos casos index num grupo 14 estavam acima do peso, assim
como quatro em cada dez casos de autismo (Marshall ez al., 2008; Weiss et al., 2007,
Bijlsma, 2009). Varios estudos sobre o autismo apoiam a patogenicidade para esta
microdele¢ao sendo quase sempre um rearranjo de novo e tendo sido observada em
apenas 2 dos 18.900 controlos islandeses que ndo tinham sido selecionados para o
estudo de desordens psiquiatricos ou de linguagem (Kumar et al., 2008; Marshall et
al., 2008; Sebat et al., 2007; Weiss et al., 2007).

Kumar e colaboradores detetaram a delecdo em quatro de 712 pacientes
autistas e nenhuma nos 837 controlos (Kumar et al, 2008). Da mesma forma,
Marshall e colaboradores, detectaram duas dele¢des 16p11.2 de novo em 427 familias
com autismo. Os autores afirmam que delecdes e duplicagdes de 16p11.2 levam a
uma susceptibilidade substancial para o autismo, € que as delecdes parecem

responsaveis por cerca de 1% dos casos (Marshall et al., 2008).
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Figura 17 - Representagdo esquematica da regido deletada no paciente 14, a sua
localizagdo no cromossoma 16 ¢ a comparagdo com outras delegdes encontradas noutros

estudos. Os retangulos vermelhos representam os genes deletados envolvidos na delecdo do
paciente 14, enquanto os retdngulos a verde representam os genes fora da regido delectada a

montante ¢ a jusante da dele¢do (imagem adaptada da base de dados genémica UCSC, March
2006 http.://genome.ucsc.edu).

35



No estudo reportado por Weiss e colaboradores, num total de 20 casos
(incluindo gémeos monozigoticos) reportados, 18 delegdes foram de novo e apenas
num caso foi herdada (Weiss et al., 2007).

Estas microdelegdes ocorrem durante o processo de recombina¢do na meiose por

crossing-over desigual (figura 18).

)
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w

Figura 18 - Possivel explicagdo para a formagao da delegdo (seta verde) e duplicagdo (seta
vermelha) que podera ocorrer na gametogénese. Depois do crossing-over desigual originam-
se 4 gametas diferentes, duas normais, uma portadora da delecdo e a outra portadora da

duplicagdo.

3.4. Paciente 15

O paciente 15 ¢ um adolescente de 14 anos com diagnostico de autismo. O
paciente apresentava um cariotipo normal, e pela analise dos resultados de MLPA
verificou-se uma delecao na regidao 15q13.2-q13.3. O tamanho da delecao ¢ de 1,17
Mb (15: 30,191,399-29,016,616). O estudo da mesma regido pela técnica de MLPA
em ambos 0s progenitores mostrou-se que a delecdo era de origem paterna [mlpa
15q13(MTMRI15,TRPMI1,KLF13,CHRNA7)xI] (tabela 6). Embora o pai apresente a

mesma alteragdo cromossémica tem um fendtipo normal.
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Tabela 6 - Resultados obtidos através da analise do Software Coffalyser no paciente 15, com
delecdo dos loci (MTMRI15,TRPMI1,KLF13,CHRNA7) na regido 15q13, utilizando o painel de
sondas P343-Bl1.

Maie Paciente 15 Pai

Gene Chrpos | Length (nt) MV36

SNRPN-HB2-85 probe 12718-L13906 | 15q11.2 214 15-022.8 SNRPN-HB2-85
SNRPN-HB2-85 probe 12720-L13795 | 15q11.2 472 15-022.8 SNRPN-HB2-85
UBE3A probe 01317-L00864 15q11.2 256 15-023.2 UBE3A Exon 13
UBES3A probe 10886-L14677 15q11.2 244 15-023.2 UBE3A Exon 12
UBES3A probe 10883-L11553 15q11.2 142 15-023.2 UBE3A Exon 09
UBE3A probe 04620-L14668 15q11.2 161 15-023.2 UBE3A Exon 07
UBE3A probe 10880-L11550 15q11.2 196 15-023.2 UBE3A Exon 06
ATP10A probe 11165-L12883 15912 21 15-023.6 ATP10A Exon 06
ATP10A probe 12964-L14669 15912 137 15-023.6 ATP10A Exon 01
GABRBS3 probe 01315-L09339 15912 220 | 15-024.5 GABRB3 Exon 1(
GABRBS3 probe 10875-L11545 15912 292 |15-024.5 GABRB3 Exon 0¢
GABRBS3 probe 10874-L11544 15912 382 | 15-024.5 GABRB3 Exon 0¢
GABRB3 probe 10872-L11542 15q12 148 [15-024.5 GABRB3 Exon 0:
GABRB3 probe 10870-L11540 15q12 319 |15-024.5 GABRB3 Exon 0t
GABRB3 probe 10868-L11538 15912 184 |15-024.5 GABRB3 Exon (¢
GABRBS3 probe 10867-L11537 15912 355 [15-024.5 GABRB3 Exon 0«
OCA2 probe 02040-L01553 15¢13.1 436 15-025.9 OCA2 Exon 22
OCA2 probe 02041-L03725 15g13.1 445 15-025.9 OCA2 Exon 01
APBA2 probe 01314-L00867 15g13.1 202 15-027.1 APBA2
NDNL2 probe 08377-L08231 15g13.1 178 15-027.3 NDNL2
TJP1 probe 08399-L08253 15q13.1 391 15-027.8 TJP1 Exon 27
TJP1 probe 08389-L14671 15013.1 300 15-027.8 TJP1 Exon 01

MTMR15 probe S0356-L13236 15q13.2 119 [15-029.0 MTMR15 Exon 14
MTMR15 probe $0357-L13235 159132 114 115-029.0 MTMR15 Exon 1t

TRPM1 probe 08397-L14672 159132 374 15-029.1 TRPM1
KLF13 probe 08376-L08230 159133 166 15-029.4 KLF13
CHRNAT probe 12956-L08237 159133| 286 15-030.2 CHRNA7

[ SCGD probe 12004-C14464 | 15q13.3| 493 | T5-030. Xon
SCG5 probe 12951-L14742 159133 | 426 15-030.7 SCG5 Exon 06
LAT probe 11677-L12448 16p11.2 481 16-028.9 LAT
SPN probe 11672-L12443 16p11.2 364 16-029.6 SPN
MAZ probe 11669-L12440 16p11.2 238 16-029.7 MAZ
MAZ probe 11673-L12444 16p11.2 48 16-029.7 MAZ
MVP probe 00550-L00372 16p11.2 346 16-029.7 MVP
SEZ6L.2 probe 11668-L12439 16p11.2 208 16-029.8 SEZ6L.2
HIRIP3 probe 11674-L12445 16p11.2 454 16-029.9 HIRIP3
HIRIP3 probe 11667-L14670 16p11.2 173 16-029.9 HIRIP3
DOC2A probe 13162-L12447 16p11.2 226 16-029.9 DOC2A
MAPKS probe 11675-L12446 16p11.2 463 16-030.0 MAPK3
CD2BP2 probe 11671-L12442 16p11.2 337 16-030.3 CD2BP2

SHANKS probe 06784-L06376 22913.33] 310 |22-049.5 SHANK3 Exon 0:
SHANKS probe 06785-L06377 22913.33] 400 | 22-049.5 SHANK3 Exon 1(
SHANKS probe 06787-L07383 22913.33] 232 |22-049.5 SHANK3 Exon 2
Reference probe 10243-L02149 0144 264 c

Reference probe 05297-L04685 03q11 328
Reference probe 07208-L06858 07p14 409
Reference probe 10218-L14675 07q22 500
Reference probe 09431-L09680 11q13 154
Reference probe 02658-L02125 11q23 250
Reference probe 09727-L10077 12q24 130
Reference probe 09176-L09350 17911 124
Reference probe 09979-L10438 19p13 190

ololo|lo|o|o|o|o
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A delegao no 15p13.2-q13.3 possui uma dimensao de 1,17Mb. Contudo, a delecao
poderé ser maior, visto que as sondas para os genes proximos da delecdo, distam 1,12
Mb (distancia das sondas para MTMR15 e TJP1) a montante e 2.77 Mb (distancia das
sondas para CHRNA7 e SCGY) a jusante (figura 19).

Uma vez que a delecao ¢ de origem paterna esta podera ndo ser a explicacao
para o fenotipo autista do paciente, podendo apresentar outras alteracdes no genoma.
Outra explicagdo possivel podera estar associado a penetrancia incompleta no pai. A
penetrancia, consiste na propor¢ao de individuos com uma muta¢ao que causa uma
desordem em particular e que apresentam sintomas clinicos caracteristicos dessa
desordem. A penetrancia completa consiste em ter os sintomas clinicos de uma
mutacdo caracteristica de uma doenga, e todos os individuos que tém essa doenca
apresentam fenotipo semelhante. Enquanto, na penetrancia incompleta ou reduzida, os
individuos ndo apresentam os sintomas clinicos ou todos os sintomas clinicos da
mutacdo causadora de doenca (Pierce, 2004).

As microdelecdes em 15q13.3 também tem sido identificadas em pessoas
aparentemente saudaveis, assim como em individuos gravemente afectados que tém
caracteristicas clinicas como doenca cardiaca congénita, défice cognitivo, epilepsia,
autismo, esquizofrenia e outros transtornos neuropsiquiatricos (Sharp et al., 2008;
Ben-Shachar et al., 2009; Dibbens ef al., 2009; Miller et al., 2009; Dibbens ¢ Mullen,
2009; Pagnamenta et al., 2009; van Bon et al., 2009).

Para compreender o fenotipo variavel da regido 15q13.2-q13.3 € necessario o
estudo dos genes localizados nesta regido. O CHRNA7 ¢ um gene localizado nesta
regido que estd associado a epilepsia assim como no fendtipo de doengas
neuropsiquiatricas, como a esquizofrenia, transtorno bipolar e o autismo (Freedman et
al., 2001; Fan et al., 2006; Flomen et al., 2006; Gault ef al., 2003; Xu et al., 2001;
Hong et al., 2004).
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Figura 19 - Representagdo esquematica da regido deletada no paciente 15, a sua
localizagdo no cromossoma 15 em comparacdo com outras delegdes encontradas noutro
estudo. Os retangulos vermelhos representam os genes deletados na delegdo do paciente 15,
os retangulos a verde representam os genes que flanqueiam a deleg@o e presentes no painel de

sondas especifico para o autismo (imagem adaptada da base de dados genomica UCSC,
March 2006).
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CAPITULO IV — CONCLUSOES

Conclusoes

As alteragdes cromossOmicas encontradas nos pacientes autistas estudados
comprovam a sua associagdo ao espectro de autismo. No entanto mais estudos sao
necessarios devido a heterogeneidade desta patologia.

Os estudos complementares para a identificagao da origem parental, das alteragdes
encontradas, sdo essenciais para interpretar a contribuicdo deste factor para o fenotipo
do autismo.

Caso estas alteragdes encontradas ndo sejam por si s6 a causa do autismo, ¢ muito
importante procurar novas abordagens e mecanismos que possam explicar esta
patologia.

O painel de sondas de MLPA usado neste trabalho, SALSA MLPA KIT P343-B1
AUTISM-1, detecta alteragdes em trés regides especificas, 15q11-q13, 16pl1.2 e
22ql3. Estas regidoes tém sido associadas ao autismo, sendo uma abordagem inicial
favoravel para o inicio do estudo dos pacientes autistas.

A técnica de MLPA mostra ser menos laboriosa, com capacidade de ser aplicada a
um maior nimero de amostras comparando com outras técnicas, por exemplo a FISH.
Podendo ser realizada usando o equipamento presente na maioria dos laboratérios de
citogenética clinica.

Em laboratério com tecnologias de ponta uma alternativa passaria pelo cariotipo e
molecular (array-CGH), que permite determinar o tamanho das anomalias
cromossoémicas, o numero de genes envolvidos e diagnosticar novas regides
candidatas

A correlagdo do gendtipo com o fenotipo foi dificultada devido a reduzida
informagéo clinica fornecida ao laboratério com o pedido de estudo. E importante
ap6s um resultado de patologia uma interacao sistematica com as equipas clinicas de
modo a permitir a co-relagdo genotipo-fendtipo.

A 1identificacdo de anomalias cromossomicas num individuo com autismo
permite identificar familias em risco de serem portadoras de alteracdes

cromossomicas e consequentemente de serem orientadas para estudos laboratoriais.
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Portadores de alteragdes cromossémicas equilibradas tem um risco de terem
descendentes com desequilibrios, consequentemente sao alertadas para a possibilidade

de diagnostico pré-natal em gestagdes futuras.
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