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Resumo

Introducdo: O autismo é uma perturbacdo global do neurodesenvolvimento que, na
maioria dos casos se manifesta, durante os dois primeiros anos e se prolonga por toda a vida,
variando semiologicamente com a idade. Estudos epidemiol6gicos demonstram um
importante papel de factores genéticos no autismo sendo que até hoje, ndo foram ainda
definidos genes especificos fortemente associados a doenca, mas estdo identificadas
determinadas regides de susceptibilidade, em alguns cromossomas, nomeadamente 15g11-
ql3, 16p11.2 e 22q11.2, entre outras. Dados recentes revelam, também, variacOes estruturais
submicroscopicas do nimero de cépias - copy number variants (CNV) de uma determinada
regido cromossomica, em que a delec¢do ou duplicacdo pode ter um papel na doenga e parece
ser um factor de risco para o autismo, sobretudo nas formas esporadicas.

Com este projecto pretendemos conhecer mais acerca da etiologia do autismo, de
forma a contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico e terapéutica.

Populacéo e Métodos: Uma populacdo de 150 criangas, acompanhadas na Unidade de
Neurodesenvolvimento e Autismo do Hospital Pediatrico de Coimbra, com diagndstico de

Perturbacéo do Espectro de Autismo (PEA) com base na observacédo clinica e aplicacdo das
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escalas consideradas Gold Standard para o diagnostico de autismo: Autism Diagnostic
Interview-Revised (ADI-R) e Autism Diagnostic Observation Schedule (ADOS), foi
submetida, no Laboratério de Citogenética da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra a uma pesquisa de alteracGes genéticas em regides dos cromossomas 15, 16 e 22,
utilizando a multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) com os Kits P343-B1
de 54 sondas e ME028 de 25 sondas, ap0s a analise por citogenética convencional.

Resultados: No grupo de 150 criancas em estudo de diagnostico clinico de autismo
(ADOS e ADI-R positivas), foram encontrados 10 casos com alteracdo numa das regides
abrangidas, 6 deles através da aplicacdo do Kit de sondas P-343 Autism-1 (3 duplicacdes, 2
triplicacdes e uma deleccdo) e 4 com alteracdes mais proximais, apenas detectadas pelo Kit de
sondas ME028 (2 duplicaces e 2 deleccdes). Quatro das criangas apresentam uma duplicacao
da regido critica do cromossoma 15, 15911.2-q13.1. As duas meninas com alteracdo
apresentam uma triplicagdo da mesma regido. Foram ainda encontradas 3 microdelecgdes de
diferentes regides do cromossoma 15 e, por fim, um menino com uma duplicagédo do gene
SHANKS da regido 22q13.33, uma alteracdo de baixa frequéncia na populacao.

Conclusdo: Vérias alteracBes genéticas tém sido identificadas em casos com
perturbacbes do neurodesenvolvimento (Uher R, 2009). Efectivamente, o diagnostico
etiologico de perturbacdes do espectro do autismo (PEA) tem evoluido muito positivamente
com o desenvolvimento de testes de diagndstico no ramo da biologia/citogenética molecular.

Com este estudo foi possivel estabelecer alguma relagdo entre o gendtipo e o fendtipo
de criangas com autismo, sendo de realcar a diferenca clinica entre as deleccBes e as
duplicagbes. Foram observadas ainda algumas situacGes familiares em que ndo foi possivel
atribuir um fen6tipo ao gendtipo o que implica uma futura estratégia de avaliacdo de todo o
genoma, nomeadamente com Array Comparative Genomic Hybridization (array CGH) de

modo a identificar novos genes.
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Abstract

Introduction: Autism is a global neurodevelopmental disorder which, in the vast
majority of cases, manifests during the first two years and continues throughout life,
presenting a range of symptomatic variations with age. Epidemiological studies show an
important role of genetic factors in autism, but no specific genes have as yet been defined in
strong association with this disease, however several susceptible regions of some
chromosomes were identified, more specifically in 15911-g13, 16p11.2 an 22¢q11.2, to name a
few. Recent studies also reveal submicroscopic structural variations in copy number, known
as copy number variants (CNV) of a specific chromosomal region, where a deletion or
duplication could possibly have a role in the disease and seem to be a risk factor for autism,
especially in the sporadic forms.

The aim of this project is to learn more about the etiology of autism, in order to
develop new strategies of diagnosis and treatment.

Methods: A sample of 150 children, monitored at the Neurodevelopmental and
Autistic Unit of the Pediatric Hospital in Coimbra, with the diagnosis of Autism Spectrum
Disorders (ASD) based on clinical observations and implementation of gold standard for
diagnosis of autism: Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) and Autism Diagnostic
Observation Schedule (ADOS), underwent a study, in the Cytogenetic Laboratory of the
Faculty of Medicine of Coimbra’s University, to search for genetic alterations in regions of

chromosomes 15, 16 and 22, using a ligation-dependent probe amplification (MLPA), with
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the 54 probes Kit, P343-B1, and the 25 probes Kit, ME028, after conventional cytogenetic
analysis.

Results: In the group of 150 children with clinical diagnosis of autism(ADOS and
ADI-R positive), 10 cases presented alterations in one of the covered regions, 6 of them with
the use of the P-343 Autism 1 probes Kit (3 duplications, 2 triplications and 1 deletion) and 4
with more proximal alterations, only detected by ME028 probes Kit (2 duplications and 2
deletions). 4 of the children present a duplication of the critical region of chromosome 15,
15q11.2-q13.1. Two of the female subjects with alterations present a triplication of the same
region. Three microdeletions of different regions of chromosome 15 were also found and
finally, one of the male subjects presented with a duplication in the SHANKS3 gene of region
22013.33 which is a rare variation in the sample.

Conclusion: Several genetic alterations have been identified in cases of
neurodevelopment disorders (Uher R, 2009). Indeed, the etiological diagnostic of Autism
Spectrum Disorder (ASD) has evolved quite positively with the development of diagnostic
tests in the field of molecular biology/cytogenetic.

Due to this study it was possible to establish some relationship between the genotype
and the phenotype of children with autism, becoming more relevant the clinical difference
between delections and duplications. It was also observed some familiar situations where it
was not possible to associate a phenotype to the genotype, wich implies a future evaluation
strategy of the whole genome, for example using Array Comparative Genomic Hybridization

(array CGH) in order to identify new critical regions.




Relacdo gendtipo-fendtipo em individuos com autismo

Fevereiro de 2011

Introducéo

O autismo é uma perturbacdo global do neurodesenvolvimento que, maioritariamente,
se manifesta durante os dois primeiros anos e se prolonga pela vida, variando
semiologicamente com a idade. Pertence a uma larga familia de distarbios pervasivos do
desenvolvimento infantil que inclui também o Sindrome de Asperger (SAsp) e o transtorno
pervasivo de desenvolvimento ndo especificado (PDD-NQOS). Colectivamente, constituem as
Perturbacdes do Espectro do Autismo (PEA) e caracterizam-se clinicamente por dificuldades
de comunicacdo e interaccdo social, defeitos de linguagem verbal e ndo-verbal e por
comportamentos repetitivos e estereotipados (American Psychiatric Association, 1994).

Estudos epidemioldgicos relatam que os casos de criancas com autismo tém vindo a
aumentar, desde 1996. A prevaléncia nos EUA tem sido referida como sendo um caso em 150
a 116 criancas (Hughes JR, 2009 e Kogan MD et al,, 2008) com predominancia do sexo
masculino, numa proporcdo de 4 para 1 (Fombonne E, 2003). Em Portugal, um estudo
publicado em 2007 relata uma prevaléncia de 9,2/10 000 casos, em Portugal Continental, e
15,6/10 000, nos Acores (Oliveira G et al.,, 2007). As taxas referidas variam
significativamente, pelo mundo, provavelmente devido aos diferentes métodos e critérios
utilizados no diagndstico clinico de autismo e as caracteristicas genéticas e factores
ambientais inerentes a cada populacao.

Nos anos 40 e 50, acreditava-se que a causa do autismo residia nos problemas de
interaccdo dos pais com a crianga. Mais tarde, a investigacao cientifica baseada em estudos de
gémeos e nas doencas genéticas associadas ao autismo (Sindrome de X Fragil, esclerose
tuberosa, fenilcetondria, neurofibromatose e outras anomalias cromossémicas), mostrou a
existéncia de causas organicas multifactoriais, que reflectem a grande diversidade fenotipica

das pessoas com autismo.
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Estudos epidemioldgicos demonstram a importancia de factores genéticos no autismo,
nomeadamente a existéncia de uma taxa de concordancia em gémeos monozigoticos de 60 a
90%, em contraste com apenas 3 a 10% em dizigoticos (Faras H et al.,2010 e Kumar RA e
Christian SL, 2009). Presentemente, ndo foram ainda definidos genes especificos fortemente
associados ao autismo, mas estdo identificadas determinadas regides de susceptibilidade, em
alguns cromossomas. A frequéncia de desequilibrios cromossémicos microscopicamente
visiveis, na base do autismo, é elevada e estimada em cerca de 10% (Marshall CR et al., 2008;
Sebat J et al., 2007 e Szatmari P et al., 2007), sendo a anomalia mais frequente a duplicacdo
de 15911-g13 de origem materna, em 1 a 3% dos casos (Veenstra-Vanderweele J et al., 2004
e Vorstman JA et al., 2006). Com as anomalias estruturais cromossémicas como passo inicial
para identificar os loci candidatos a responsaveis pelo autismo, varias mutacdes foram
relatadas no cromossoma 22, nomeadamente no brago longo (22g11.2-q13.3), onde se
localiza o0 gene SHANK3, em dois genes de neuroligina (NLGN3 e NLGN4), no cromossoma
X e no gene da neurexina no cromossoma 2p16 (El-Fishawy P e State MW, 2010; Freitag CM
et al., 2010; Jamain S et al., 2003; Kumar RA e Christian SL, 2009; Mukaddes NM e
Herguner S., 2007; Ramelli GP et al., 2008; Sykes NH et al., 2009).

Dados recentes revelam que variagBes estruturais submicroscépicas do numero de
copias - copy number variants (CNVs) de uma regido cromossémica por deleccdo ou
duplicacdo podem ter um papel na doenga e parecem ser um factor de risco para o autismo,
sobretudo nas formas esporadicas (Abrahams BS e Geschwind DH, 2008; Sebat J et al., 2007
e Szatmari P et al., 2007). Estes CNVs podem ser herdados, e / ou surgir de novo, atingindo
preferencialmente os cromossomas: 1921, 2p16.3, 3p25-26, 7g36.2, 15q11-13, 16p11.2 e
22q11.2 (Freitag CM et al., 2010).

No respeitante ao cromossoma 15, muitos rearranjos submicroscopicos com deleccoes

ou duplicagdes foram identificados num subgrupo de individuos com PEA. A instabilidade
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gendmica proximal deste cromossoma € mediada pela repeticdo de elementos de DNA,
originando cinco pontos de quebra frequentes (break points — BP) (Figura 2) envolvidos
nestas alteracdes (Depienne C et al., 2009; Pujana MA et al., 2002). As delec¢bes envolvem,
frequentemente, um dos pontos proximais BP1 ou BP2, que partilham o mesmo ponto distal,
BP3, enquanto as duplicacbes podem estender-se mais distalmente, até BP4/BP5 (Lee JA e
Lupski JR, 2006) (Figura 2). Duplicacdes 15g proximais, contendo as regides criticas do
Sindrome de Prader-Willi e Angelman (SPW/SA), tém sido relatadas em varios pacientes
com autismo, constituindo as alteraces cromossdmicas maioritariamente descritas nesta
populacéo (Garber K, 2007; Roussignol G et al., 2005; Tabuchi K et al., 2007).

Recentemente, foram identificadas microdelec¢des do brago curto do cromossoma
16p11.2 observadas em até 1% dos pacientes com autismo (Marshall CR et al., 2008; Kumar
RA et al., 2008; Weiss LA et al., 2008). A microduplicagdo desta regido foi também
observada em percentagem de individuos semelhante, embora a associagdo com autismo seja
menos convincente pela sua maior frequéncia nos grupos controlo.

Este trabalho tem como objectivo seleccionar os elementos clinicos e laboratoriais de
um grupo de criangas com autismo, apresentando alteragdes nas regifes genéticas mais
recentemente descritas na literatura, nomeadamente dos cromossomas 15gq11-q13, 16p11.2 e
do gene SHANKS3 em 2213 (El-Fishawy P e State MW, 2010; Freitag CM et al., 2010;
Kumar RA e Christian SL, 2009), através da utilizacdo da técnica Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) com os Kits P343-B1 e MEQ28, que apresentam
sondas para estas regiGes. Posteriormente, proceder-se-a a avaliacdo clinica de cada um destes
casos, por forma a comparar e avaliar diferengas que poderdo reflectir distintas regides
envolvidas.

Pouco se sabe nesta area, nomeadamente no respeitante a associacao destes gendtipos

com fenotipos mais caracteristicos.
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Com este projecto pretendemos conhecer melhor a etiologia do autismo, contribuindo

para o desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico e terapéutica.
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Populacdo e Métodos

Avaliacéo Clinica

Para este estudo foi avaliada uma populacdo de 150 criancas, acompanhadas na
Unidade de Neurodesenvolvimento e Autismo do Hospital Pediatrico de Coimbra, com
diagnostico de autismo, tendo por base a observacao clinica de uma equipa multidisciplinar
coordenada por um Pediatra com diferenciacdo em neurodesenvolvimento. Para tal recorreu-
se a escalas de diagndstico consideradas Gold Standard para o efeito como seja a Autism
Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) (Lord C et al., 1994) e a Autism Diagnostic
Observation Schedule (ADOS) (Lord C et al., 2000), bem como a Childhood Autism Rating
Scale (CARS) (Russell PS et al., 2010). Esta ultima permite classificar o grau de autismo em
ligeiro a moderado (cotacdo entre 30-37) e severo (38-60). Considerou-se diagndstico de
autismo, usando este termo como sinénimo de perturbacdo do espectro do autismo (PEA), 0s
casos em que a ADI-R e a ADOS apresentavam, em simultaneo, cotacdes positivas para o
efeito. Foi colhida uma amostra de sangue de cada uma das criangas para posterior avaliacdo
laboratorial descrita abaixo. De seguida, selecciondmos apenas as criancas com alteracdes
cromossomicas, procedendo a analise dos dados clinicos relativamente a historia da doenga
actual (autismo), aos antecedentes pessoais, tendo em conta especificamente as aquisi¢des do
neurodesenvolvimento, a historia pré e perinatal, bem como a historia familiar. Foi realizado
o exame fisico com avaliacdo morfoldgica e somatica (pesquisa de dismorfismos e sinais de
sindromes neurocutaneos), recolha de medidas antropométricas, pesquisa de défices
sensoriais de relevo clinico (visual ou auditivo), exame neurolégico classico e pesquisa de
epilepsia (dois ou mais episddios criticos em apirexia). Outras avalia¢es adicionais incluem a
idade de marcha, das primeiras palavras e primeiras frases, bem como a avaliagdo do

quociente de desenvolvimento global (QDG) nas criangas entre 0s 2 e 0s 6 anos, pela escala
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de Griffiths (Ivens J e Martin N, 2002), ou o quociente de inteligéncia global (QIG) para
criancas entre 0s 6 e os 16 anos pela WISC-III (Russell PS et al., 2010). Foram, ainda,
estudados laboratorialmente os progenitores das criancas com a alteracdo cromossémica,

sempre que possivel.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Nas 150 criangas deste estudo foi realizado o cariotipo por citogenética convencional
com um padrdo de bandas > 550. Posteriormente, procedeu-se a aplicacdo da técnica de
MLPA para os Kits P343-B1 e ME028 seguindo os protocolos dos fornecedores (MRC —
Holland). O kit P343-B1 contém 54 sondas de MLPA para trés das regides implicadas no
autismo: 15911-13 (sondas para os genes SNRPN-HB2-85, UBE3A, ATP10A, GABRBS,
OCA2, APBA2, NDNL2, TJP1, TRPM1, KLF13, CHRNA7, SCG5), a regido de
microdeleccdo 16pll (sondas para LAT, SPN, MAS, MVP, SEZ6L2, HIRIP3, DOC2A,
MAPK3, CD2BP2) e o gene SHANK3 de 22g13. Numa segunda fase, foi aplicado ao DNA
das criancas sem alteracdo com este Kit, um outro (ME028 PWS/AS) que contém 25 sondas
especificas para as regides criticas dos Sindromes de Prader Willi e Angelman, bem como 5
sondas para avaliar o estado de metilagdo, permitindo assim o estudo da variagcdo do nimero
de genes mais proximais ndo abrangidos pelo Kit P343-B1, como o NIPA1 e TUBGCPS5.

Os produtos de amplificacdo foram identificados e quantificados por electroforese
capilar num sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems, Japdo) e realizamos a analise dos
resultados através dos softwares GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e
Coffalyser (MRC-Holland, Amesterddo, Holanda). Os récios limiares de deleccdo e

duplicacdo foram fixados em 0,7 e 1,3 respectivamente.
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Resultados

O estudo do cari6tipo convencional detectou duplicacGes em 4 casos (Il, 1V, V, VI)
(Figura 1 e Tabela 1). No que respeita aos
resultados laboratoriais obtidos pela aplicacéo

da técnica de MLPA, foram :

e N

confirmados/encontrados 10 casos com

- |
-&‘L-q}
alteracdo numa das regides em estudo, 6 deles 4

através da aplicacdo do Kit de sondas P-343
Autism-1 e, 4 casos com alteracbes mais

proximais, apenas detectadas pelo Kit de

&

ey
L m'“.

sondas MEQ28 (Figura 3 e Tabela I).

Duas criancas apresentaram duplicacdo

da regido critica dos sindromes de Prader-

Figura 1: Duplicacdo(A) e Triplicagdo(B)detectadas
pela citogenética convencional. (C) Ideograma do
cromossoma 15

willi/Angelman em 15qg11.2-q13.1, outras duas
uma triplicacdo desta mesma regido e duas com
duplicacdo da regido mais proximal 15g911.2(NIPAL1,TUBGCP5) sendo uma delas em
mosaico (Figura 3).

De referir, ainda, 3 microdelec¢des de diferentes regides do cromossoma 15 e, por fim,

um caso com uma duplicacdo do gene SHANKS da regido 22g13.33.
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Figura 2: Representacdo esquematica dos genes estudados pelos dois Kits de sondas
e dos pontos de quebra no cromossoma 15.
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Figura 3: Representagdo esquematica da extensdo das alteragGes detectadas nos casos estudados e dos genes
envolvidos.
CEN-centrémero; TEL-telémero; Dup-duplicagdo; Trip-triplicacdo; C-Caso.
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Nas tabelas I, 1l e Il constam os dados clinicos e resultados laboratoriais das 10
criancas.

Foi possivel estudar os progenitores de cinco criancas, sendo a origem familiar da
alteracdo atribuida a 4: materna nos casos Ill, IV e VIII e paterna no IX. Apenas na crianca VI
a alteracdo foi observada de novo.

Os casos | e Il, que correspondem a uma duplicacdo da mesma regido do cromossoma
15 [15q11.2-q13.1(SNRPN,UBE3A ,ATP10A,GABRB3,0CA2)x3] (Figura 3), apresentam
ambos autismo severo, mas com diferentes niveis de cognicdo. No primeiro caso, temos um
menino adoptado, com atraso de desenvolvimento psicomotor global, desde o primeiro ano,
que apresenta actualmente uma deficiéncia intelectual ligeira. J& no rapaz do caso Il ndo foi
referido inicialmente atraso global de desenvolvimento mas actualmente apresenta deficiéncia
cognitiva severa, sem aquisicio de linguagem. E, ainda, de referir que, apesar de ndo ter sido
possivel o estudo dos progenitores destes dois casos, as histdrias familiares indiciam uma
possivel hereditariedade das alteracdes.

Os casos Il e IV, também com duplicagdes do cromossoma 15, mas de regides mais
proximais que as duas anteriores (Figura 3), correspondem a situac6es de autismo ligeiro ou
atipico, respectivamente, sendo que a duplicacdo mais proximal (caso Ill) cursa sem
deficiéncia cognitiva e com normal desenvolvimento motor e de linguagem, mas o caso 1V
apresenta défice intelectual ligeiro.

No que se refere aos casos de triplicagdo, ambos apresentam autismo ligeiro a
moderado, mas com niveis de deficiéncia intelectual distintos em ambos o0s casos, que variam
de ligeiro, no caso V, a severo, no caso VI, coincidente com um maior nimero de genes
triplicados (Figura 3). Em ambas as meninas existe estrabismo e atraso de desenvolvimento
motor, ndo observado nos casos de duplicagdo acima referidos. Uma delas (caso V1) apresenta

também epilepsia, e a outra (caso V) hipotonia, ao exame neuroldgico.

4



Relacdo gendtipo-fendtipo em individuos com autismo

Fevereiro de 2011

No que se refere aos casos de microdeleccdo (VII e VIII) (Figura 3) correspondem a
deleccdes de genes proximais que se traduzem por niveis de desenvolvimento e cognigédo
muito semelhantes, ambos com clinica de autismo ligeiro e deficiéncia mental muito ligeira
ou mesmo inexistente. No caso VIII a alteracdo é de origem materna e a progenitora esta
reportada como tendo dificuldades de aprendizagem (Tabela I). No caso IX, as regides
delectadas sdo diferentes das anteriores, ha um nimero maior de genes envolvido, mas a
clinica é em tudo semelhante aos dois casos prévios. Neste caso, a deleccdo foi herdada do
pai, no entanto este ndo apresenta qualquer alteracdo clinica ao contrario do probando,
apresentando a avo paterna patologia psiquiatrica (depressdo).

Por ultimo, foi, ainda, encontrada uma Unica duplicacdo do gene SHANKS3 da regido
22013.33 associado a autismo ligeiro sendo desconhecido o nivel cognitivo e sem outras
alterac0es significativas, a excepgdo de Clumsy, ao exame neurologico cléssico.

Relativamente a histdria prénatal a maioria dos casos ndo revelou alteragdes, nascendo
de gestacOes de termo, sem incidentes perinatais. Relativamente aos marcos precoces do
desenvolvimento, metade das criangas andou tardiamente, depois dos 18 meses, o0 que
denuncia uma alteragcdo precoce no neurodesenvolvimento. J& o crescimento em estatura,

ponderal e craniano néo revelou alterages.
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Tabela I: Caracteristicas clinicas dos probandos com alteragdes nos resultados laboratoriais.

Nome/Sexo Idade(A) Diagn Origem da Altera
Deficiencia
) Adoptado mlpa 15q11.2-
I ADI-R/AD telectual
- 6A Autisr/n o S:v:ro '"L‘: ‘:::a Mse biologica com 26XV q13.1(SNRPN,UBE3A,ATP > Desc
— i QDgG'S i depressdo 10A,GABRB3,0CA2)x3
" ADI-R/ADOS + ?niZfe'itnc;T 46,XY.ish mipa 15q11.2- Mac
s
ADV.DA/M 17A  CARS: 44,5 Severa/Prol:unda Irm3do com autismo  dup(15)(q11.2q11.2)(SNRPN q13.1(SNRPN,UBE3A,ATP - pailDane
T Autismo Severo (Q1G:20)** ,UBE3A)x3 10A,GABRB3,0CA2)x3
" ADI-R/ADOS+  Sem Deficiencia Pai toxicodependente |
MNP /M 6A CARS: 35 Intelectual Irmdo com problemas 46,XY mipa (P343)x2 T Z(NIPATTPSBGCPS) — Mat
U Autismo Ligeiro (QDG: 102)* de socializagdo 9% ’ e
Deficiencia G i mos 47,XY,+r.ish
& ADI-R/ADOS + N esquizofrénico (15)(D15ZA+’SN’RPN VR mlpa
By 12A  CARS: 30 ”L‘? e;: Av6 materna alcoolica )'[69] (il ey mipa (P343)x2 15q11.2(NIPAL, TUBGCPS, MKRN Mat
HASALRE Autismo Ligeiro st Tio patermno : b 3,MAGEL2,NDN)X3mat
(QDG:58)* ) UBE3A-)[2]/46,XY[105]
toxicodependente
Deficiencia
v ﬁi;:-/:? o Tuielase] 46X dup(15)(q11.2q11.2)(s __ miPa 1sall2-
R oA Ligeira/ irrelevante b ‘N;’zN D1:s1b)q3 +410> 413.1(SNRPN,UBE3A,ATP - Desc
. M‘;:e"r': i Moderada b X 10A,GABRB3,0CA2)x4
(QDG:39)*
Deficiencia . mlpa 15q11.2-
VI A Ao Intelectual TP RAAE ql3 1(Sl\’l)RPN ?JBE3A ATP
10A  CARS:32 irrelevant trp(15)(q11.2)(SNRPN,UBE3 & g ; - d
V.V.CFJF o e Severa/Profunda relevante LSl A)))(( . 10A,GABRB3,0CA2,APB € nove
£ (QDG:29)* A2,NDNL2,TIP1)x4dn
Vil ADI-R/ADOS+ oM Deficiencia mipa
7A 3 Intelectual irrelevant 26XV Ipa (P343)x2 D
TAC/M Autismo Ligeiro (3.: Ge cg‘;; irelevante i (Pl 15q11.2(NIPAL, TUBGCP5)x1 es¢
Vil AR BEiEtnED M3e com dificuldades mlpa
8A  CARS:30 Intelectual 26XV Ipa (P343)x2 Mat
N.AFS./M rotiomo Lgeire (g; éi;‘;‘ de aprendizagem ETB (B 15q11.2(NIPAL, TUBGCPS)xmat a
Deficiencia Pai com alteragdes no
X ADI-R/ADOS + Intelelctual gendtipo mas sem mlpa 15q13.2-
AR 147 CARS: 30 o clinica 26XV 13.3(MTMR15,TRPM1,K - Pat
T Autismo Ligeiro (QDgG'Sl)* AV6 paterna com LF13,CHRNA7)x1pat
. depressdes
ADI-R/ADOS +
X 5A CARS: 31 Desc irrelevante 46,XY mlpa Desc
1P.P.M/M : Imelev b 22q13.33(SHANK3)x3

Autismo Ligeiro

* Griffiths; ** WISC 3; = - sem alteragdo; A-Anos; ADI-R: Autism Diagnostic Interview Revised; ADOS: Autism Diagnostic
Observation Schedule; CARS: Childhood Autism Rating Scale; Desc-Desconhecido; F-Feminino; HF-Histéria Familiar; M-Masculino;
Mat-Materno; Pat-Paterno; QDG — Quociente de Desenvolvimento Global; QIG - Quociente de inteligéncia global.
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Tabela II: Exame clinico objectivo dos 10 casos com alteragGes.

vl

il

win

Cresclmento EN
actual Clissico

E: P25 Hijpotonia

Pex>F75

E:PSD DesC
FC:P50

Pe: P30

E: P50 Normal
PC: P75

Pe:Po5

E: P95 Normal
PC>>P50

Pe:P50

E-P50 Clumsy
PC: >P35

Pe:Po5

E:P30 Clumsy
PC:>P35

Dl smorfis mos/
manchas cutdneas/adenomegd

Nio

Nio

Nio

Défl ces Senzoriats

ex trabilsmo

miopla estrablemo

ex trabilsmo

Nio

Desc - Desconhecido;E-Estatura; EN-Exame Neuroldgico; PC-Perimetro
Craniano; P-Percentil; Pe-Peso

Tabela Ill: Historia pré, perinatal e de neurodesenvolvimento
ADPM G

Histaria Pre-natal

12 ano

Marcha [meses)

1% pal.

1* frases e
Epilepsia

Vi

Vi

vin

PartofIG: Eutdcico/ ?
Pn: 3380g
1A:10
Parto/IG : Forceps /385
Pn: 3350g;
En:52cm; PC:35cm
1A :10
Parto : Vertosa/395
Pn: 3450g;
En:50cm; PC:35,5cm
1A:10
Parto:Cesariana/ 40 5
Pn: 3460g;
En:50,5cm; PC:35cm
1A:10
Parto: Ventosa/398 5
Pn: 2485g;
En:47cm; PC:32,5cm
1A :10
Parto:Eutocico?
Pn: 2840g; En:50cm;
Parto :Eutdcico/355
Pn: 2510g;
En:45cm; PC:33cm
1A:10
Parto:Cesariana/ 38 5
Gravidez de risco por abortos
previos(2)

Pn: 3470g;
En:4%cm; PC:36cm; 1A:10
Desc

Parto: Cesariana/ 415
Pn: 4610g;
En:51cm; PC:37cm
1A:10

Sim

Sim

sim

16

12

24

24

24

19

12

n==]

12

24

14

12

n==]

48 Nao
N&o tem Nao
36 Nao
36 Nzo
36 Nao

42 Nao
60 Nao
42 Nao
36 Nao

* 56 notado no 2°%ano — houve regressio; Desc - Desconhecido; IA-indice de Apgar ao
5°min; Pal-Palavras; PC-Perimetro Craniano ao nascimento; ADPMG - Atraso

Desenvolvimento  Psicomotor

nascimento; 1G- ldade Gestacional; S-semanas gravidez

Global;

Pn-Peso nascimento; En-comprimento
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Discussao

Varias alterages genéticas tém sido identificadas em individuos com perturbac6es do
neurodesenvolvimento (Uher R, 2009), algumas delas, atribuidas a elevada penetrancia de
alteracbes de Copy Number Variants (CNVs) frequentes na populacdo saudavel.
Efectivamente, o diagnostico etiolégico de perturbacdes do espectro do autismo (PEA) tem
evoluido muito positivamente com o desenvolvimento de testes de diagnoéstico no ramo da
biologia/citogenética molecular.

Das 150 criancas avaliadas neste estudo, apenas 4 revelaram alteragcdes detectaveis
pela citogenética convencional, nUmero que aumentou para 10 uma vez que esta técnica
apenas permite detectar alteragdes > 3-5 Mb. Com a aplicacdo da técnica de MLPA, foi
possivel ndo so redefinir as alteracdes encontradas na citogenética, por exemplo a duplicacédo
identificada no caso V foi reclassificada para triplicacdo, como permitiu identificar 6 novos
casos.

Destas dez criangcas com alteracdo apenas uma apresentou uma duplicagdo no gene
SHANK3 do 22¢13.33, 0 que esta de acordo com a sua menor frequéncia na populacdo. Todas
as outras apresentaram variacOes localizadas no cromossoma 15 (quatro duplicacdes, duas
triplicacdes e trés deleccdes), o que estd relacionado com a ja conhecida instabilidade
gendmica da regido relatada em estudos anteriores. Nenhum caso de deleccdo ou duplicacédo
da regido 16p11.2 foi encontrado na nossa amostra, apesar da sua frequéncia relativa de até
1% ser mencionada noutros estudos (Bijlsma EK et al., 2009).

Nos casos I, IlI, Il e IV, encontrdmos duplicacbes de regides especificas do
cromossoma 15 que atingem os varios pontos de quebra (Figura 3). Duas das criangas (caso |
e Il) apresentam uma duplicacdo que atinge BP2-BP3 (Figura 2), envolvendo a regido critica

do Sindrome de Prader Willi e Angelman, que é sujeita a imprinting genomico e referida
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como a alteragdo cromossomica mais frequente em individuos com PEA (Depienne C et al.,
2009). Varios estudos defendem que a maioria dos casos com esta alteracdo esta associada a
uma transmissao materna ou aparecimento de novo, enquanto a heranca paterna geralmente
leva a fendtipo normal (Browne CE et al., 1997; Cook EH et al., 1997; Depienne C et al.,
2009; Schroer RJ et al., 1998). Neste estudo nao foi possivel a avaliacdo genética de ambos 0s
progenitores destas duas criancas (casos | e Il), no entanto as historias familiares com algum
quadro sugestivo de atraso de desenvolvimento (caso Il) e problemas do foro psiquiatrico
(caso 1), indiciam uma possivel hereditariedade das alteracbes. No caso Il temos a
confirmacéo de que a mée ndo tem a duplicacdo. Podemos, entdo, pensar numa duplicacdo de
novo ou numa heranca paterna (uma vez que ndo foi possivel o estudo do pai). No entanto,
este menino tem um irmdo com autismo que ndo apresenta a alteracdo genética no
cromossoma 15, o0 que contraria, em parte, a hipotese hereditaria pelo menos nesta regido
deste cromossoma. Pensamos ser pertinente a realizacdo de um estudo mais abrangente do
genoma, nomeadamente por array CGH, na tentativa de encontrar uma outra alteracdo
genémica em ambos que justifique o quadro. E ainda de referir a hipotese de estarmos perante
qualquer outro factor epigenético que possa ter acompanhado ambas as criangas ao longo do
seu neurodesenvolvimento. Gardener H et al., (2009) refere inimeros factores ambientais
apontados como possiveis responsaveis pelo autismo, no entanto as opinides sdo muito
controversas. Varios sdo os factores fortemente associados com o risco aumentado de PEA,
nomeadamente as idades materna e paterna avancadas, hemorragia materna durante a
gestacdo, diabetes gestacional e a toma de medica¢do no periodo pré-natal, tais como anti-
psicoticos ou hormonas, o que ndo se terd verificado neste caso em concreto. Ha, ainda, quem
defenda que determinadas doencas psiquiatricas dos pais, como depressdes, estardo
associadas a comportamentos repetitivos na crianga, assim como a ansiedade estard

relacionada com problemas de socializacdo (Hughes JR, 2009; Mazefsky CA et al., 2008;
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Wallace AE et al., 2008). Nestes dois primeiros casos (I e II) encontramos uma mesma
alteracdo genética em que ambos apresentam autismo severo, mas com diferentes niveis de
cognicdo. Segundo Bolton PF et al. (2001) e Depienne C et al. (2009) os doentes com
duplicacdo da regido critica (BP2-BP3), como acontece nestes dois casos, tém fendtipo
frequentemente anormal, que inclui atraso de desenvolvimento, afectando particularmente a
fala e a linguagem, diferentes graus de atraso mental, dificuldades de coordenacdo motora e
dismorfismos ligeiros, que ndo se verificam em nenhum dos casos apresentados.

O caso Ill, também com duplicacdo, mas mais proximal (BP1-BP2), corresponde, por
sua vez, a uma situacdo de autismo ligeiro, e cursa sem deficiéncia mental e com normal
desenvolvimento motor e de linguagem. Bolton PF et al. (2001) defende que o fendtipo desta
alteracdo é altamente variavel, mesmo entre membros da mesma familia portadores de
rearranjos idénticos, podendo oscilar entre autismo, perturbacbes do desenvolvimento,
ligeiros problemas de socializagcbes ou dificuldades de aprendizagem, manifestacGes
psiquiatricas, ou mesmo fendtipo normal, também demonstrado por outros autores (Depienne
C et al., 2009; Browne CE et al., 1997). A alteracdo nesta crianca esta tambem presente na
mae, que é saudavel e, seria interessante o estudo de um irméo que tem problemas marcantes
de socializacdo. Neste terceiro caso temos uma familia que comprova a diversidade relatada
nos estudos referidos.

O caso IV apresenta uma duplicacdo igualmente em genes proximais, mas de maior
dimenséo que a anterior (Figura 3). No entanto, corresponde a um mosaicismo com diferentes
linhas celulares. Esta crianca apresenta autismo ligeiro, tal como o caso Ill, bem como
deficiéncia intelectual ligeira.

O fenotipo mais ligeiro destes dois ultimos casos (Il e 1V), quando comparado com o
dos dois primeiros, podera indicar que a severidade estd associada a um maior nimero de

genes alterados envolvidos. No que se refere ao caso 1V, seria de esperar um fen6tipo ainda
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mais ligeiro, visto tratar-se de um mosaicismo com uma linha celular normal, abranger um
numero de genes reduzido e tratar-se de uma alteracdo, no que respeita ao cromossoma 15,
herdada da mae, que nao apresenta qualquer tipo de alteracéo clinica.

No que se refere aos casos de triplicacdo, os dois Unicos casos sao do sexo feminino,
apresentam autismo ligeiro a moderado com niveis de deficiéncia mental distintos em ambos
0s casos, ligeira no caso V mas severa no caso VI, esta ultima sendo coincidente com um
maior numero de genes triplicados, sendo o ponto de quebra distal correspondente a BP4
(Figuras 2 e 3). Coloca-se, entdo, a hipdtese de que os genes APBA2, NDNL2 e TJP1
triplicados apenas no caso VI poderdo ser responsaveis pela maior severidade da deficiéncia
mental. Em ambas as meninas é notdrio o atraso de desenvolvimento motor (idade de marcha
24 meses), ndo observado nos casos de duplicacdo acima referidos, o que nos leva a pensar
gue o maior numero de cépias podera estar relacionado com uma maior severidade do atraso
no que se refere ao desenvolvimento motor. Ambas apresentam défices sensoriais
relacionados com a visdo e uma delas (caso VI) apresenta, inclusivamente, epilepsia,
frequentemente associada com o autismo. Quanto a epilepsia existe, ainda, alguma
controvérsia, havendo estudos que relatam uma maior frequéncia de anomalias no
electroencefalograma (EEG) de criangas com autismo, na ordem dos 20 a 50% (Combi R et
al., 2010; Tuchman R, 2006), e com epilepsia, entre 10 e 15% (Combi R et al., 2010; Smalley
SL, 1997). Ha ainda sugestdes que em cerca de um terco das criangas com epilepsia hd um
risco aumentado de desenvolver PEA e, relatos de casos que demonstram que a epilepsia pode
afectar directamente a cognicdo e o comportamento (Combi R et al., 2010;Tuchman R, 2006).

No que se refere aos casos das microdelecgbes (V11 e VIII), correspondem a delecgdes
de genes proximais (NIPA1, TUBGCP5) que se traduzem por niveis de desenvolvimento e
cognicdo muito semelhantes, ambos com clinica de autismo ligeiro e deficiéncia mental muito

ténue ou mesmo inexistente, assim como atraso de desenvolvimento motor e de linguagem
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denotados desde o primeiro ano. Estes fendtipos ligeiros, a semelhanca do que acontece
também com os casos Il e 1V, que envolvem duplicagcdes da mesma regido, vém reafirmar a
ideia de que as alteragbes ocorridas nesta regido, que nao inclui a regido critica dos SPW e
SA, sdo mais frequentemente variantes do normal e, geralmente, sem efeito clinico
significativo. Podem manifestar-se de forma ainda mais ligeira, a semelhanca da mée do caso
VIII que, apesar de também ela apresentar a mesma deleccdo do filho, fenotipicamente refere
apenas dificuldades de aprendizagem denotadas na infancia, mas que em nada perturbaram a
sua vida adulta. Esta condicdo tem sido repetidamente descrita com variabilidade fenotipica
significativa. Perdas e ganhos do nimero de cdpias desta regido tém sido identificados por
array em controlos com uma frequéncia na populacdo de 1% (Depienne C et al., 2009;
Seleme MC et al., 2007).

O caso IX corresponde também a uma delec¢do, mas diferente das anteriores, uma vez
que sdo outros os pontos de quebra envolvidos (BP4-BP5) (Figuras 2 e 3) e € maior o numero
de genes envolvido (MTMR15, TRPM1, KLF13, CHRNAY7). A clinica apresentada é em tudo
semelhante aos dois casos anteriores, ao contrério do que seria de esperar, dada a diferenca
genética. Neste caso, a deleccdo foi herdada do pai e, a semelhanga do que aconteceu noutros
estudos descritos, também este ndo apresenta qualquer alteracdo clinica, ao contrario do
probando, o que traduz a elevada frequéncia de delec¢des herdadas de pais saudaveis, mais do
que de novo (Ben-Shachar S et al., 2009; Sebat J et al.,, 2004). A grande variedade e
heterogeneidade de expressdo fenotipica para a referida deleccdo de 1,6Mb é notével, inclui
desde fendtipo normal (0 que acontece com o pai do probando), atraso mental com Quociente
de Inteligéncia (QI) borderline e autismo (demonstrado pelo probando), epilepsia, transtorno
bipolar e esquizofrenia, sem excluir outros distirbios psiquiatricos que podem também
ocorrer. As depressdes frequentemente associadas a esta deleccdo, poderéo apontar no sentido

de também a avé desta crianca apresentar a deleccdo do filho e do neto, o que possivelmente
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justificaria o seu caracter depressivo. A deleccdo poderd, ainda, estar presente em individuos
bem integrados na sociedade, ainda que com défices cognitivos subtis. Além disso, o0 atraso
mental nas criancas afectadas, geralmente, ndo é severo, podendo, muitas vezes, permitir
viver de forma independente.

Na nossa amostra ndo foi encontrado nenhum caso de duplicacdo BP4-BP5, o que vai
de encontro a sua menor frequéncia avancada por varios estudos ja realizados (Ben-Shachar S
et al., 2009; Sharp AJ et al., 2008; Miller DT et al., 2009; Helbig | et al., 2009). Se as
duplicacdes desta regido causam anomalias fenotipicas, a penetrancia é certamente menor do
que a das delecgdes, dai a sua menor frequéncia.

Ao contrério do que se tem sugerido em relacdo a outras doencas, em que se defende
que a perda de material genético estara associada a uma clinica mais severa, neste estudo os
casos de delecgdo descritos apresentam um fendtipo mais frustre quando comparados com 0s
casos de duplicacéo e triplicacdo, estes ultimos com clinica ainda mais severa associada ao
maior numero de copias.

As alteracGes aqui apresentadas, que envolvem as varias regides do cromossoma 15,
desempenham um papel significativo na patogénese de diferentes condigdes que afectam
predominantemente o cérebro, como PEA, deficiéncia mental que varia de ligeira a severa,
patologia psiquiatrica, como esquizofrenia e doenga bipolar, epilepsia ou altera¢es ao EEG,
mas o resultado varidvel da alteracdo fenotipica é susceptivel de ser determinado e conjugado
com outros factores. A semelhanca do que acontece para 0s varios sindromes de
microduplicagdo ja referidos atras, também para os de microdeleccdo varias hipoteses tém
sido propostas para explicar o amplo espectro de fen6tipos. Além da penetréncia incompleta e
da contribuicdo de genes contiguos, outro mecanismo molecular poderda ser a presenca de uma
mutacdo recessiva mascarada ou polimorfismo funcional num dos genes do alelo

remanescente. A possibilidade de diferencas da expressdo fenotipica entre os diversos
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membros da familia com a delec¢do, causadas por defeitos de imprinting, a semelhanca do
que acontece nos Sindromes de Prader Willi e Angelman, seria uma outra hipGtese
explicativa, mas que parece improvavel nos defeitos que atingem BP1-BP2 e BP4-BP5, uma
vez que nenhum dos genes destas regides foi descrito como possuidor de imprinting
(Genomic Imprinting Wrbsite: www.geneimprint.com/site/genes-by-species, September
2008). Uma outra alternativa € a hipotética capacidade de alguns individuos superarem uma
ou mais deficiéncias causadas por haploinsuficiéncia de genes especificos, durante o
desenvolvimento pré ou pds-natal, consistente com o facto de alguns individuos apresentarem
desenvolvimento normal desde o nascimento, enquanto outros tém problemas de
aprendizagem durante a infancia, mas sem impacto na vida adulta, o que € reforcado pelo
facto de alguns dos pais apresentarem a alteracdo dos filhos e, a0 mesmo tempo, uma boa
integracdo social. A somar a todas estas possiveis explicacfes genéticas, sdo de realcar
também todas as hipoOteses ambientais ja referidas, que poderdo também desempenhar um
papel fulcral ao longo do desenvolvimento da crianca.

Neste sentido, tem sido significativa a contribuicdo crescente do desenvolvimento
cientifico, com o surgimento recente de técnicas do estudo do genoma completo como a array
CGH, que tem permitido, nos ultimos anos, a identificagdo de novas alteracdes genéticas em
pacientes com PEA e atraso do desenvolvimento, assim como a criagdo de uma cada vez
maior base de dados com as diferentes variacGes do nimero de cdopias presentes na populacéo,
frequentemente n3o associadas a patologia. E um método de grande poder de resolucéo que
poderd vir a fornecer um grande contributo para o conhecimento da etiologia destas patologias
(Edelmann L e Hirschhorn K, 2009; Manning M e Hudgins L, 2010).

Por ultimo, foi encontrada uma Unica duplicagdo do gene SHANK3 da regido
22013.33, associada a autismo ligeiro. Este Unico caso encontrado remete-nos para uma

alteragdo rara que ocorrera na maioria das vezes de novo, embora no caso ndo tenha sido
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possivel o estudo dos pais. No entanto, o facto de ndo existir qualquer dado relevante na
histéria familiar aponta para uma alteracdo de novo ou herdada de pais ndo afectados. A
frequéncia de mutacGes do SHANK3 foi estimada em 0,5 a 1% dos individuos com PEA
(Freitag CM et al., 2010), sendo que estudos recentes tém também relatado deleccdes do gene
SHANK3 em individuos saudaveis (Kolevzon A et al., 2010).

O estudo do autismo é desafiante devido a sua grande variedade de manifestacdes
comportamentais de gravidade varidvel. Com o desenvolvimento de novas tecnologias,
particularmente com o array CGH que permite uma abordagem de todo o genoma, certamente
que havera um contributo para uma maior compreensao da sua etiologia.

E de realcar, a importancia do acompanhamento das criancas com autismo por
profissionais devidamente especializados no ambito do neurodesenvolvimento, bem como o
acompanhamento e aconselhamento das familias, permitindo-lhes o acesso ao diagndéstico tdo
precoce quanto possivel, no sentido de diminuir a ansiedade e culpabilidade muitas vezes
apresentada. O estudo genético dos progenitores revela-se também de enorme importancia no
sentido de permitir aos jovens casais 0 acesso ao diagnostico pré-natal e/ou toda a informagéo
acerca dos riscos de uma nova concepcao.

Ainda muito trabalho adicional ha a realizar, quer no campo da genética, com a
aplicacdo das varias técnicas, no sentido de uma descoberta mais concreta, quer no estudo da
influéncia ambiental, no sentido de acompanhar e perceber as transformacg6es de cada crianca

que permitam um diagndstico etioldgico preciso e uma perspectiva de tratamento futuro.
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