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Resumo

O défice cognitivo (DC) é um distdrbio com uma elevada prevaléncia na
populacdo. Tem um grande impacto na qualidade de vida da pessoa afetada, na
familia e na comunidade onde o individuo se insere, na sociedade, nos sistemas de
educacdo e solidariedade social e mesmo no sistema legal. Deste modo a
determinacdo da etiologia torna-se indispenséavel, tanto do ponto de vista familiar,
econdémico e social como juridico. O desenvolvimento da genética, nas areas da
citogenética, biologia molecular e da gendmica propicia um estudo mais aprofundado e
alargado de individuos com DC e distarbios do comportamento de causa
desconhecida. Deste modo pretendeu-se neste estudo: (I) Identificar e caracterizar as
alteracdes genotipicas dos individuos pertencentes ao grupo de pacientes com défice
cognitivo e distirbios do comportamento estudados no Laboratério de Citogenética e
Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, referidos pelas
consultas de Genética Médica e de Desenvolvimento do Hospital Pediatrico de
Coimbra nos anos 2010 e 2011. (ll) Estabelecer a correlacdo entre o gendtipo e o
fendtipo destes individuos de modo a demonstrar a causalidade das alteracfes
encontradas. (lll) Justificar e sustentar a importancia de exames complementares de
diagnostico genético na avaliacao feita pelo perito médico e na elaboracdo do relatério
médico-legal, sempre que envolvam individuos (vitimas ou agressores) com défice
cognitivo e distarbios do comportamento. A realizacdo deste trabalho permitiu detetar
numa percentagem significativa de casos (15,7%) alteracbes no gendtipo de
individuos com DC e distlrbios do comportamento. Tornando-se o estudo citogenético,
molecular e gendmico um meio complementar de diagndstico essencial, permitindo
gue se estabeleca uma prova da causalidade do DC e dos disturbios de
comportamento apresentados por estes individuos e se justifiqgue o fendtipo
apresentado pelos mesmos. Em resumo, com os resultados obtidos a partir desta
investigacdo pode afirmar-se que o estudo citogenético, molecular e genémico é um
meio de diagndstico importante destes individuos quando avaliados nas pericias

médico-legais, enquadrados em crimes de maus tratos e/ou abuso sexual.

Xi



1. INTRODUCAO



Introducéo

1.1. Défice Cognitivo

1.1.1. Definig&o e classificagao

O défice cognitivo (DC) é caracterizado, de acordo com o DSM-IV (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders — Fourth Edition) e pela AAMR (American
Association on Mental Retardation), como o funcionamento intelectual abaixo da
média, com a existéncia de limitacdes e défices significativos em duas ou mais areas
do comportamento adaptativo, que se manifestem antes dos 18 anos (Amaral et al.,
2010; Karnebeek et al., 2005; Shea, 2006).

E descrito também como uma aprendizagem mais lenta do que a observada
em individuos na mesma faixa etaria, em que o grau de desenvolvimento mental esta
abaixo da média, com imaturidade emocional e dificuldades de memaria (Henry, 2010;
Rauch et al., 2006). Pode ainda ser definido como um atraso significativo em varios
dominios do desenvolvimento, como a motricidade, a linguagem, a cognicdo, as

competéncias sociais e pessoais e as atividades da vida diaria (Ferreira, 2004).

Segundo o DSM-IV é classificado, de acordo com o Quociente de Inteligéncia
(Ql), em ligeiro, moderado, severo ou profundo. O QI é medido por testes
padronizados de acordo com a idade, que permitem distinguir os varios graus de DC.
Classificam-se como DC ligeiro os casos que possuem um QI entre os 50-70,
moderado os que possuem um QI entre os 35-50, severo os que possuem um QI entre
0s 20-35 e profundo os que possuem um QI abaixo de 20 (Karnebeek et al., 2005;
Rauch et al., 2006).

Segundo a AAMR a classificagédo é baseada nas dificuldades que os individuos
apresentam nas diversas areas de capacidades adaptativas (Karnebeek et al., 2005;
Shea, 2006).

O DC pode ser subdividido em sindrémico, caracterizado por DC associado a
dismorfismos, malformac6es ou alteracdes neuroldgicas e ndo sindromico, que se
define pela presenca exclusiva de disfungdo cognitiva, sem outro fenétipo associado
(Basel-Vanagaite, 2008; Li & Andersson, 2009).
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1.1.2. Epidemiologia

O DC é um disturbio frequente com grande impacto no quotidiano da pessoa
afetada, na sua familia, na comunidade em que esta se insere e até mesmo na
sociedade. A prevaléncia mundial de DC varia entre 1 e 4%, o que podera ser
explicado pela dificuldade no diagnéstico e na avaliagdo dos individuos afetados,
especificamente nos niveis de comprometimento cognitivo e funcional (Bertelli et al.,
2012; Maulik et al., 2011; Shea, 2006).

Entre os individuos com DC, King (citado por Maulik et al., 2011) refere que o
DC ligeiro afeta cerca de 85% dos casos, o0 moderado cerca de 10%, o grave cerca de

4%, e o profundo cerca de 2%.

Verifica-se uma maior frequéncia de DC no sexo masculino do que no feminino
numa proporgdo de 1,4:1 (Shea, 2006).

Estd descrito que 3% das criangcas em idade escolar possuem DC
ligeiro/moderado, enquanto 0,38% possui DC severo/profundo (Basel-Vanagaite,
2008). Criancas com DC severo ou profundo, devido a gravidade dos quadros clinicos
que apresentam, sdo identificados mais precocemente, geralmente antes dos 6 anos
de idade, em contrapartida as que possuem DC ligeiro ou moderado podem nao ser

reconhecidas até que integrem o 1° ciclo de escolaridade (Shea, 2006).

1.1.3. Etiologia

O DC pode ter diferentes etiologias sendo a biolégica descrita como a mais
comum. No entanto ha muitos fatores sociais e culturais que podem agravar ou
atenuar este problema, o que implica que o individuo deve ser avaliado em contexto
(Amaral et al., 2010; Matson et al., 2012).

Karnebeek (2005) e colaboradores descrevem que as causas de DC tém uma
frequéncia variavel em que os fatores ambienciais sédo responsaveis por 18,6 a 44,5%
dos casos e os fatores genéticos por 17,4 a 47,1%. Esta elevada variabilidade deve-se
a diferencas nos critérios de diagnéstico, distintas populacdes em estudo, divergéncias
nos critérios de selecdo de pacientes e diversidade dos protocolos e tecnologias

utilizados na detecdo destes casos.
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A pesquisa de uma etiologia é complexa, devido designadamente a
variabilidade de fendtipos associados ao DC e alguns estudos referem até que
permanece desconhecida em cerca de 80% dos casos (Rauch et al., 2006; Shea,
2006). No entanto, a combinacdo de uma boa avaliagéo clinica com metodologias de
diagnostico adequadas permite que uma causa possa ser estabelecida em
aproximadamente 50% dos casos. Esta taxa de sucesso depende da idade dos

pacientes, da sua selecdo e do diagndstico realizado (Karnebeek et al., 2005).

O diagnéstico clinico deve ser expositivo e incluir a enumeracdo das
capacidades cognitivas e do comportamento adaptativo, os fatores etiolégicos, as
patologias associadas e a sua coexisténcia. Deve igualmente referir os aspetos
comportamentais, psicolégicos e emocionais e as condigdes ambienciais e do contexto

sociofamiliar (Ferreira, 2004).

A anamnese e um exame fisico completo auxiliam na identificacdo de uma
etiologia possivel. A entrevista deve incluir a histéria familiar, pré-natal, perinatal e
eventos neonatais, historico de doencas, sobretudo neurolégica e a descricdo
detalhada do desenvolvimento e do comportamento (Karnebeek et al., 2005; Shea,
2006).

Uma vez que o DC quando associado a dismorfismos ou outras malformacdes
pode direcionar o diagnéstico para uma determinada sindrome genética, o exame
fisico deve ser detalhado, incluindo alteracdes no crescimento, na estatura, marcas ou
manchas na pele, facies incomum e alteracbes esqueléticas, assim como deve ser
relatada a presenca de anomalias cardiacas ou em outros 6rgaos. Devem ainda ser
feitos exames de visdo e audicdo devido a prevaléncia de défices sensoriais
associados ao DC (Karnebeek et al., 2005; Shea, 2006).

No diagndstico é essencial a distincdo entre uma leséo estatica ou progressiva,
bem como os antecedentes clinicos que podem indicar uma causa genética, ou

alteracdes neuroldgicas, ou ainda uma lesao pré ou perinatal (Ferreira, 2004).

Em casos de regressdo do desenvolvimento pode colocar-se a hipétese de
doenca neurometabdlica ou neurodegenerativa e se o DC coexistir com baixa estatura,
malformacdo sistémica e organica pode ser indicativo de uma patologia do sistema

nervoso central que cause o DC (Karnebeek et al., 2005; Shea, 2006).
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Os testes genéticos utilizados no diagnostico etioldgico sdo muitas vezes
direcionados de acordo com o observado no diagnostico clinico (Karnebeek et al.,
2005; Shea, 2006). A presenca de dismorfismos aumenta a probabilidade de encontrar
alteracdes cromossomicas desequilibradas e justifica, nestes pacientes, a realiza¢do
dos testes citogenéticos. Contudo, estes devem ser realizados independentemente da
presenca de dismorfismos porque 4 em cada 10 casos de DC sem dismorfismos
apresentam alteragcdes cromossomicas (Karnebeek et al., 2005; Schinzel, 2001; Shea,
2006).

A sindrome de Down é a alteracdo cromossOmica mais frequente e resulta da
trisomia de todo ou parte do cromossoma 21 (Patterson & Lott, 2011; Rachidi & Lopes,
2007; Rauch et al., 2006). A taxa de detecdo da citogenética convencional varia entre
3 a 15%, dependendo dos critérios de inclusdo dos individuos estudados, como é
evidenciado pelo aumento que se verifica quando se inserem pacientes com sindrome
de Down (Hochstenbach et al., 2009; Rauch et al., 2006).

A sindrome de X-Fragil é descrita como a segunda causa genética mais
comum (Kehrer-Sawatzki, et al.,2006; Raymond, 2006; Sherman, et al., 2005; UKPMC
Funders Group, 2009), afetando 1:4000 homens e 1:8000 mulheres (Hantash, et al.,
2010; Sherman, et al., 2005). Esta sindrome € causada pela expansdo de uma
repeticdo do trinucledtido CGG do gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1)
localizado em Xq27.3 (Pandey et al., 2004; Sherman, et al., 2005).

No ambito da citogenética varias metodologias tém vindo a ser desenvolvidas
com o objetivo de aumentar a detecédo de alteracdes genéticas nos individuos com
DC. Exemplos destas técnicas sdo: a FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), o
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) e o aCGH (array-
Comparative Genomic Hybridization). A percentagem de casos positivos obtidos
depende das metodologias utilizadas e da amostra populacional em que sé&o

aplicadas.

Os rearranjos desequilibrados nas regides subteloméricas sdo responsaveis
por 3 a 10% dos casos de DC (Ahn et al., 2007; Balikova et al., 2007; Koolen et al.,
2004; Lam et al., 2006; Rooms et al., 2005; Stegmann et al., 2008). O estudo destas

regibes foi possivel inicialmente devido a evolucdo da tecnologia de FISH e

recentemente com o desenvolvimento do MLPA.
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O desenvolvimento na area da genémica proporcionou um aumento da taxa de
detecdo de alteracdes genéticas desequilibradas (delecdes e duplicagbes) até 25%
(Vissers et al., 2010), ou seja, através do cariétipo molecular obtido com o aCGH foi
possivel uma diminuicdo significativa dos casos de etiologia desconhecida em
individuos com DC.

As alteracbes metabdlicas compreendem um subgrupo causal importante de
DC com uma frequéncia de 1 a 5%, sdo na sua maioria sindromes autossémicas
recessivas e podem ser caracterizadas por regressao neuroldgica, facies grosseira,
hepatoesplenomegalia e alteracdes na visdo ou audicdo (Basel-Vanagaite, 2008;
Karnebeek et al., 2005).

A presenca de alteracbes genéticas tem consequéncias, ndo sO no
acompanhamento clinico do paciente com DC, como também para os familiares,
particularmente no seguimento de futuras gestacdes de um casal com um filho com

esta patologia (Straetmans, et al., 2006).

O aconselhamento genético e 0 acompanhamento destes individuos e das
suas familias sdo fundamentais, pois € essencial a realizagdo dos exames
diagnosticos adequados e a prestacdo dos esclarecimentos necessarios sobre 0s
respetivos resultados e suas implicagbes. O diagnéstico e a compreensdo das
diferencas de desenvolvimento destas criancas é importante para se poderem
perceber os seus comportamentos e limitacdes, providenciando sistemas de apoio e

suporte (Schieve et al., 2012).

Quando néo se determina uma etiologia, 0 processo que envolve a abordagem
clinica e a metodologia de investigacdo pode tornar-se extenso, complexo, invasivo e
uma sobrecarga para o individuo, para a sua familia, seus cuidadores e para a

comunidade.

Quando o recurso as diferentes tecnologias disponiveis ndo permite a obtencao
de um diagnostico ha que equacionar a possibilidade de outros estudos utilizando

outras metodologias.

Pessoas com DC devem ser sinalizadas e orientadas para receberem as
medidas de reabilitacdo adequadas ao seu grau e tipo de limitacdo. Apesar de nao ter
tratamento, o desenvolvimento de terapias que contribuem para melhorar a

aprendizagem, o desenvolvimento cognitivo e a memoria destes individuos é essencial
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e pode permitir futuramente a melhoria da sua qualidade de vida (Crego, et al., 2011;
Ferreira, 2004).

1.1.4. Patologias associadas

A prevaléncia de estados deficitarios e de doenca é superior em individuos com
DC do que na populacdo em geral exigindo maiores cuidados de saude e de
acompanhamento por parte dos pais e dos servicos médicos e de assisténcia (Hsu et
al., 2012; Oeseburg et al., 2010; Schieve et al., 2012; Straetmans, 2006).

A presenca de défices sensoriais ocorre em 2% de casos com DC ligeiro e 11%
com DC severo e a paralisia cerebral em 6 a 8% de casos com DC ligeiro e 30% com
DC severo (Shea, 2006).

As perturbac¢des no sono em individuos com DC tém uma frequéncia que varia
entre 8,5 a 34,1%, estando estas geralmente associadas a doencas respiratorias,
deficiéncia visual, condi¢cdes psiquiatricas e medicacao administrada pelos pacientes
(Wouw et al., 2012).

Individuos com DC tém uma incidéncia elevada de distdrbios do
comportamento em comparacdo com a populacdo em geral (Cook & Oliver, 2011;
Horovitz et al., 2011; Nieuwenhuijzen & Vriens, 2011; Poppes et al., 2010). No que diz
respeito a associacdo de DC com o autismo estima-se que esta se verifica em 20 a
30% dos casos (Shea, 2006).

Relativamente a alteracdo neurocomportamental de défice de atencdo e
hiperatividade, caracterizado por sintomas de desatencdo, hiperatividade e
impulsividade, esta encontra-se presente em 9 a 15% individuos com DC (Kozlowski
et al., 2011; Matson et al., 2012; Shea, 2006; Spencer et al., 2007; Trujillo-Orrego et
al., 2012). Adultos com histéria de défice de atencdo e hiperatividade na infancia
possuem uma maior probabilidade de ter comportamentos anti-sociais e criminais
(American Academy of Child and Adolescent Psychiatry, 2007). O estabelecimento da
correlagdo entre os distarbios do comportamento e o DC é complexo devido a

sobreposicéo de sintomas entre eles.

A depressao, a ansiedade, a doenca bipolar e as psicoses sao distlrbios

psiquiatricos que também podem estar associados a DC (lrazabal et al., 2012;
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Kozlowski et al., 2011). O diagndstico psiquiatrico nestes casos € um processo critico,
porque existe dificuldade em estabelecer critérios de avaliagdo e distin¢cdo entre estas
patologias (Bertelli et al., 2012; Myrbakk & Tetzchner, 2008).

1.1.5. Progndstico e contexto sociocultural

O progndstico, embora variavel e nem sempre coincidente com o QlI, torna-se
mais claro ao longo do tempo de acordo com o desenvolvimento das capacidades
adaptativas do individuo. Estas, tal como a presenca de autismo, paralisia cerebral,
défices sensoriais e outros distarbios do comportamento, podem ter influéncia

significativa na independéncia e empregabilidade (Shea, 2006).

Uma andlise do comportamento pode identificar potenciais fatores ambienciais,
que podem ser modificaveis e esclarecer as competéncias que precisam de ser

ensinadas ao individuo, familiares e cuidadores (Nieuwenhuijzen & Vriens, 2011).

Para uma boa interacdo entre individuos é essencial o desenvolvimento de
processos cognitivos que permitam processar e interpretar as interacbes e a
informacdo social. No caso das criancas com DC ligeiro a moderado estas
capacidades de cogni¢do encontram-se diminuidas dificultando as interagfes sociais.
A abordagem e o estudo das capacidades cognitivas permitem uma melhor
compreensdo das limitacdes destas criangas promovendo uma melhor percegédo por

parte dos pais e educadores (Nieuwenhuijzen & Vriens, 2011; Cook & Oliver, 2011).

As novas politicas de saude, que visam a desinstitucionalizacao de individuos
com DC e distirbios do comportamento, tornam o papel da familia central para o
modelo biopsicossocial de saude e bem-estar destes individuos (Martorell et al., 2011;
Scior, 2011).

A sobrecarga familiar nestes casos é complexa, que inclui varios fatores, desde
as rotinas familiares, ao numero de horas de cuidado e despesas (Irazabal et al.,
2012).

A falta de autonomia e de independéncia de individuos com DC coloca aos
progenitores varias questdes, no ambito da educacdo e dos cuidados de saude
(Mitchell, 2012).
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No entanto, o envolvimento e dedicacdo por parte dos pais e familiares podem
contribuir positivamente para uma melhor integragcdo social, na escola e na

comunidade (Szumski & Karwowski, 2012).

A integracdo e inclusdo destes individuos na comunidade, em condigbes
adequadas, proporcionam um maior desenvolvimento das suas capacidades, evitando

o trauma da institucionalizacdo (Thorn, et al., 2009).

Compreender a relagdo entre estes individuos e a comunidade e reconhecer os
conhecimentos, atitudes e crencas associadas ao DC, presentes na sociedade, podem
ajudar a identificar potenciais dificuldades & inclusdo social, a rea¢céo do publico em
geral para com estas pessoas influencia o sucesso ou fracasso das politicas

destinadas a aumentar a sua inclusao social (Scior, 2011; Scior & Furnham, 2011).

Ha também que ter em consideragdo o0 estigma social associado a estes
individuos que dificulta e condiciona o seu acesso a oportunidades de emprego,

habitacdo e participagdo na comunidade (Werner, et al., 2012).

Individuos com DC tém dificuldade em estabelecer interacdes sociais, 0 que
promove o0 seu isolamento e a sua exclusdo social, privando-os igualmente de
desfrutarem de independéncia e autonomia e limitando o seu acesso a diversas
atividades da vida diéria (Cook & Oliver, 2011; Horovitz et al., 2011; Nieuwenhuijzen &
Vriens, 2011; Poppes et al., 2010). Deste modo tornam-se mais suscetiveis a sofrerem
maus tratos e/ou abuso sexual ou mesmo a desenvolver comportamentos agressivos

como consequéncia da frustracdo associada aos seus défices.
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1.2. Disturbios do comportamento — Autismo

1.2.1. Definicao e classificacao

De acordo com o DSM-IV, a ASA (Autism Society of America) e a APA
(American Psycological Association) o autismo € uma deficiéncia do desenvolvimento
neurolégico complexa, identificada geralmente durante os primeiros trés anos de vida
(Oliveira et al., 2003). No entanto, o subdesenvolvimento da linguagem pode atrasar a
identificagdo dos sintomas (Whitehouse et al., 2009). Verifica-se heterogeneidade do
fendtipo clinico, com diferentes niveis de gravidade, tipo e frequéncia dos sintomas
(Schwartz & Neri, 2012).

Caracteriza-se por um decréscimo da comunicacdo verbal e nado-verbal e
restricdo das interagbes sociais, com padrfes repetitivos e estereotipados de
comportamento, interesses e atividades. Apresenta-se como uma desordem
psiquiatrica em que o individuo se recolhe dentro de si proprio, ndo respondendo a
estimulos externos (Lamb, 2009; Levy et al., 2010; Schwartz & Neri, 2012). E um
disturbio geralmente estavel, contudo nalguns casos surge somente num periodo

transitorio (Zappella, 2012).

O DSM-IV e o ICD-10 (International Classification of Diseases, 10th Edition)
classificam o autismo, a sindrome de Asperger, a sindrome de Rett, 0 transtorno
desintegrativo da infancia e os transtornos do desenvolvimento sem outra
especificacdo como as desordens do espetro autista (expressédo adaptada da lingua

inglesa autism spectrum disorders — ASD) (Lamb, 2009; Levy et al., 2010).

1.2.2. Epidemiologia

O desenvolvimento de novas metodologias de estudo, a reestruturacdo dos
critérios de diagnéstico, o aumento do numero de servicos e profissionais envolvidos
no estudo e a uma maior sensibilizacdo dos pais e cuidadores levaram a um maior
reconhecimento e detecdo do autismo. Este progresso permitiu ajustar a prevaléncia
mundial em 1% (Baron-Cohen et al., 2009; Kou et al.2012).

10
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A proporcdo entre homens e mulheres é aproximadamente de 4:1,

respetivamente (Lamb, 2009; Levy et al., 2010).

1.2.3. Etiologia

O autismo é um disturbio que esta associado a fatores de risco que atuam em
simultdneo para produzir este fendtipo. Estes podem ser pré-natais, perinatais,
ambienciais ou fatores epigenéticos. Deste modo a avaliagdo do autismo deve ser
multidisciplinar, abordando os sintomas principais, a cogni¢éo, a linguagem adaptativa
e sensorial e as capacidades motoras (Eriksson et al.,, 2012; Hattier et al., 2011,
Kocovska et al., 2012; Levy et al.,2010; McCarthy et al., 2010).

Uma avaliagdo correta inclui a anamnese e exame fisico detalhados e um
acompanhamento adequado por um geneticista clinico que orienta os exames de

diagnostico necessarios (Levy et al.,2010).

Apesar do desenvolvimento que se tem verificado nos ultimos anos na
identificacdo da etiologia genética no autismo, esta sé se verifica em cerca de 10 a
20% dos pacientes, permanecendo o0s restantes com etiologia desconhecida
(Schwartz & Neri, 2012).

As alteracdes mais comuns encontradas incluem as anomalias cromossémicas
e as alteragdes das formas alélicas do gene FMR1, associado a sindrome de X-fragil
(Gurkan & Hagerman, 2012; Levy et al.,2010). Estima-se que 60 a 80% dos genes

associados ao autismo estdo em estudo (Kou et al.2012).

Com o advento das novas tecnologias a taxa de detecdo pode aumentar,
melhorando o conhecimento e a compreensdo do autismo oferecendo um melhor

diagndstico, intervencéo e tratamento (Lamb, 2009; Leonard et al., 2011).

O aconselhamento genético e o acompanhamento destes individuos sao
indispensaveis, pois para além da importancia na explicagdo dos resultados dos
exames genéticos, o risco de recorréncia no segundo filho é 20 a 50 vezes maior do

gue na populacdo em geral (Levy et al.,2010).

Este disturbio esta descrito como o transtorno neuropsiquiatrico mais associado

a causas genéticas (em cerca de 90% dos casos) (Levy et al.,2010).
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1.2.4. Patologias associadas

Os sintomas de autismo podem alterar-se com o desenvolvimento e estar
presentes simultaneamente com DC, epilepsia, e outras alteracdes e patologias do
comportamento (Lamb, 2009; Smith & Matson, 2010).

A prevaléncia de DC em individuos com autismo € de 70 a 80% (Schwartz &
Neri, 2012; Shea, 2006). Muitas criancas com autismo apresentam dificuldades na
linguagem e ha autores que levantam a hipétese de que 0s mesmos genes possam
estar implicados nos dois distlrbios (Caylak, 2011; Whitehouse et al., 2009; Wilkinson
et al., 2009).

Estes individuos sofrem mais frequentemente de problemas de transtorno no
sono e ansiedade (Rzepecka et al., 2011). O autismo pode ainda estar associado ao
défice de atencdo e hiperatividade e a disturbios psiquiatricos, que por terem

caracteristicas comuns dificultam o diagnéstico (Leonard et al., 2011).

1.2.5. Progndéstico

Dificuldades de compreensdo sdo mais profundas em crian¢cas com autismo e
DC, aumentando assim a necessidade de apoio na sua vida diéria e intervencdes
adaptadas ao seu nivel cognitivo, nomeadamente ao nivel da comunicacéo, de forma

a melhorar as suas capacidades nas interacdes sociais (Maljaars et al., 2012).

O progresso das neurociéncias, da neurobiologia e da genética permitiram
avancos no estudo do desenvolvimento cognitivo, afetivo e biolégico do autismo,
utilizando métodos inovadores para uma melhor detecao, diagnoéstico e eficacia dos

tratamentos (Levy et al.,2010).

A detecdo precoce permite o tratamento cada vez mais individualizado e
seguro, 0 que pode contribuir para uma melhor qualidade de vida tanto do doente
como da sua familia, por tornar o contexto onde o individuo se insere mais estavel e
com menor tensdo e stress e diminuir a probabilidade de maus tratos e/ou abuso

sexual.
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1.3. Medicina Legal

A Medicina Legal € uma especialidade médica que utiliza conhecimentos
técnico-cientificos da Medicina para o esclarecimento da Justica. E a ciéncia que se
dedica ao estudo, investigacdo e pratica clinica aplicada as questfes de direito, no

ambito penal, civil, do trabalho, administrativo e da familia e menores.

As areas das ciéncias forenses sdo: a tanatologia, a clinica médico-legal e a
psiquiatria, a toxicologia, a genética e biologia, a anatomia patolégica, a psicologia, a

criminalistica, a antropologia e a odontologia.

No ambito das suas valéncias possui uma vertente ligada a prevencdo da
violéncia, contribuindo na promocdo de estratégias de seguranca e desenvolvendo
uma melhor articulagéo transdisciplinar no interesse das vitimas. Engloba diversas
perspetivas sobre as consequéncias da violéncia, tais como: as causas, mecanismos e
tipos de lesBes, o impacto das consequéncias fisicas, psicolégicas e sociais, 0
contexto legal em que o dano resultante se integra e as intervencdes tendo em vista

gerir o impacto pessoal de uma situagéo de violéncia.

A medicina legal pode contribuir para melhorar o conhecimento acerca do
fendmeno da violéncia, como na definicdo do problema, na identificacéo dos fatores de
risco e de protecdo e na programacdao de intervencdes para prevenir ou minorar estas

situacoes.

Tem como objetivo encontrar respostas para os problemas de maus tratos e
abuso sexual tentando estabelecer linhas de orientagdo para uma abordagem
transdisciplinar destas questfes, prevenindo a vitimizagéo e treinando e sensibilizando

profissionais para trabalhar estas questdes de forma adequada.

1.3.1. Clinica Médico-Legal

A clinica médico-legal é uma das areas da medicina legal orientada para a
atividade médica pericial na pessoa viva, com o objetivo de encontrar uma prova

cientifica para esclarecimento da justica.

Os exames médico-legais mais frequentemente realizados em sede de direito

penal sdo relativos a crimes contra a integridade fisica e a crimes sexuais. Em sede do
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direito do civil sdo comuns os exames de avaliacdo do dano corporal pés-traumatico
em casos de acidentes de viagdo, bem como de agresséo e para avaliagdo do estado
de saude. Em sede do direito do trabalho os exames relacionam-se fundamentalmente

com os acidentes de trabalho.

Na clinica médico-legal a prova pericial € essencialmente médica exigindo-se
uma interdisciplinaridade e transversalidade de conhecimentos uma vez que o objeto

da pericia é a pessoa. E um ato médico ao qual se aplicam as regras da leges artis.

A metodologia do exame é comum para todos os tipos de pericia mas o seu

objetivo e conclusdes diferem com o &mbito do Direito a luz da qual ela efetuada.

1.3.2. Prova pericial

Nos termos do art.° 151° do Cddigo de Processo Penal (CPP) “a prova pericial
tem lugar quando a percecdo ou a apreciagcdo dos fatos exigirem especiais
conhecimentos técnicos, cientificos ou artisticos”. Esta apresenta-se sob a forma de
um relatério onde os peritos médicos com reconhecida competéncia descrevem 0s

resultados do exame pericial e sua interpretacao.

O relatério obedece a normas especificas e deve apresentar uma descri¢cao
clara, objetiva, pormenorizada e sistematizada das observacgdes feitas e dos dados

recolhidos durante a pericia.

A responsabilidade profissional do perito médico esta associada ao valor da
prova pericial em que “O juizo técnico, cientifico ou artistico inerente a prova pericial
presume-se subtraido a livre apreciacao do julgador.” (art.° 163° CPP) e sempre que a
opinido do julgador divergir da dos peritos constante no relatério pericial, este tem que

fundamentar essa discordancia.

A necessidade da prova pericial assenta no fato de a apreciagcdo dos
acontecimentos num processo judicial criminal se impor ao julgador ou a autoridade
judiciaria a quem cabe instruir o processo. Estes na sua funcdo de descobrir o
significado das provas ou de considerar o seu valor, para além dos conhecimentos
juridicos e da experiéncia comum, carecem de conhecimentos técnicos ou cientificos
(Magalhées et al., 2003).
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1.3.3. Direito Penal

O Direito Penal (DP) é a area do direito que determina o que é crime,
estabelece as penas e a ordem de protecdo de bens juridicos fundamentais,
indispensaveis ao livre desenvolvimento da pessoa humana e a convivéncia

comunitaria.

O DP visa proteger os bens juridicos fundamentais, tais como o patrimonio, a
vida humana, a liberdade individual. E fragmentario, ndo protegendo todos os bens,
nem da mesma forma, e subsidiario, ou seja, sO intervém em Ultima ratio e aludindo

sempre ao interesse social.

O principio da legalidade penal do Cédigo Penal (CP) (art. 1.° do CP) define
que “So6 pode ser punido criminalmente o fato descrito e declarado passivel de pena
por lei anterior a0 momento da sua pratica; A medida de seguranca sé pode ser
aplicada a estados de perigosidade cujos pressupostos estejam fixados em lei anterior
ao seu preenchimento; ndo é permitido o recurso a analogia para qualificar um fato
como crime, definir um estado de perigosidade ou determinar a pena ou medida de

seguranga que lhes corresponde”.

Desta forma o crime tem de ser uma acdo tipica, ilicita e culposa, podendo ser
definido como o comportamento humano que lesa ou p6e em perigo bens juridicos
fundamentais, ou seja, valores indispensaveis a pessoa humana para a sua

subsisténcia e a sua afirmag@o com autonomia e dignidade.

1.3.4. Ofensas aintegridade fisica e maus tratos

Os artigos que determinam o enquadramento legal da maioria dos crimes
contra a integridade fisica sdo: o art.° 143°, do CP, que define o crime contra a
integridade fisica simples e o art.° 144°, do CP, que constitui uma agravacdo na

moldura penal do artigo anterior e define o crime contra a integridade fisica grave.

O dano corporal tem consequéncias psicolégicas, morais e sociais importantes,
e mesmo na auséncia de lesbes, estas situacbes promovem o desenvolvimento de
distarbios psicolégicos e morais que devem ser valorizados. Verifica-se que o art.°

144° tem em consideracdo a no¢ao de saude definida como o “estado de completo
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bem-estar fisico, mental e social’, segundo a Carta da OMS (1947) (Magalhaes et al.,
2003).

O crime de maus tratos quando este € praticado em individuos menores, com

deficiéncia, doenca ou gravidez esta descrito no art.° 152°-A do CP.

De acordo com este artigo os maus-tratos podem ser definidos como qualquer
forma de tratamento fisico e/ou emocional, ndo acidental e inadequado, resultante de
disfuncbes e/ou caréncias nas relacdes interpessoais, num contexto de uma relacéo
de dependéncia, confianca e poder. Podendo ser comportamentos ativos, fisicos,
emocionais ou sexuais, ou passivos de omissdo ou negligéncia nos cuidados e/ou
afetos (Magalhaes, 2005).

A negligéncia é o comportamento sistematico de omisséo, relativamente aos
cuidados a ter com uma pessoa dependente, ndo lhe proporcionando a satisfacéo das
suas necessidades de cuidados bésicos de higiene, alimentagdo, seguranca,
educacdo, afeto e saude, do qual resulta um dano na sua saude e/ou
desenvolvimento, podendo ser voluntario ou involuntario. Pela forma reiterada como
geralmente acontecem, privam a vitima dos seus direitos e liberdades afetando, de
forma concreta ou potencial, a sua saude, desenvolvimento e/ou dignidade e podem
observar-se em diferentes contextos, quer inserido no ambiente familiar ou em
instituicdes (Magalhaes, 2005).

Apesar de estarem estabelecidos na lei os crimes de maus tratos e de violéncia
doméstica é muito dificil determinar a incidéncia real destes casos e a morbilidade e
mortalidade associadas, porque a maioria ocorre em meio familiar. Neste contexto as
criangcas e as mulheres sdo as principais vitimas, constituindo estas situagfes de
violéncia um grave e delicado problema social tendo uma baixa visibilidade
(Magalhaes, 2005).

A protecdo destas vitimas requer o maximo de cooperacdo, nao sé das
instituicdes publicas competentes neste ambito, como dos profissionais que com elas

trabalham, como também da populacdo em geral.

A abordagem desta problematica implica a protecdo da vitima em perigo, tendo
sempre em conta o seu melhor interesse e bem-estar, sem esquecer o respeito pelos

direitos da familia.
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E importante desenvolver estudos de investigacdo de modo a que a teoria seja
apoiada em dados cientificos, para permitir uma atuagéo fundamentada e orientada de
acordo com a realidade, com o objetivo de educar para a prevencdo e intervir na

detecdo e tratamento (Magalhdes, 2005).

1.3.5. Vitimas de maus tratos com défice cognitivo

A violéncia é transversal a todos os periodos da histéria. Os maus tratos
infantis eram préaticas correntes e estiveram presentes em todos 0s paises e culturas.
O infanticidio foi tolerado até ao final do século XVII e, em algumas culturas, criancas
frageis, prematuras, deformadas ou com DC eram consideradas ndo aptas para viver
(Verdugo & Bermejo, 1997).

As criangas com DC, com alteragBes fisicas, prematuras, gémeas, ilegitimas,
ou mesmo nascidas em familias mais desfavorecidas foram sempre ameacadas pela
violéncia, consideradas um fardo econémico e eram frequentemente tratadas com
crueldade (Verdugo & Bermejo, 1997).

A partir da década de 60 o abuso e maus tratos em criangcas comegaram a ser
considerados como um grave problema social que exigia medidas urgentes de
intervencdo. Levando a promulgacdo da lei de prote¢do de criangas e menores, e a
criacdo de instituicdes para criancas que sofriam abusos ou negligéncia (Verdugo &
Bermejo, 1997).

Os maus tratos em pessoas com DC sdo promovidos muitas vezes pela
exigéncia no seu tratamento e cuidado, implicando paciéncia por parte dos cuidadores.
A debilidade e a fragilidade do corpo destes individuos também aumentam as
consequéncias e o impacto que os maus tratos podem ter nas suas capacidades
intelectuais e psico-motoras. Verificando-se uma correlacdo positiva entre a existéncia

de DC e os maus tratos (Verdugo & Bermejo, 1997).

7

O comportamento parental nem sempre €& desadequado, havendo a
necessidade de se analisar o estado de desenvolvimento e a idade da crianca e
avaliar se as alteragfes fisicas ou de doenga se enquadram num comportamento

considerado de maus tratos ou negligéncia (Bennett et al., 2006).
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Em individuos com DC a negligéncia é a forma de maus tratos mais frequente,
nomeadamente por parte de progenitores que também sofram de algum tipo de défice
(Verdugo & Bermejo, 1997).

O diagnéstico de DC é uma experiéncia normalmente traumética para as
familias, podendo causar frustracdo nos pais em relacdo a seu filho no que diz
respeito a sua formacéo e futuro fomentando sentimentos de revolta e agressividade
(Martorell et al., 2011).

Os fatores de risco que podem levar a violéncia por parte dos progenitores e/ou
cuidadores de individuos com DC podem ser o stress e a saturacdo com 0S
tratamentos e cuidados que estes exigem, o esforco financeiro adicional e a
consequentemente diminuicdo do nivel socioeconémico familiar, bem como as

dificuldades de integragdo na comunidade (Irazabal et al., 2012).

A etiologia de comportamentos violentos por parte dos progenitores pode incluir
caracteristicas individuais e psicolégicas destes e das criangas, fatores ambienciais e
socioculturais e problemas muitas vezes associados a vitimac¢do do progenitor. Estes
individuos repetem o que vivenciaram na infancia, existindo um “ciclo de violéncia” em
que também foram vitimas de abuso e maus tratos (Bennett et al., 2006; Leonard et
al., 2011).

A diversidade de adaptacdes em familias de pessoas com DC depende nao s6
de fatores de risco, bem como do apoio social prestado e os recursos dos sistemas de
saude e de assisténcia social que contribuem para a diminui¢do da violéncia (Gerstein
et al., 2009).

As caracteristicas da crianga e dos progenitores, pessoais e familiares, o seu
bem-estar ou saude fisica e/ou psicoldgica, 0 relacionamento parental e a relagéo
progenitor/filho séo determinantes na promo¢do ou prevencdo da violéncia. Deste
modo ha pais e familias mais resilientes e bem adaptados que apresentam uma maior

conformacéo pela situacdo em que se encontra o seu filho (Gerstein et al., 2009).

A avaliagcdo dos fatores de risco e dos fatores de resiliéncia presentes em cada
caso é fundamental para o planeamento de programas de intervencéo (Bennett et al.,
2006; Gerstein et al., 2009).

Verdugo e Bermejo (1997) referem que criangas com DC ligeiro a moderado

sd0 as que possuem um maior risco de maus tratos. Um défice muito severo causa
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menor risco de maus tratos porque 0s pais ja ndo possuem expectativas dos filhos e

CoOmo possuem muitos apoios institucionais sdo mais controlados e observados.

Pessoas que para além do DC possuem défice na linguagem tém mais
dificuldade em ser detetadas como vitimas de maus tratos pois tém mais dificuldade
em se exprimir o que dificulta o relato dos maus tratos (Caylak, 2011).

A maioria dos estudos incide nos maus tratos em criangas com DC, no entanto,
ao contrario do que acontece com os individuos normais, o abuso e 0s maus tratos
nestes individuos permanecem na vida adulta, permanecendo vulneraveis a estas

situacBes (Verdugo & Bermejo, 1997).

1.3.6. Abuso sexual e crimes contra a autodeterminacéo sexual

Os crimes de natureza sexual, de acordo com o CP podem ser divididos em
dois grupos: crimes contra a liberdade sexual, usualmente quando se trata de adultos,

e crimes contra a autodeterminacdo sexual, no caso de criangas ou jovens.

Estudos efetuados em criancas e jovens revelaram que as vitimas de abusos
sexuais sdo maioritariamente do sexo feminino, com uma média de idades préxima de
nove anos, na maioria dos casos 0 abuso ocorre em meio familiar ou por pessoa
conhecida da vitima (APAV, 2012; Carvalho, 2007; Silva, 2010).

A reincidéncia dos abusos é mais elevada nos casos familiares pois a vitima
permite com menor resisténcia o abuso, este estd em alguns casos ainda associado a
violéncia fisica (APAV, 2012; Carvalho, 2007; Silva, 2010).

O abuso sexual em menores consiste no seu envolvimento em praticas que
visam a gratificacdo e satisfacdo sexual do adulto ou jovem mais velho, numa posi¢céo

de poder ou de autoridade sobre aquele (Magalhaes, 2010).

No caso dos adultos, consiste em obrigar a vitima a manter comportamentos
sexuais sem 0 seu consentimento e, portanto, contra a sua vontade, podendo ser

usada a violéncia fisica ou emocional.

As caracteristicas do abusador e/ou caracteristicas da vitima, designadamente

vulnerabilidade e perturbacdo da satude mental ou fisica, o contexto familiar, social e
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cultural potenciam o risco de se verificarem situacbes de abuso e a sua recidiva
(Gillespie et al., 2012).

1.3.7. Vitimas de abuso sexual com DC

A incidéncia de abuso sexual em individuos com DC é muito superior que na
populagdo em geral, porque tém falta de independéncia e autonomia, estando

dependentes dos seus cuidadores (Eastgate et al., 2011).

No entanto, devido as suas limitagbes e défices, estas pessoas tém
dificuldades em se expressar e relatar 0 abuso, bem como identificar o abusador e
consequentemente 0s casos sinalizados constituem uma pequena propor¢do da

realidade (Eastgate et al., 2011; Manzanero et al., 2012).

Estas situacbes também sdo agravadas porque os individuos com DC
possuem fraca educacdo sexual, estdo normalmente em isolamento social o que
promove a caréncia e aumenta a suscetibilidade ao abuso sexual (Eastgate et al.,
2011).

Os abusadores, por sua vez, preferem abusar de individuos com DC porque
estes sdo mais faceis de persuadir e pelas suas dificuldades de expressao dificiimente

0s acusariam (Eastgate et al., 2011).

Individuos com DC tém o direito de ser sexualmente ativos, no entanto a
gestao da sua sexualidade, sendo mais dificil de concretizar, deve ser acompanhada

por profissionais, que devem apoiar 0s seus pais e educadores (Nannini, 2006).

Apenas uma minoria de individuos com DC é infértil, por isso a educagéo
sexual é indispensavel, necessitando de ser individualizada para se adaptar ao seu

nivel de compreensao (Barger et al., 2009).

Ha uma maior prevaléncia reportada de abuso sexual em instituicdes do que
no seio familiar, o que reforga a ideia de que individuos com DC sdo mais suscetiveis
a tais abusos, revelando também falta de sinalizac@o destas situa¢des no seio familiar
(Magalhaes, 2010)
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.Esta demonstrado que individuos com DC sdo mais vulnerveis a abuso

sexual e 0 acompanhamento destas vitimas é essencial.

1.3.8. Agressores e Abusadores com DC:

A falta de integracdo social de individuos com DC pode levar a um
comportamento agressivo, desadequado e de indiferenca, pois estes estdo em niveis
de desenvolvimento diferentes dos verificados nos seus pares, na capacidade de
conceptualizar problemas, na escolha de estratégias, na utilizagdo do conhecimento
apreendido e na identificagdo e resposta aos estados emocionais de outras pessoas
(McKenzie et al., 2012).

Estes individuos apresentam um risco elevado para desenvolver problemas
interpessoais, sociais e disfun¢des e desadequagédo no seu comportamento social e

sexual (McKenzie et al., 2012).

Individuos abusadores com DC tém geralmente as mesmas caracteristicas que
um abusador com o desenvolvimento cognitivo normal, como relacionamento social
fraco, poucas e limitadas relacdes intimas, soliddo e baixa auto-estima. Estes devem
ser estudados de forma a antecipar o abuso e o risco de recorréncia (Keeling et al.,
2007).

Programas de identificacdo, prevencdo e intervengdo precoce no tratamento
destes casos sdo fundamentais de modo a evitar a perpetuacdo e reincidéncia de

comportamentos de abuso (Timms et al., 2002).

Para uma andlise global destes casos deve verificar-se se existe um “ciclo de
violéncia” em que os pais ou cuidadores também foram vitimas de abuso e maus
tratos na infancia. A agressividade reproduz-se, de forma transgeracional e do

agressor para a vitima, que se torna, por sua vez, agressor (Magalhaes, 2005).

Por vezes, a associacao destes individuos a atos criminosos nao é linear, pois
as pessoas com DC e disturbios do comportamento podem ser levados pelos outros a
cometer atos ilicitos por causa de sua ingenuidade social e os seus comportamentos
agressivos podem surgir de uma alteracdo as suas rotinas ou mudancas nas

circunstancias diarias (O’Brien, 2002).
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Delinquentes com DC e distirbios do comportamento sdo um grupo de
individuos com necessidades complexas, que na maioria das vezes ndo sao
sinalizados pelo sistema judicial e ndo possuem acompanhamento e tratamento
adequado. O desenvolvimento da investigacdo nesta area é fundamental para
melhorar a eficacia dos tratamentos e permitir uma reducdo na reincidéncia dos crimes

praticados por estes individuos (Barron et al., 2002).
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1.4. Citogenética, Biologia molecular e Gendmica

1.4.1. Citogenética Convencional

s

A citogenética é a area da genética que estuda os cromossomas, a sua
estrutura, fungdo e comportamento (Barch et al., 1997). Os cromossomas s&o
estruturas complexas, situadas no nucleo das células e constituidas por DNA,
proteinas, RNA e polissacéaridos. S&o classificados em fungcdo do seu tamanho,

posicao do centromero e padrdo de bandas (Rooney, 2001).

O reconhecimento da importédncia do papel dos cromossomas nas doengas
genéticas humanas impulsionou os investigadores a desenvolverem e otimizarem
técnicas de visualizacdo e de andlise dos cromossomas (Bangs & Donlon, 2005;
Rooney, 2001).

Durante a interfase, os cromossomas surgem como estruturas ultrafinas de
cromatina dispersas no nucleo (Rooney, 2001), mas quando as células estdo em
divisdo os cromossomas aparecem compactados, sendo a prometafase a melhor fase

para a sua observagdo ao microscopio (Barch et al., 1997).

Apesar das diferentes formas de compactacdo, cada cromossoma mantém a
sua estrutura e individualidade nas sucessivas divisdes celulares (Teixeira & Carreira,
2005).

A citogenética convencional estuda o genoma através da analise numérica e
estrutural de todos os cromossomas. Em metafase ou prometafase, o que implica
cultura celular para a obtencéo de células em mitose (Bangs & Donlon, 2005; Rooney,
2001).

O caridtipo ou cariograma é a ordenacdo dos cromossomas por tamanho com
22 pares de autossomas e dois cromossomas sexuais (XX para o sexo feminino e XY

para o sexo masculino) (Figura 1).
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Figura 1. Cariograma humano de um individuo do sexo masculino
(46,XY) (imagem cedida pelo LCG — FMUC).

s

A alteracdo numérica mais comum €é a aneuploidia, que consiste num
complemento cromossOmico com um cromossoma a mais — trissomia ou a menos —
monossomia (Teixeira & Carreira, 2005).

Os rearranjos cromossOmicos estruturais podem ser equilibrados, como por
exemplo translocagfes, insercdes ou inversfes, ou desequilibrados, como por
exemplo delecdes, duplicagdes, cromossomas em anel ou isocromossomas (Gardner

& Sutherland, 2003). N&o é possivel a detecdo de alteracbes com uma resolucdo
inferior a 3 — 5 Mb (Mefford, 2012; Rooney, 2001).

1.4.2. Citogenética Molecular

A citogenética molecular € uma metodologia que combina a analise
citogenética convencional com técnicas de genética molecular, um exemplo é a
metodologia de FISH (Shaffer, 1997).

Nesta técnica utiliza-se um segmento de DNA (sonda) previamente conjugado
com um fluorocromo hibridizando em regides especificas complementares de um

cromossoma em metafase, prometafase ou interfase (Figura 2) (Knoll & Lichter, 2005).
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Metodologia de FISH

Hibridizacao

Figura 2. Diagrama da metodologia de FISH (adaptado de

http://www.creative-biolabs.com/fish/tissuearray5.htm)

Ha varios tipos de sondas que diferem segundo o seu tamanho, posicdo e
objetivo. Por exemplo as sondas centroméricas sao sequéncias repetitivas de DNA e

identificam centrémeros.

As sondas de sequéncia Unica marcam especificamente um gene ou uma
regido de um dado cromossoma e sdo particularmente Uteis na identificagdo de
alteracdes estruturais desequilibradas que envolvem segmentos de tamanho inferior a

3 Mb ou associadas as sindromes de microdelecdo e de microduplicacao.

As sondas subteloméricas sdo caracteristicas de cada cromossoma e sado
utilizadas na caracterizacdo de alteracbes envolvendo regides distais dos

cromossomas.

Para avaliar as regifes dos telémeros de todos os cromossomas utilizam-se as
sondas teloméricas, que sdo sequéncias de DNA repetitivo e permitem detetar a

auséncia de telémeros como por exemplo nos cromossomas em anel.

As sondas de pintura cromossémica consistem numa mistura de varias sondas
de DNA obtidas a partir de diferentes partes de um determinado cromossoma, todas
marcadas com o mesmo fluorocromo com o qual se obtém uma pintura cromossémica.
Sao particularmente Uteis na identificacdo de cromossomas marcadores ou alteracdes

estruturais complexas.
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1.4.3. Biologia Molecular

Neste trabalho a técnica de MLPA® (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), foi a tecnologia de biologia molecular utilizada. E um método de
guantificacdo que permite estudar até 50 regides alvo numa s6 reacdo, com 5 etapas:
(I) a desnaturacéo do DNA e a hibridacdo das sondas MLPA, (Il) a reacéo de ligacao,
(Il a reacao de PCR (Polymerase Chain Reaction), (IV) a separacéo dos produtos de
amplificacéo e (V) a andlise dos resultados (Figura 3).

Metodologia de MLPA
|. Desnaturacdo de DNA

P

Il. Hibridiza¢do das sondas

Ill. Reagdo de ligacdo

] ' v /

IV. Reagao df PCR

I

V. Andlise de resultados

|
[T

|

Figura 3. Diferentes etapas da técnica MLPA ®
(adaptado de MRC-Holland, 2012).

A técnica de MLPA possui Véarios painéis de sondas que permitem o estudo
especifico de algumas regibes do genoma, nomeadamente regifes ja descritas e

associadas a sindromes de microdelecdes e microduplicacdes, bem como para as
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regides subteloméricas (Ahn et al., 2008; Jehee et al., 2011; Kriek et al., 2007; Rooms,
2004).

E utilizado para detetar alteragdo no nimero de copias, o estado de metilagcéo
das regides codificantes e promotoras, quantificar mRNA, muta¢des pontuais e SNP’s

(Single Nucleotide Polymorphism).

E uma metodologia simples, rapida e econémica uma vez que requer apenas
um termociclador e equipamento de eletroforese capilar e podem-se processar varias

amostras ao mesmo.

1.4.4. GenOmica - Cari6tipo Molecular

O conceito de cariétipo molecular através da metodologia de array Comparative
Genomic Hybridization (aCGH) alterou significativamente o diagndéstico de individuos
com DC e disturbios do comportamento. A base genética de véarias sindromes clinicas
foi descoberta por esta abordagem tendo surgido novas sindromes de microdelecao e

microduplicagéo.

Desta forma contribuiu para uma diminuicdo dos casos de etiologia
desconhecida em individuos com DC, autismo, epilepsia, e esquizofrenia, verificando-

se um aumento da taxa de detecdo destas patologias até 25% (Vissers et al., 2010b).

O aCGH é uma tecnologia que permite detetar a variacdo do numero de copias
em todo o genoma, ou seja, identifica e quantifica alteracdes na sequéncia de DNA e
define as regifes gendmicas onde estas se encontram, de uma forma rapida e com
alta resolucdo (Edelmann & Hirschhorn, 2009; Theisen, 2008).

Desta forma recorrendo a uma Unica tecnologia podem ser estudados
desequilibrios genomicos associados ao DC e disturbios de comportamento,
envolvendo segmentos de tamanho inferior a 3-5 Mb. E a técnica preferencial para o
estudo destes individuos (Jaillard et al., 2010; Jehee et al., 2011; Manolakos et al.,
2010).

Esta metodologia consiste em 5 etapas: (I) a marcacdo do DNA com

fluorocromos, (1) hibridagéo na plataforma de microarray, (lll) leitura dos sinais pelo

27



Introducéo

scanner, (IV) processamento dos dados pelo software (V) e a andlise dos resultados
(Figura 5).

Metodologia de aCGH
0 i i ' p—— I. Marcacg&o do DNA com fluorocromos
< '<]L)r/\ L II. Hibridizac@o na plataforma de microarray
ll. Leitura dos sinais pelo scanner
’..»* IV. Processamento dos dados pelo software
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Figura 5. Esquema referente ao processo da metodologia de aCGH (adaptado de
http://www.nature.com/scitable/topicpage/microarray-based-comparative-genomic-
hybridization-acgh-45432).

Com a crescente utilizacdo da tecnologia de aCGH foram identificadas novas
CNV’s (Copy Number Variations), que consistem em aneussomias de segmentos de

DNA submicroscopicos.

Estas podem ser causais dos fenoétipos estudados ou representarem um
polimorfismo no nimero de cOpias inécuo, isto é, correspondem a uma variagao
normal no genoma humano. H& algumas que influenciam a expressdo génica,
originando uma variagéo fenotipica ou uma condi¢éo patologica, seja pela interrupcéo

da leitura de genes ou pela alteragdo na dosagem génica (Knight, 2008).

Variantes raras de CNV’s sdo uma causa frequente de disturbios neuroldgicos,

como o DC e os disturbios do comportamento, no entanto estas também podem ser
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identificadas em individuos saudaveis (Bucan et al., 2009, Marshall et al., 2008; Pinto
et al., 2010).

E, portanto, crucial tanto para o diagnostico como para investigacdo ser capaz
de distinguir entre CNV’s responsaveis por doengas ou CNV’s benignas. A distincao
destas depende do uso de bases de dados adequadas que apontam dados precisos
do genotipo e descricdes fenotipicas detalhadas de individuos com DC (Hehir-Kwa,
2010; McMullan et al., 2009; Miller et al., 2010).

As bases de dados mais comummente utilizadas sdo: a DECIPHER (Database
of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources), a
ECARUCA (European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced
Chromosome Aberrations), o Ensemble e a ISCA (International Standards for

Cytogenomic Arrays).

Na DGV (Database of Genomic Variation) encontram-se descritas CNV’s que
foram observadas em individuos normais (Fan et al.,, 2007; Slavotinek, 2012). Na
maioria dos casos as CNV’s responsaveis por doencas tém uma origem de novo ou
num progenitor com um fendtipo ligeiro (Hochstenbach et al., 2011; Vissers et al.,
2010a).

A interpretacdo dos resultados de aCGH é assim um processo que exige
técnicos de analise qualificados e experientes, exigindo uma boa comunicacao entre o
laboratério e a clinica e a consulta de diversas bases de dados e dados bibliogréficos
para se poder associar os desequilibrios ao fenoétipo e avaliar o impacto das CNV’s

encontradas no genoma (Miller et al., 2010; Subramonia-lyer et al., 2007).

Os resultados das alteracdes estruturais desequilibradas detetadas por aCGH
necessitam de validacdo através de outras técnicas, bem como a andlise das
amostras dos pais para determinar a sua origem (de novo ou familiar) para assim
avaliar o significado clinico das alterac6es encontradas e ser feita a sua interpretacao
(Hills et al., 2010).

Esta metodologia tornou-se a tecnologia de primeira linha utilizada no
diagnostico e investigacdo de individuos com DC em servicos e laboratorios de
genética moderna (Koolen et al., 2009; Li & Andersson, 2009; Miller et al., 2010;
Mefford et al., 2012; Sagoo et al., 2009).
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1.4.5. Analise de fragmentos para o estudo do gene FMR1

A sindrome de X-Fragil € causada em 98% dos casos pela expansédo de uma
repeticdo do trinucledtido CGG da regido 5°'UTR do gene FMR1 localizado em Xq27.3
(Figura 4). A metilacdo dessa extenséo silencia a expressédo do gene (Hantash et al.,
2010; Hawkins et al., 2012; Jin & Warren, 2000; Kehrer-Sawatzki et al., 2006; Pandey
et al., 2004; Sherman, et al., 2005).

GENE FMRT
Cromossoma X |l M MINN

FMR1
I (RSN L NN |

Normal
Repetigoes <54 CGG

[ EXAO 1 INTRAO1
Promotor “ CcGG MR"'“
Codificante

5' CGGAGGCGGAGGCGG 37

Figura 4. Esquema representativo da localiza¢éo
e constituicdo do gene FMR1 (adaptado de
http://www.asuragen.com/ClinicalLab/Xpansionin

terpreter/Xpansioninterpreter.aspx).

Existem essencialmente quatro formas alélicas do gene FMR1, definidas de
acordo com o comprimento devido ao numero de repeticbes CGG, normal, intermédio,

pré-mutagdo e mutagdo completa.

A forma de mutacdo completa do gene consiste num numero de repeticdes
superior a 200 (Tabela 1) promovendo hipermetilacdo e silenciamento do gene, ndo se

produzindo mRNA e consequente auséncia de proteina (Sherman et al., 2005).
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Tabela 1. Correspondéncia entre as formas alélicas do gene e o numero de repeticdes do
trinucledtido CGG.

N° de repeticbes CGG Formas alélicas
6-54 Alelo Normal

41 - 54 Alelo Intermédio
55 - 200 Alelo Pré-mutado
>200 Alelo Mutado

Diferentes metodologias permitem o estudo do gene FMR1, o Southern blot e a
PCR, que se baseiam na determinagdo do numero de repeti¢cdes do trinucledtido CGG
em ambos os casos e avaliagdo do grau de metilagdo do gene, FMR1, no caso do
Southern Blot (Pandey et al., 2004).

O Southern blot foi a técnica inicialmente estabelecida para o diagndstico, no
entanto com o desenvolvimento de tecnologias de biologia molecular foram

desenvolvidos novos métodos mais acessiveis e econémicos.

O desenvolvimento da tecnologia de PCR e a descoberta da base molecular da
doenca, permitiram que atualmente a analise de fragmentos por PCR seja a técnica
preferencial no estudo deste gene, pois é mais simples, mais rapida e necessita de
pouca quantidade de DNA, estabelecendo a dimensdo correta dos alelos normais,
intermédio e pré-mutado (Tassone et al, 2008). Esta técnica baseia-se na
amplificacéo do fragmento de DNA contendo os tripletos CGG, determinando-se a sua
dimensao por eletroforese capilar.
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1.5. Objetivos do estudo

O DC é um disturbio com uma elevada prevaléncia na populagéo, com elevado
impacto na qualidade de vida da pessoa afetada, na familia e na comunidade onde o
individuo se insere, bem como na sociedade, nos sistemas de educagdo e
solidariedade social e mesmo no sistema legal. Deste modo a determinacdo da
etiologia torna-se essencial, tanto do ponto de vista familiar, econémico e social como
juridico. O desenvolvimento da genética, nas areas da citogenética, biologia molecular
e da gendmica propiciou um estudo mais aprofundado e alargado de individuos com

DC e disturbios do comportamento de causa desconhecida.

A Medicina Legal tem um papel fundamental na prevencdo da violéncia e na
promocao de estratégias de seguranca as vitimas de maus tratos e/ou abuso sexual. A
identificacdo de fatores de risco, como a presenca de DC e distiurbios do
comportamento nas possiveis vitimas ou agressores e a andlise da etiologia destas
patologias, pode contribuir para prevenir ou mesmo evitar 0 risco associado a

situacdes de violéncia e a sua reincidéncia.
Deste modo pretendeu-se neste estudo:

e |dentificar e caracterizar as alteragbes genotipicas dos individuos com
défice cognitivo e distarbios do comportamento estudados no
Laboratério de Citogenética e Gendmica (LCG) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC), nos anos 2010 e 2011.

e Estabelecer a correlacdo entre o genétipo e o fendétipo destes individuos
de modo a demonstrar a causalidade das alteragbes encontradas.

e Justificar e sustentar a importancia de exames complementares de
diagnostico genético na avaliacdo feita pelo perito médico e na
elaboracéo do relatério médico-legal, sempre que envolvam individuos
(vitimas ou agressores) com défice cognitivo e distarbios do

comportamento.
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2.1. Amostragem

Neste estudo foram incluidos 850 pacientes com DC e distarbios do
comportamento. Foram casos referidos pelas consultas de Genética Médica e de
Desenvolvimento do Hospital Pediatrico de Coimbra ao Laboratério de Citogenética e
Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra nos anos de 2010 e
2011.

Nos estudos citogenéticos, moleculares e genémicos dos 850 casos foram
realizados um total de 2012 testes. Em 572 casos foi feito o estudo do cariétipo. A
técnica de MLPA foi aplicada em 684 casos, sendo que em 416 foi usada a
combinacdo dos dois painéis de sondas para 0 estudo das regides subteloméricas
(ST) e em 268 foram utilizados os painéis de sondas especificos para o estudo das
sindromes de microdelecdo (MD). Realizou-se 0 aCGH em 340 casos e a analise de

fragmentos no estudo do gene FMRL1 foi feita em 416 casos.

Dos 850 casos, somente 15 foram estudados com recurso a todas as
metodologias. Dos 249 casos avaliados apenas por uma técnica, 87 foram estudados
por analise citogenética, em 23 foram aplicados os painéis de sondas de MLPA (13
para as regides subteloméricas e 10 para as microdele¢cbes), em 101 o estudo pelo

aCGH e em 38 foi feita a andlise de fragmentos no estudo do gene FMRL1.

A combinacdo das tecnologias no estudo de um caso foi realizada de acordo

com o descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Combinacdo de dois, trés e quatro testes aplicados por cada caso, nos 850

pacientes estudados.

N® N® . " MLPA MLPA
Combinacées | Casos Citogenetica (ST) (MD) aCGH | FMR1
2 5 = »
2 7 7 =

2 8 ~ =

2 8 vz —~

2 10 v ~

2 17 7 -
2 25 v v
2 42 v v

2 49 v =
2 51 v =

> 32 v VA
3 44 7 ~ 7

3 47 v = ~
3 52 v " =
3 53 v 7 >

3 89 v v 7

3 133 v vz =
3 143 v ~ =
3 167 v v 7

3 210 v v =
4 18 v "z ” >
4 20 7 " — =
4 32 v v 7 7
4 37 v v 7 =

4 120 v v 7 7

ST - subteloméricas; MD — microdelecdes; FMR1 — Analise de fragmentos no estudo do gene
FMRL1.
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2.2. Métodos

A andlise destes individuos foi feita com base na informag&o clinica e nos
resultados do laboratério recorrendo a técnicas de citogenética convencional,

citogenética molecular, biologia molecular e genémica.

2.2.1. Citogenética convencional

A citogenética convencional foi feita a partir de culturas sincronizadas de
linfécitos de sangue periférico, de acordo com os procedimentos de rotina do
laboratério, protocolos adaptados a partir do manual Current Protocols in Human
Genetics (Bangs & Donlon, 2005).

Os cromossomas com um padrdo de bandas GTG foram analisados com um
nivel de resolucdo de 550 a 700 bandas seguindo a nomenclatura estabelecida pelo
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (Shaffer et al.,
2009).

Em cada paciente foram analisadas 10 a 15 metafases (Figura 6) utilizando um
microscopio de Nikon Eclipse (Nikon Instruments Europe B.V., Badhoevedorp,
Holanda), acoplado com um sistema de Cytovision (Applied Imaging International Lda,

Newcastle upon Tyne, UK).

Figura 6. Metafase de um individuo do sexo feminino (46,XX)
(imagem cedida pelo LCG — FMUC).
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2.2.2.Citogenética Molecular

A técnica de FISH foi realizada em metafases a partir de culturas sincronizadas
de linfocitos de sangue periférico, de acordo com os procedimentos de rotina do
laborat6rio, com os protocolos adaptados a partir do manual Current Protocols in
Human Genetics (Knoll & Lichter, 2005) e com o recomendado pelo fabricante.

Os resultados foram analisados utilizando um microscopio de fluorescéncia
Nikon Eclipse (Nikon Instruments Europe B.V., Badhoevedorp, Holanda), acoplado
com um sistema de Cytovision (Applied Imaging International Lda, Newcastle upon
Tyne, UK) (Figura 7).

Ea{ MDS/ILS

Figura 7. Hibridizagao da sonda (SMCR e MDS/ILS) para a regido critica da
sindrome de Smith-Magenis (17p11.2), num individuo do sexo feminino que
apresenta um resultado normal, observado em cromossomas em metafase,

como em interfase (imagem cedida pelo LCG — FMUC).

37



Materiais e Métodos

Nos dois anos em que decorreu este trabalho foi aplicada a metodologia de
FISH apenas para a confirmacdo dos resultados de alteracdes citogenéticas

estruturais desequilibradas detetadas através de outra metodologia.

Foram usadas sondas de sequéncia Unica, centroméricas e subteloméricas que

marcam especificamente nas regides descriminadas na tabela 3.

Tabela 3. Sondas aplicadas para a confirmacdo dos resultados alterados utilizando a

metodologia de FISH.

Sonda Fabricante Cromossoma Regiao
RP11-178D12 BlueGnome 15 15g21.3
SMCR e MDS/ILS | Cytocell Aquarius 17 17g11.2
ToTelVysion Vysis, Abbott Molecular | Todos Subteloméricas

2.2.3. Extragcao de DNA

Para a execucdo das técnicas de MLPA e aCGH, bem como do estudo das
formas alélicas do gene FMR1 foi necessario a realizacdo da extracdo do DNA

gendmico a partir de linfécitos de sangue periférico.

Esta foi realizada por um método de extragdo em colunas (Jetquick DNA Midi
Spin kit — Genomed, Alemanha) em concordancia com o protocolo recomendado pelo

fabricante.

O DNA extraido foi quantificado e determinado o seu grau de pureza utilizando
um espectrofotbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, USA). Para garantia de
resultados fidedignos foi necesséario assegurar que as amostras de DNA tivessem uma
concentragcdo minima de 40 ng/pl e um grau de pureza entre 1.8 e 2.0, dado pelo
quociente de absorvancia entre 260 a 280 nm, de acordo com o recomendado pelo

fabricante (www.nanodrop.com).
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2.2.4. Biologia Molecular

O MLPA é um método que deteta altera¢cdes no numeros de copias em mais de
45 regides especificas em uma Unica reacdo de PCR, utilizando um Unico par de

primers, necessitando apenas de 20ng de DNA gendmico.

Para cada reacdo de MLPA utilizaram-se trés controlos, amostras de DNA
normais para as regides estudadas e representativas da populacdo saudavel. Aplicou-
se também um controlo negativo, onde se adiciona agua (Nuclease Free Water) em

vez de DNA, para excluir possiveis contaminacdes nas reacoes.

A reacdo MLPA realizada num termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) iniciou-se com a desnaturacdo do DNA. Apds a hibridacdo das
sondas de MLPA na sequéncia de DNA alvo, os oligonucleétidos da sonda séo
enzimaticamente ligados, realizando-se a reagédo de ligacdo. Os produtos, da reacao

de ligacéo, sdo amplificados numa reacéo de PCR.

A separacgdo dos produtos de amplificacéo foi feita por eletroforese capilar num
sequenciador ABI PRISM TM 3130 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Os
resultados sao observados atravées do software GeneMapper v4.1 (Applied
Biosystems, Foster City, USA), e a sua analise foi feita através do software Coffalyser
9.4 (MRC-Holland, Amsterdao, Holanda).

Este compara a quantidade relativa dos produtos de amplificagdo da sonda do
paciente com uma amostra de DNA de referéncia, refletindo o nimero de cépias alvo.
Sempre que o valor para o nimero de cépias foi inferior a 0,7 foi interpretado como

perda e valores superiores a 1,3 foram interpretados como ganho (Figura 8).
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PPIL2 probe 07529-L04870 22q11.21 130 22-020.4 PPIL2 21
IL17RA probe 01082-L15012 229111 335 22-016.0IL17RA 1
SLC25A18 probe 05457-L07613 22q11.1 142 22-016.4 SLC25A18 2
BID probe 01767-L07389 22q11.21 357 22-016.6 BID 3
MICALS probe 05458-L04861 22q11.21 178 22-016.7 MICAL3 4
USP18 probe 07528-L04863 22q11.21 226 22-017.0 USP18 5
CLTCL1 probe 05462-L05809 22q11.21 191 22-017.6 CLTCL1 6
HIRA probe 01214-L02328 22q11.21 160 22-017.7 HIRA 7
CDC45L probe 05463-L05808 22911.21 465 22-017.7 CDC45L 8
CLDNS probe 01218-L06270 22q11.21 196 22-017.9 CLDN5S 9
GP1BB probe 05464-L10114 22911.21 208 22-018.1 GP1BB 10
TBX1 probe 05408-L07614 22q11.21 172 22-018.1 TBX1 il
TBX1 probe 10810-L14347 22q11.21 245 22-018.1 TBX1 12
TXNRD2 probe 01223-L05814 22q11.21 238 22-018.3 TXNRD2 13
DGCRS probe 08475-L08486 22q11.21 148 22-018.5 DGCRS 14
ZNF74 probe 05927-L07385 22q11.21 202 22-019.1 ZNF74 15
KLHL22 probe 01227-L05815 22q11.21 283 22-019.2 KLHL22 16
MED15 probe 01231-L15877 22911.21 316 22-019.2 MED15 17
SNAP29 probe 01235-L00773 22q11.21 373 22-019.6 SNAP29 18
LZTR1 probe 01521-L00951 22q11.21 418 22-019.7LZTR1 19
HIC2 probe 13302-L15009 22q11.21 308 22-020.1 HIC2 20
TOP3B probe 13299-L14649 22q11.22 292 22-020.7 TOP3B 22
RTDR1 probe 08484-L05139 22q11.23 261 22-021.8 RTDR1 23
GNAZ probe 08478-L17067 22q11.23 215 22-021.8 GNAZ 24
RTDR1 probe 08479-L08490 22q11.23 454 22-021.8 RTDR1 25
RAB36 probe 05932-L04872 22q11.23 342 22-021.8 RAB36 26
SMARCB1 probe 05928-L07969 22911.23 220 22-022.5 SMARCB1 27
SMARCB1 probe 05933-L05812 22q11.23 400 22-022.5 SMARCB1 28
SNRPD3 probe 08481-L08492 22q11.23 166 22-023.3 SNPRD3 29
Reference probe 01217-L00634 04935 184 c 30
Reference probe 01243-L07392 08p23.1 472 c 34
Reference probe 05058-L07382 09g34.3 154 c 35
Reference probe 05059-L07380 09q34.3 136 c 36
Reference probe 08480-L15878 10p12.31 487 c 37
Reference probe 01232-L17068 10p14 350 c 38
Reference probe 01238-L07390 17p13.3 409 c 43
Reference probe 01093-L00661 22q13 445 [ 47

Figura 8. (A) Eletroferograma de resultados normais através da aplicacdo da
técnica de MLPA utilizando o painel de sondas para a regido critica 229q11.2 (salsa
MLPA: P250-B1); (B) Analise dos resultados normais através do software Coffalyser
9.4. (imagens cedidas pelo LCG — FMUC).
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Neste trabalho foram utilizados os painéis de sondas que estudam a maioria
dos rearranjos desequilibrados nas regifes descritas como causadoras de DC e
disturbios do comportamento, salsa MLPA: P245-A2, P250-B1, P343-C1, ME028-B1,
P036-E1 e P070-B2 (MRC-Holland, Amsterdao, Holanda) (Tabela 4 e 5).

A salsa MLPA: P245-A2 inclui sondas especificas para regides associadas a

sindromes de microdelecao relacionadas com DC e autismo (Tabela 4).

Tabela 4. Sindromes de microdelecdo detetadas por MLPA (painel de sondas P245-A2,
adaptado MRC-Holland, Amsterdao, Holanda).

Sindromes de microdelecdo detetadas com a salsa MLPA - P245-A2:

Sindrome de delecado 1p36

Sindrome de Microdelegdo 2p16

Sindrome de Microdele¢céo 3929

Sindrome de Microdeleg&o 9922.3

Sindrome de delecéo 15qg24

Sindrome de Microdelegdo 17921

Sindrome de Phelan-McDermid, 22q13

Sindrome de Cri du Chat, 5p15

Sindrome de DiGeorge, 22q11

Sindrome de DiGeorge regido 2, 10p15

Sindrome de Langer-Giedion, 8q

Sindrome de Miller-Dieker, 17p

Sindrome de Microdele¢do NF1, 17q11.2

Sindrome de Prader-Willi / Angelman, 15911.2

Sindrome de duplicacdo do gene MECP2, Xq28

Sindrome de Rubinstein-Taybi, 16p13.3

Sindrome de Smith-Magenis, 17p11.2

Sindrome de Sotos, 5935.3

Sindrome de WAGR , 11p13

Sindrome de Williams, 7q11.23

Sindrome de Wolf-Hirschhorn 4p16.3
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A salsa MLPA: P250-B1 é especifica para o estudo das sindromes de

DiGeorge, VeloCardioFacial e de Cat Eye, contendo sondas para a regido critica

220911.2 (Tabela 5).

A salsa MLPA: P343-C1 contém sondas especificas para regides associadas a
autismo, a regido 15911913 (UBE3A, GABRB3), a regido da microdelecdo 15q13
(CHRNATY), aregido 16pll e a regido 22913 (SHANK3) (Tabela 5).

A salsa MLPA: ME028-B1 ¢ especifica para o estudo das sindromes de Prader-

Willi e Angelman, contendo sondas para a regido 15q11.2 (Tabela 5).

Para a andlise das regides subteloméricas foram utilizados dois painéis de
sondas em simultdneo P036-E1 e P070-B2 (Tabela 5).

Tabela 5. Regides estudadas pelos painéis de sondas P250-B1, P343-C1, ME028-B1, P036-
El e P070-B2, utilizados neste trabalho.

Painel de sondas

Regido estudada

P250-B1 22q11.2
P343-C1 15q11q13; 15q13; 16p11; 22913
ME028-B1 15q11.2

P036-E1 e PO70-B2

Regides subteloméricas de todos 0os cromossomas

2.2.5. GenO6mica - Cariotipo Molecular

Para o estudo de aCGH o DNA gendémico de cada paciente foi hibridizado em

loop/trio, em que se cruzam 3 pacientes com fendtipos distintos entre si.

Apds a preparacdo do DNA procede-se ao labeling utilizando o Agilent

Genomic DNA enzymatic labeling kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) de

acordo com as recomendacdes do fabricante.
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Nas amostras analisadas, neste estudo, foram utilizados dois tipos de formatos
de microarray Agilent SurePrint G3 Human Genome microarray (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), Agilent SurePrint G3 Human Genome microarray 60 K, um
microarray de oligonucleétidos contendo aproximadamente 60 000 sondas de 60 bp
com um espacamento médio de 54 Kb e Agilent SurePrint G3 Human Genome
microarray 180 K um microarray de oligonucledtidos contendo aproximadamente 180

000 sondas de 60 bp com um espacamento médio entre sondas de 17 Kb (Figura 9).

180K ‘EDK ‘B[]K

400K : .

180K ‘EDK ‘B[]K

1 Million ) -
180K ‘sm( ‘BUK

400K ) i I

180K ‘sm( ‘BUK

|'|||||!glw||||" :'""Eg'l.'!ﬂ""t |'."""QEIL'§"": _'||||||a|g|'|.|'|l|||||"|
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Figura 9. Exemplos de formatos Agilent SurePrint G3 Human
Genome microarray (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), correspondendo as duas ultimas laminas, 180Kb e 60Kb,
aos formatos utilizados neste estudo (adaptado de

http://www.Incbio.com/agilent/microarray_1_2.asp).

Apés a hibridacdo, a plataforma de oligoarray foi digitalizada no Agilent
Microarray Scanner System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) e os
resultados processados com o software Feature Extraction (v10.7) e analisados no
Agilent Genomic Workbench (v6.0), com as seguintes configuragbes: ADM2 como
algoritmo de alteracdo, com o desvio padréo de 6.0 e com a média de 2 Mb (Figura
10) (Ferreira et al., 2012).
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Figura 10. Andlise do cromossoma 13 sem alteracdes cromossémicas desequilibradas,
originando um resultado normal obtido pela metodologia de aCGH (imagem cedida pelo LCG —

FMUC).

A validacdo dos resultados das alteragcbes estruturais desequilibradas
detetadas por aCGH e a analise das amostras dos pais para determinar a origem e
avaliar o significado clinico da alteracdo foram realizadas através das técnicas de

citogenética convencional, FISH e/ou MLPA.

2.2.6. Analise de fragmentos no estudo do gene FMR1

A determinacédo do numero de repetices do trinucle6tido CGG do gene FMR1
foi feita pela analise de fragmentos, sendo esta a técnica preferencial para o estudo
deste gene pois € um método rapido, que necessita de pouca quantidade de DNA e

estabelece a dimenséo correta dos alelos normais, intermédio e pré-mutado.

O DNA gendmico foi amplificado por uma reacdo de PCR realizada num
termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems, Foster City, USA), utilizando um par de
primers especifico para o gene FMRL1 (Fu et al, 1991).
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A andlise dos fragmentos de DNA foi feita com o software GeneScan num
sequenciador ABI PRISM TM 3130 (Applied Biosystems, Foster City, USA), para
determinar a sua dimensdo e o numero de repeticbes do trinucledtido CGG como
observado na Figura 11. O tamanho dos fragmentos foi determinado por comparacao
com o padrao de peso molecular ROX 500 (Applied Biosystems, Foster City, USA).
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Figura 11. Resultado de andlise do gene FMRL1 pela técnica de PCR de uma mulher com 2
alelos normais com 20 e 30 repeticbes CGG (imagem cedida pelo LCG — FMUC).

De forma a esclarecer os resultados obtidos pela analise de fragmentos da
PCR, quando nao se verifica amplificacdo nas amostras do sexo masculino ou quando
se obtém apenas um fragmento em amostras do sexo feminino, utiliza-se a técnica de
AmplideX ® FMR1 PCR (Asuragen, Inc., Austin, USA), que se baseia num Triplet
Repeat Primed PCR (Warner et al., 1996), de acordo com o recomendado pelo
fabricante (Hawkins et al., 2011).

O PCR convencional ndo tem capacidade de amplificar mutagcbes nem pré-
mutacbes de grande dimensdo, apenas detetaveis pela técnica de Triplet Repeat
Primed PCR, permitindo assim analisar homens com mutagdo completa e distinguir

entre mulheres homozig6ticas normais e mulheres com mutacédo completa.
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Resultados

3.1. Caracterizacdo da amostra

Em 850 casos foi realizado o estudo citogenético, molecular e/ou genémico,
sendo que a maior parte dos individuos tem DC (83,8%) e os restantes autismo.
Alguns destes pacientes apresentam em simultaneo outros défices e disturbios do
comportamento, bem como dismorfismos em cerca de 32% dos casos, baixa estatura
em 4,6%, epilepsia em cerca de 4%, défice de atencéo e hiperatividade em 1,2%,
surdez em cerca de 1%, estrabismo e cardiopatia em 0,35% e ataxia em 0,24% dos

casos.

A média de idades foi de aproximadamente 9 anos, com uma frequéncia
elevada no grupo de idades dos 0 aos 15 anos. O individuo estudado mais novo tem 4

dias e 0 mais velho tem 67 anos (Figura 12).

Na amostra estudada had uma frequéncia maior de individuos do sexo
masculino (63,4%) do que do sexo feminino (36,6%). Se a propor¢do nos individuos
com DC entre 0 sexo masculino (49,72%) e o sexo feminino (34,05%) foi de 1,5:1, no
grupo que apresenta autismo a propor¢ao entre o sexo masculino (13,64%) e o sexo
feminino (2,7%) foi de 5:1.
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Figura 12. Distribuicdo por sexo e idade (em anos) dos 850 pacientes da amostra do estudo.
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3.2. Descricédo de resultados de acordo com as metodologias utilizadas

Dos 850 pacientes incluidos neste estudo em 572 foi efetuada a andlise
citogenética, em 684 foi aplicado o MLPA, 340 foram estudados pela metodologia de
aCGH e em 416 foi realizada a andlise de fragmentos no estudo do gene FMR1
(Tabela 6).

As metodologias utilizadas no ambito deste trabalho detetaram alteracbes
cromossomicas em 133 casos (15,7%). Destes 10 foram identificados pela andlise
citogenética convencional, 19 pela técnica de MLPA, 99 pela metodologia de aCGH e

5 pela andlise de fragmentos no estudo do gene FMR1 (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo das alteracdes cromossémicas e gendémicas encontradas pelas

metodologias utilizadas neste estudo.

Metodologia | N°casos que N° de casos Taxa de detecédo

apresentam alteracfes | estudado

Citogenética | 10 572 1,8%
Convencional

MLPA 19 684 2,8%
aCGH 99 340 29,2%
Analise de 5 416 1,2%
fragmentos

no estudo do
gene FMR1

Nos 133 casos foram detetadas trés alteragbes numéricas (Tabela 7),
envolvendo 0s cromossomas sexuais. Em quatro casos foram observadas rearranjos

cromossomicos equilibrados, sendo todas translocacdes (Tabela 7).

Nos restantes 126 pacientes foram encontradas alteracdes cromossomicas
desequilibradas, dele¢cbes e duplicagbes (Figura 13). Em 27 casos observou-se mais

do que uma alteracéo.
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Pelo estudo citogenético, molecular e gendmico realizados nestes 126 casos
foi possivel identificar 151 alterac6es cromossémicas desequilibradas, 73 delecdes e
78 duplicac¢bes (Figura 13).
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Figura 13. Distribuicdo das alteragbes cromossOmicas desequilibradas encontradas
nos pacientes envolvidos neste estudo (delecbes a vermelho, do lado esquerdo e

duplicacdes a azul, do lado direito).
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3.2.1. Citogenética Convencional

A andlise citogenética, realizada em 10 a 15 metafases com um padréo de 550
a 700 bandas GTG, foi efetuada em 572 amostras e permitiu a dete¢cdo de 10

alteracGes cromossémicas (Tabela 7).

As idades dos 10 pacientes que apresentaram resultados alterados situam-se
entre os 3 e os 35 anos de idade, quatro deles sdo do sexo masculino e seis sao do

sexo feminino.

Em oito casos o quadro clinico observado foi o DC, dois deles também

apresentavam dismorfismos e noutros dois o fenétipo manifestado era de autismo.

As trés alteracdes numéricas, detetadas pelo estudo citogenético, envolvem o
namero dos cromossomas sexuais. Dois casos (1 e 2 — Tabela 7) estdo associados a
sindrome de Klinefelter (47,XXY). O terceiro caso (3 — Tabela 7) é uma variante da
sindrome de Turner. E uma situacdo de mosaico com duas linhas celulares em que,
na maioritaria o cariotipo € compativel com a sindrome de Turner (45,X) e na outra

esta presente um cromossoma marcador (Figura 14 — A).

Os quatro rearranjos equilibrados estudados foram translocacdes (casos 4 a 7
— Tabela 7), em que uma delas era de novo, uma vez que o estudo citogenético dos
progenitores foi normal. Nas outras duas uma é de origem materna e outra de origem
paterna, sendo ambas idénticas as alteracdes observadas nos pais. E houve outra em
que nao foi possivel realizar o estudo dos progenitores, desconhecendo-se portanto a

origem desta alteracado (Tabela 7).

Os dois rearranjos estruturais desequilibrados identificados pela citogenética
convencional foram um mosaico do cromossoma 21 (caso 8 — Tabela 7) em anel
(Figura 15 — A) e uma duplicacdo em 9¢q13g21 (caso 9 — Tabela 7) de origem paterna
(Figura 16 — A).

Trés dos casos foram melhor caracterizados pela técnica de FISH, uma vez
gue se tratavam de duas situacdes de cromossomas marcadores (casos 3 e 8 —
Tabela 7) e uma em que se verificava um aumento significativo de uma banda do
cromossoma 21 (caso 10 — Tabela 7), em que era necessario averiguar qual a origem
do material adicional, se era uma duplicacdo parcial deste ou se era material de outro

cromossoma (Figura 17).
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Tabela 7. Alteragdes encontradas pela analise de citogenética convencional em 572 pacientes.

N° Idade | Sexo | Fendtipo Alteracao
1 3 M DC 47 ,XXY
2 6 M DC 47, XXY
3 35 F DC mos45,X[47]/46,X+mar[3].ish der(X)(DXZI++)
DC+
4 8 F 46,XX,1(4;8)(g31.2;p23.2)dn
Dismorfismos
5 7 F Autismo 46,XX,t(13;15)(q22;926.1)
6 10 F DC 46,XX,1(4;17)(g31.1;923.3)mat
7 10 M DC 46,XY,1(3;11)(p13;q14.2)pat
mos46,XX,r(21)(p11.2;922.3).ishr(21)(p11.2;q
DC+
8 12 F 22.3)(D21S1575,DSCR+,D1321/D2121+)[39]/4
Dismorfismos
6,XX,dup r(21)[1]dn
9 11 M Autismo 46,XY,dup9(gql3g21)pat
46,XX,der(21).ish (21;4)(921;913.1g13.3).arr
10 8 F DC

4q13.1q13.3(62,818,354-71,447,607)x3mat

M — masculino; F — feminino; DC — défice cognitivo; dn — de novo; pat — de origem paterna; mat

— de origem materna; mos — mosaico; dup — duplicacdo; t — translocacdo; r — anel; der —

derivativo.
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No caso 3 (Tabela 7) a analise das metafases revelou um mosaico com duas
linhas celulares: mos 45,X[47]/46,X,+mar[3].ish der(X)(DXZ1++). Em trés metafases
observou-se um cromossoma marcador (Figura 14 — A). A técnica de FISH
demonstrou que o marcador tinha origem no cromossoma X e era dicéntrico (Figura 14
- B).
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Figura 14. (A) Cariograma de uma mulher com cromossoma marcador;
(B) Hibridizacdo do cromossoma marcador pela sonda centromérica
(DXZ1), revelando a sua origem no cromossoma X (imagens cedidas pelo
LCG - FMUC).
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No estudo do cariétipo do caso 8 (Tabela 7) observou-se, nas metafases
analisadas, um cromossoma 21 normal e o outro em anel (Figura 15 — A). Numa das
metafases identificou-se um anel duplicado, o que esta associado a instabilidade do
rearranjo envolvido. A técnica de FISH revelou uma delecdo para a regido
subtelomérica 21qter (D21S1575-) (Figura 15 — B e C). E um rearranjo desequilibrado
de novo, uma vez que nenhum dos progenitores € portador, com uma monossomia da

regido terminal do cromossoma 21.
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Figura 15. (A) Cariograma de um individuo do sexo feminino com um anel do
cromossoma 21; (B) Hibridizagdo da mistura de sondas subteloméricas para os
cromossomas 4 e 21, identificando uma dele¢cdo na regido terminal do
cromossoma 21 em anel (imagens cedidas pelo LCG — FMUC); (C) Idiograma
do cromossoma 21 com localizagédo da delegao caraterizada pela citogenética

molecular.
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O estudo citogenético do caso 9 (Tabela 7) identificou uma trissomia parcial do
braco longo do cromossoma 9, em 9913921 (Figura 16 — A e B) e averiguou que o
material duplicado envolve regifes codificantes e ndo corresponde a um aumento da
regido polimorfica deste cromossoma, estando localizado logo abaixo dessa regido.
Trata-se de uma alteracao de origem paterna idéntica a do progenitor, cujo fenétipo se

desconhece.

Figura 16. (A) Cariograma de individuo do sexo masculino com uma duplicacdo de
origem paterna do braco longo do cromossoma 9 (imagem cedida pelo LCG —

FMUC); (B) Ideograma do cromossoma 9 com localiza¢do da regido duplicada.

No caso 10 (Tabela 7) a observacdo das metafases, com um padrdo de 700
bandas GTG, sugeriu uma duplicacdo do braco longo do cromossoma 21 pela

presenca de material adicional em 21921 (Figura 17 — A).

A andlise por aCGH néo revelou qualquer alteracdo no cromossoma 21. No
entanto demonstrou que a regido do braco longo do cromossoma 4 (entre as posicoes
nucleotidicas 62,818,354 e 71,447,607) apresentava material duplicado numa

extensdo de aproximadamente 8.6 Mb, envolvendo 47 genes (Figura 17 — B).
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Esta insercao foi confirmada recorrendo a técnica de FISH, verificando-se que

a alteracdo observada na citogenética corresponde a uma insercdo de material do

cromossoma 4(q13.1q13.3) no cromossoma 21(g21).

O estudo dos progenitores revelou que esta alteracdo € de origem materna, em
gue a mée possui a mesma alteracdo desequilibrada e o fenétipo de DC.
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Figura 17. (A) Cariograma de um individuo do sexo feminino portador de uma insergdo parcial
do brago longo do cromossoma 4(gq13.1q13.3) no braco longo do cromossoma 21(g21)

(imagem cedida pelo LCG — FMUC); (B) Ideograma do cromossoma 4 com localizacdo da
duplicacéo caraterizada pela aCGH.

Dos 552 casos com o resultado do cariétipo normal, em 197 casos foi feito o
estudo das regides criticas associadas a sindromes de microdelecdes, pela técnica de
MLPA, permitindo a identificacdo de duas microdelecdes (Tabela 8).

Nestes casos (552) também foram estudadas as regifes subteloméricas pelo

MLPA onde se verificaram cinco alteracdes submicroscopicas desequilibradas, duas
microdelecdes e trés microduplicacbes (Tabela 8).
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Dos 552 pacientes que obtiveram resultado normal pelo estudo citogenético

analisaram-se 168 pela metodologia de aCGH, destes em 53 observaram-se

rearranjos submicroscopicos desequilibrados (Tabela 8).

Também foi realizada a andlise de fragmentos do gene FMR1, em 281 destes

casos (552), que demonstrou a presenca de duas muta¢gdes completas (Tabela 8).

A aplicacdo das metodologias (MLPA, aCGH e analise de fragmentos do gene

FMR1) aos pacientes com cariétipo normal (552) identificou 63 alteractes

submicroscopicas desequilibradas, aumentado a taxa de detecdo em 11,2%.

Tabela 8. Casos com alteracdes detetadas pelas técnicas de MLPA, aCGH e andlise de

fragmentos no estudo dos 552 pacientes com cariétipo normal.

Técnicas aplicadas

N° de casos

N° de casos com

Percentagem de

com alteragdo | cariotipo normal | alteragfes
MLPA (MD) 2 197 1%
MLPA (ST) 5 320 1,6%
aCGH 53 168 31,5%
Analise de fragmentos
no estudo do gene 2 281 0,7%
FMR1
N° total de casos

62 552 11,2%

estudados
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3.2.2. Biologia Molecular

Dos 684 pacientes estudados pela técnica de MLPA, em que foi realizado o
estudo das regides criticas associadas a variadas sindromes foram utilizados os
painéis de sondas P245-A2 (sindromes de microdele¢cdes/microduplicagdes), P250-B1
(regido critica 22g11.2), P343-C1 (regibes criticas associadas a autismo) e ME028-B1
(regido critica 15q11.2) e pela analise das regides subteloméricas (painéis de sondas
P036-E1 e P070-B2), em 19 casos verificaram-se alteracdes submicroscépicas

desequilibradas (Tabela 9).

O painel de sondas que estuda as regides criticas associadas a sindromes de
microdelecao/microduplicacdo (P245-A2) foi aplicado em 140 pacientes e identificou

duas microduplicacdes (Tabela 9).

Obteve-se uma microdelecdo pelo painel de sondas que estuda a regiéo critica
22q11.2 (P250-B1) nos 61 pacientes estudados (Tabela 9).

O estudo em 125 pacientes feito através do painel de sondas que analisa as
regides criticas associadas a autismo (P343-C1) revelou dois casos com microdelecao
(Tabela 9).

Em 92 pacientes foi aplicado o painel de sondas que identifica alteracbes na
regido critica 15q11.2 (ME028-B1), no entanto ndo se obtiveram resultados alterados
(Tabela 9). Este painel foi bastante usado na confirmacdo de alteracdes obtidas pela

metodologia de aCGH (secgéo 3.2.3).

Pela aplicacdo dos painéis de sondas especificos para as regibes sub-
teloméricas (P036-E1 e P070-B2) foram reveladas 16 alteracdes submicroscopicas, 8
microdelecdes e 8 microduplicagbes nas regifes terminais dos cromossomas, em 14

dos 416 pacientes estudados (Tabela 9 e 10).

A aplicacdo dos diferentes painéis de sondas nos pacientes estudados (684)
esta de acordo com a indicacao clinica. Verificando-se em alguns casos que o estudo
realizado foi feito em mais do que um painel de sondas. Ap6s um resultado normal a
aplicacdo de outro painel de sondas dependia do quadro clinico apresentado pelo

doente.

57



Resultados

Tabela 9. Casos com alteragdes detetadas pela técnica de MLPA no estudo dos 684 pacientes.

Percentagem de

N° casos N° de casos
Painel de sondas casos com

estudados com alteracdes

Alteracdes

P245-A2

140 2 1,4%
(Microdelecdes)
P250-B1 (22q11.2) 61 1 1,6%
P343-C1 (Autismo) 125 2 1,6%
MEO028-B1 (15q11.2) 92 0 0%
P036-E1; PO70-B2
(Regibes 416 14 3,37%

subteloméricas)

Enquanto que pela aplicagdo dos painéis de sondas, relativos ao estudo das

regides criticas associadas a sindromes de microdele¢des, estes so identificaram uma

alteracdo por paciente, no que diz respeito ao estudo das regides subteloméricas

verificaram-se dois casos com duas alteragbes diferentes: num deles uma

microdelecdo em 4qter

e uma microduplicacdo em 16qgter; e noutro duas

microduplicagfes, uma em 15qter e outra em 21qter (Tabela 10 e 13).

Tabela 10. AlteragBes submicroscépicas desequilibradas nos 14 casos detetados no estudo
das regides subteloméricas pela técnica de MLPA (P036-E1; P070-B2).

Tipo de alteracédo

N° de alteracdes

N° de casos alterados

Microdelecbes 8 7
Microduplicagdes 8 7
Total 16 14
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O painel de sondas que estuda as regides criticas associadas a sindromes de
microdelecao/microduplicacdo (P245-A2) detetou duas duplicacbes no braco longo do
cromossoma 22 em dois pacientes do sexo masculino, com o quadro clinico de

autismo (Tabela 9 e 11):

- Uma duplicacdo de origem materna em 22q13.33, envolvendo trés genes
(SHANKS, ACR, RABL2B), numa criangca com 4 anos de idade.

- Uma duplicacdo em 22q11.2, envolvendo um gene (SNAP29), numa crianca
com 11 anos de idade (Figura 18). Neste caso ndo foi possivel o estudo dos

progenitores, desconhecendo-se a origem desta alteracao.

RESULTS P245-A2 MLPA probemix lot 0209, 1008.txt

P245-A2 MLPA probemix lot 0209, 1008.txt sample name SM258-2010
Gene Chr pos | Length (nt) MV36 Recommended Order  [Ratio
CLDN5 Probe 12180L06270 22911 196 22-017.9 CLDN5 41
GP1BB Probe 54640L07615 | 22q11.21| 208 22-018.1 GP1BB 42
SNAP29 Probe 12350L00773  [22q11.21] 373 22-019.6 SNAP29 43
SHANKS Probe 10181-L11409  |22q13.33| 253 22-049.5 SHANK3 44
SHANKS Probe 101820L11174 |22q13.33| 382 22.049.5 SHANK3 44

Figura 18. Andlise dos resultados do estudo por MLPA, através do painel de sondas P245-A2,

num paciente com uma duplicagdo de um gene (SNAP29) em 22q11.2.

Para confirmar as alteragcdes submicroscopicas desequilibradas encontradas
pela metodologia de aCGH (seccédo 3.2.3), este painel de sondas (P245-A2) também

foi aplicado em dois pacientes.

Tabela 11. AlteragBes cromossOmicas desequilibradas detetadas pelo painel de sondas as

regides criticas associadas a sindromes de microdelecdo/microduplicacdo (P245-A2).

N° | Idade | Sexo | Fendtipo | Alteragdo | Cromossoma, Regido Origem

1 (4 M Autismo | Duplicacdo | 22q13.33 Materna

2 |11 M Autismo | Duplicacdo | 22q11.2 Desconhecida

M — masculino; F — feminino.
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Através do painel de sondas para a regido critica 22q11.2 (P250-B1) (Tabela 9)
foi possivel detetar uma delecao de novo no brago longo do cromossoma 22, em
220911.21, envolvendo 13 genes (CLTCL1, HIRA, CDC45L, CLDN5, GP1BB, TBX1,
TXNRD2, DGCRS8, ZNF74, KLHL22, MED15P, SNAP29, LZTR1) numa mulher de 27

anos, com o quadro clinico de DC, dismorfismos e epilepsia (Figura 19).

250-A1_MLPA_probemix_lot_0509, 1208, 0408 .txt

\1_MLPA_probemix_lot 0509, 1208, 0408.txt sample name SM406_10
Gene Chr pos | Length (nt) MV36 Recommended Order| Ratio

USP18 probe 7528-L04863 22q11.21 226 22-017.0 USP18 5
CLTCL1 probe 5462-L05809 22q11.21 180 22-017.6 CLTCL1 6 LOH (0.53)
HIRA probe 1214-L02328 22q11.21 160 22-017.7 HIRA 7 LOH (0.54)
CDC45L probe 5463-L05808 22q11.21 463 22-017.9 CDC45L 8 LOH (0.47)
CLDNS5 probe 1218-L06270 22q11.21 196 22-017.9 CLDN5 9 LOH (0.56)
GP1BB probe 5464-L10114 22q11.21 208 22-018.1 GP1BB 10 LOH (0.48)
TBX1 probe 5408-L07614 22q11.21 172 22-018.1 TBX1 11 LOH (0.53)
TBX1 probe 7054-L06663 22q11.21 301 22-018.1 TBX1 12 LOH (0.55)
TXNRD2 probe 1223-L05814 22q11.21 238 22-018.3 TXNRD2 13 LOH (0.58)
DGCR8 probe 8475-L08486 22q11.21 148 22-018.5 DGCR8 14 LOH (0.58)
ZNF74 probe 5927-L07395 22q11.21 202 22-019.1 ZNF74 15 LOH (0.53)
KLHL22 probe 1227-L05815 22q11.21 283 22-019.2 KLHL22 16 LOH (0.56)
MED15P probe 1231-L05816 22q11.21 319 22-018.6 MED15P 17 LOH (0.56)
SNAP2S probe 1235-L00773 22q11.21 373 22-019.6 SNAP29 18 LOH (0.48)
LZTR1 probe 1521-L00951 22q11.21 418 22-019.7 LZTR1 18 LOH (0.52)

HIC2 probe 5931-L04869 22911.21 310 22-020.1 HIC2 20

Figura 19. Andlise dos resultados do estudo por MLPA, através do painel de sondas P250-B1,

num paciente com uma delecdo de novo em 22g11.21, envolvendo 13 genes.

Este painel de sondas (P250-B1) foi também utilizado para obter a confirmacéo
das alteragbes cromossomicas desequilibradas analisadas pela técnica de aCGH

(seccéo 3.2.3) em trés pacientes com o quadro clinico de DC e dismorfismos.

Com a aplicagdo do painel de sondas que analisa as regides criticas
associadas a autismo (P343-C1) no DNA de dois pacientes do sexo masculino com o

quadro clinico de autismo detetaram-se (Tabela 9 e 12):

- Uma delecdo de origem paterna no brago longo do cromossoma 15 em
15913.2-q13.3, envolvendo quatro genes (MTMR15, TRPM1, KLF13, CHRNA7), num

paciente com 14 anos de idade (Figura 20).
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RESULTS P343-B1_MLPA probemix_lot 0109.txt

P343-B1_MLPA probemix lot 0109.txt sample name SM367-2010_P343
Gene Chr pos Length (nt) MV36 Rect ded Order Ratic
TJP1 probe 08399-L08253 15913.1 391 15-027.8 TJP1 Exon 27 21
TJP1 probe 08389-L14671 19q13.1 300 15-027.8 TJP1 Exon 01 22
MTMR15 probe S0356-L13236 15q13.2 119 15-029.0 MTMR15 Exon 14 23 LOH (0.60)
MTMR15 probe S0357-L13235 15q13.2 114 15-029.0 MTMR15 Exon 15 24 LOH (0.87)
TRPM1 probe 08397-L14672 15q13.2 374 15-029.1 TRPM1 25 LOH (0.52)
KLF13 probe 08376-L08230 15q13.3 166 15-029.4 KLF13 26 LOH (0.57)

CHRNA7 probe 12956-.08237 15913.3 286 15-030.2 CHRNAY 27 LOH (0.57
SCGH probe 12954-1.14464 159133 493 15-030.7 SCGH Exon 03 28
SCG5 probe 12951-L14742 15913.3 426 15-030.7 SCG5 Exon 06 29

Figura 20. Andlise dos resultados do estudo por MLPA, através do painel de sondas P343-C1,

num paciente com uma delecdo de quatro genes em 15¢q13.2-q13.3.

- Uma delecdo de novo no brago curto do cromossoma 16 em 16pl1.2,
envolvendo sete genes (SPN, MAZ, MVP, SEZ6L2, HIRIP3, DOC2A, MAPK3) num

paciente com 7 anos de idade (Figura 21).

SIP343 E1IMIPANprebemixlIct 0109 txt

13-B1_MLPA probemix_lot 0109.txt sample name M594-2010_P343
Gene Chr pos  |Length (nt) MV36 Recommended Order Ratio
LAT probe 11677-L12448 16p11.2 481 16-028 9 LAT 30 | Normal (1.03) |
SPN probe 11672-L12443 16p11.2 364 16-029.6 SPN £l LOH (0.54)
MAZ probe 11669-L12440 16p11.2 238 16-029.7 MAZ 32 LOH (0.49)
MAZ probe 11673-L12444 16p11.2 418 16-028.7 MAZ 33 LOH (0.44)
MVP probe 00550-L00372 16p11.2 346 16-029.7 MVP 34 LOH (0.51)
SEZEL2 probe 11668-L12439 16p11.2 208 16-029.8 SEZ6L2 35 LOH (0.54)
HIRIP3 probe 11674-L12445 16p11.2 454 16-029.9 HIRIP3 36 LOH (0.51)
HIRIP3 probe 11667-L14670 16p11.2 173 16-029.9 HIRIP3 37 LOH (0.51)
DOC2A probe 13162-L12447 16p11.2 226 16-029.9 DOC2A 38 LOH (0.5)
MAPK3 probe 11675-L12446 16p11.2 463 16-030.0 MAPK3 39 LOH (0.55)
CD2BP2 probe 11671-L12442 16p11.2 337 16-030.3 CD2BP2 40

Figura 21. Andlise dos resultados do estudo por MLPA, através do painel de sondas P343-C1,

num paciente com uma delecdo de sete genes em 16p11.2.

Tabela 12. Alteracdes cromossOmicas desequilibradas detetadas pelo painel de sondas, para
as regides criticas associadas a autismo (P343-C1).

N° | Idade | Sexo | Fendtipo Alteracdo | Cromossoma, Regido | Origem
1|14 M Autismo Delecéo 15913.2-q13.3 Paterna
2 |7 M Autismo Delecéo 16pll.2 de novo

M — masculino; F — feminino.
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Recorrendo a este painel de sondas (P343-C1) comprovaram-se 0s resultados
alterados obtidos pela metodologia de aCGH (seccéo 3.2.3) em dois pacientes com
duas alteracdes no cromossoma 16.

Nos pacientes em que foram estudadas as regifes subtelomeéricas (painéis de
sondas P036-E1, PO70-B2) detetaram-se em 14 deles resultados alterados. Nestes foi
possivel identificar 16 alteracbes submicroscopicas: oito microdelecdes e oito
microduplicacdes (Tabela 9, 10 e 13).

Dois casos apresentam duas alterac6es cada um (Tabela 10 e 13):
- uma microdelecdo em 4qter e uma microduplicagdo em 16qter;
- e duas microduplicacdes uma em 15qter e outra em 21qter.

A idade destes individuos esta compreendida entre os 2 e os 25 anos de idade

e nove deles sdo do sexo masculino, sendo os restantes do sexo feminino (Tabela 13).

Nos 14 pacientes com alteragcbes submicroscopicas nas regides
subteloméricas em trés deles as alteragbes eram de novo, uma vez que o estudo
citogenético dos pais foi normal. Dois possuem alteracdes de origem materna e trés de
origem paterna, semelhantes as observadas nos pais. Nos restantes casos a origem

da alteracdo € desconhecida pois ndo foi possivel realizar o estudo destes

progenitores (Tabela 13).

Em alguns casos foram feitos estudos adicionais recorrendo a técnica de FISH
para caracterizar as alteracdes encontradas, de modo a estabelecer a sua localizagéo,
principalmente se estas se encontram proximas de regifes criticas associadas a
sindromes de microdelecao/microduplicacdo. Também se aplicou a FISH para avaliar
se a alteracdo envolvida tem origem num rearranjo equilibrado dos progenitores, fator
importante no aconselhamento genético a nivel do calculo do risco de recorréncia.
Esta verificagdo impde-se também a nivel técnico, pela existéncia de poucas sondas,

do painel de MLPA para o estudo da regido ou fraca qualidade do DNA da amostra.
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Tabela 13. Alteracdes submicroscopicas das regifes subteloméricas detetadas pelos painéis
de sondas P036-E1, P070-B2 nos 416 pacientes estudados.

Ne [Id. | S [ Fenétipo | Alt. | Regido | Origem | Resultado MLPA
1 ({4 |[M|[DC del 3qter mat mlpa 3qsubtel(P036)x1mat
2 |7 |F [DC del dpter Desc. mipa 4psubtel(P036,P070)x1
3 |8 [ M| Autismo dup | 4qter Desc. mipa 4qgsubtel(P036)x3
del 4qter, mipa 4qgsubtel(P036)x1,
4 (4 (F |DC a pat ba ( )
dup | 16qter 16qgsubtel(PO70)x3pat
mipa
5 |5 |M|DC dup | 5pter mat
5p15.3pter(P036,P070)x3mat
DC+ mipa
6 |9 [F _ del 7qter dn
dismorf. 7gsubtel(P036,P070)x1dn
DC+
7 |10 (M ) del 15qter Desc. mipa 15gsubtel(P036)x1
Autismo
15qter mipa 15q11(P036,P070)x3,
5 |° |F|PC dup Desc. 21qgsubtel(P036,P070)x3
21ter gsubtel( \ )X
9 |25 |F [DC dup | 16qter pat mipa 16qsubtel(PO70)x3pat
mipa
1022 | M [ DC del 22qter dn
22gsubtel(P036,P070)x1dn
112 |M|[DC dup | X/Ypter | Desc. mlpa X/Ypter(P036,P070)x3
DC+ mipa
12(5 | M| | del Yqter pat
dismorf. Yqgsubtel(P036,P070)x1pat
1313 | M [ DC dup | X/Ypter | Desc. mipa X/Ypter(P036,P070)x3
mipa
14 (14 | M [ DC dup | Ygter dn
Yqsubtel(P036,P070)x3dn

M — masculino; F — feminino; Id. — idade em anos; S — sexo; DC — défice cognitivo; dismorf. —
dismorfismos; Alt. — Alteracdo; dn — de novo; pat — de origem paterna; mat — de origem

materna; Desc. — desconhecida; del — delecéo; dup — duplicacao.
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A técnica de MLPA (painéis de sondas P036-E1 e P070-B2) identificou no caso
2 (Tabela 13) uma delecdo na regido sub-telomérica no braco curto do cromossoma 4
em 4p16.3 (Figura 22-A), envolvendo 2 genes (FLJ20265 e PIGG), numa paciente do

sexo feminino, com 7 anos de idade, com o quadro clinico de DC.

A hibridizacdo com a sonda subtelomérica de FISH para esta regido confirmou
a delecdo (D4S3359-) (Figura 22-B). Como este rearranjo esta localizado na regido
critica associada a sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHRC), foram utilizadas sondas de
FISH especificas para averiguar o seu envolvimento. Estas sondas comprovaram que
esta regido critica ndo estava envolvida, uma vez que se observaram sinais de
hibridizagdo normais (WHSC1+).

A

RESULTS P036-E1 MLPA probemix lot 1208, 0808.ixt
P036-E1 MLPA probemix lot 1208, 0808.txt sample name SM694-10_P036
Gene Chr pog Length (nf) Mvi6 Recommended Order |Ratio

BDH probe 2013-L02052 3q 322 03-198.8 BDH 6
FLJ20265 probe 2005-L02047 04p 151 04-000.5 FLJ20265 7 LOH (0.54)
TRIML2 probe 7046-L06655 4iq 330 04-189.3 TRIML2 8

RESULTS P070-B1_MLPA_probemix_lot_1009.txt
P070-B1_MLPA probemix_lot_1009.txt sample name SM694-10_P070
Gene Chrpos  |ength (ni Mv36 Recommended Order _[Ratio

KIAAQ226 probe 2690-.2842 03g29 145 | 03-198.8 KIAAD226 6

PIGG probe 14440-L16146 04p16.3 329 04-0005 PIGG 1 LOH (0.54)
FRG1 probe 2691-L2843 (04935 152 04-191.1 FRG1 8

Figura 22. (A) Analise dos resultados do estudo de MLPA (painéis de sondas P036-E1, PO70-
B2) numa paciente com uma delegdo na regiao subtelomérica no brago curto do cromossoma
4, envolvendo 2 genes; (B) Confirmacédo da dele¢do da regido subtelomérica do cromossoma 4

recorrendo a técnica de FISH (imagem cedida pelo LCG — FMUC).

O estudo do caso 6 (Tabela 13) pela MLPA (painéis de sondas P036-E1, PO70-
B2) revelou uma delecdo de novo na regido sub-telomérica no braco longo do
cromossoma 7 em 7g36.3, envolvendo um gene (VIPR2) (Figura 23-A), huma paciente
do sexo feminino, com 9 anos de idade, com o quadro clinico de DC e dismorfismos.
Esta alteracdo foi confirmada pela técnica de FISH, pela aplicacdo de sondas
subteloméricas, em que se detetou a auséncia da regido terminal do braco longo do
cromossoma 7 (STS2000H-) (Figura 23-B).
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A
RESULTS P036-E1 MLPA probenmix lot 1208, 0808.txt
P036-E1 MLPA probemix lot 1208, 0808.txt sample name M660-10_P036
Gene Chr pos length (n Mv36 Recommended Order |Ratio
CENTA1probe 2275102049 | 07p | 172 |  07-000.7 CENTAI 13
VIPR2 probe 1747-L01303 07q | 34 07-158.4 VIPR2 1
FBXO25 probe 2397001845 | 08p | 179 |  08-0004 FBXO2S 15

RESULTS P070-B1_MLPA_probemix_lot_1009.txt

P070-B1_MLPA probemix_lot_1009.txt sample name M660-10_P070
Gene Chrpos Bngth (n MV36 Recommended Order [Rati

UNCB4A probe 2780-L2857 | 07p22.3 | 355 | 07-000.9 UNC84A 13

VIPR2 probe 2793-L3167 (079363 | 172 | 07-158.6 VIPR2 14 LOH (0.56)

FBX025 probe 2715-L0973 | 08p233 | 362 | 08-000.4 FBXQ25 15

Figura 23. (A) Analise dos resultados do estudo de MLPA (painéis de sondas P036-E1, PO70-
B2) numa paciente com uma delecao na regiao sub-telomérica no brago longo do cromossoma
7, envolvendo 1 gene; (B) Confirmacéo do resultado recorrendo a FISH, verificando a auséncia

de sinal de hibridizag&o na regido subtelomérica (imagem cedida pelo LCG — FMUC).

Pela técnica de MLPA no caso 10 (Tabela 13) (painéis de sondas P036-E1,
P070-B2) observou-se uma delecdo de novo na regido sub-telomérica no braco longo
do cromossoma 22 em 22g13.3 num paciente do sexo masculino, com 22 anos de
idade, com o quadro clinico de DC. Uma vez que esta alteracdo se encontra na regiao
critica 22q13.3 confirmou-se pela técnica de FISH, pela aplicagdo de sondas
subteloméricas a auséncia da regido terminal do brago longo do cromossoma 22
(N85A3-).

O estudo efetuado pelo MLPA no caso 14 (Tabela 13) revelou uma duplicacéo
de novo na regido sub-telomérica no braco longo do cromossoma Y, envolvendo um
gene (SYBL1), num paciente com 14 anos de idade, com o quadro clinico de DC. Este
rearranjo foi confirmado pela FISH observando-se o ganho de sinal nos telémeros da
regido terminal do brago curto do cromossoma Y. Esta alteragdo envolve a regido

pseudoautosémica PAR2 comum as regides terminais dos cromossomas X e Y.

Nos 665 pacientes em que o resultado de MLPA foi normal em 64 realizou-se o
estudo pela metodologia de aCGH, a qual permitiu a detecdo de 15 casos com
alteracdes. Estas ndo poderiam ser detetadas pelos painéis de sondas de MLPA

utilizados pois ndo se encontram localizadas nas regifes estudadas pelos mesmos.

65



Resultados

3.2.3. Gendmica - Cariétipo Molecular

O estudo do cariétipo molecular nos 340 pacientes identificou 13 com
alteracdes de classe | (localizadas em regifes associadas a sindrome de microdelegéo
ou microduplicacdo) e 86 casos com alteracdes classe Il (alteragbes que ndo estdo
descritas na DGV e envolvem genes codificantes conhecidos).

Os 86 pacientes que possuem rearranjos desequilibrados (classe 1l), apesar de
ndo se encontrarem em regides descritas como associadas a uma sindrome
especifica, compreendem alteragcbes que envolvem os genes descritos no OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) e no OMIM Morbid Map, podendo ser

consideradas como alteragfes causais.

Em 80 verificaram-se alteracBes classes 1ll e IV (Classe IlIA - Dele¢bes ou
duplicacdes que, até a presente data, estdo reportadas em baixa frequéncia na DGV
ou ndo sao totalmente sobreponiveis com as descritas na DGV; Classe 11IB - Delecdes
ou duplicagbes que, até a presente data, estdo reportadas em baixa frequéncia na
DGV ou nédo sao totalmente sobreponiveis com as descritas ha DGV, nao envolvendo
genes codificantes conhecidos; Classe IV - Dele¢bes ou duplica¢des reportadas em

individuos normais na DGV).

Apesar de estas alteracdes (classes Il e IV) serem normalmente consideradas
sem implicac¢des fenotipicas a sua avaliagdo deve incluir a analise de todos 0s genes

envolvidos e se estes estdo sujeitos a fatores epigenéticos ou de dosagem génica.

Os restantes 160 pacientes apresentaram um resultado normal.

Uma vez que s6 as alteragbes classificadas como classes | e Il tém efeito
causal, foram estas as selecionadas para uma analise mais detalhada. Foram
identificados 99 pacientes, que possuem entre 0s cinco meses e 0s 40 anos de idade,

56 sao do sexo masculino e 43 do sexo feminino.

O quadro clinico de DC foi comum a todos, 52 também apresentam
dismorfismos, em sete o fenétipo manifestado era de autismo e noutros sete de

epilepsia.

Na andlise dos 99 casos observaram-se 128 alteracfes cromossomicas

desequilibradas, 63 delectes e 65 duplicagbes (Tabela 14).
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Em cada paciente que apresentou um ou mais rearranjos desequilibrados foi
necessario averiguar pela analise dos genes envolvidos e pela presenca de CNV’s a

causalidade da alteracdo encontrada de acordo com o fenétipo apresentado.

Por exemplo a analise do cromossoma 1 de um determinado paciente revelou
quatro alteracBes de novo, uma duplicacdo de 2,4 Mb (entre as posi¢des nucleotidicas
746,608-3,218,025), uma delecdo de 623 Kb (entre as posicBes nucleotidicas
4,049,301-4,673,191), uma delecdo de 6,7 Mb (entre as posi¢cdes nucleotidicas
5,631,361-12,339,715) e uma duplicacdo com 277 Kb (entre as posicbes nucleotidicas
12,476,648-12,754,273), que pela sua localizacdo é tamanho, e pelos genes que
envolvem sao consideradas causais (Figura 24).

P [TT o I T T R

o

Figura 24. Analise do cromossoma 1 envolvendo quatro alteragcbes de novo, uma
duplicacdo de 2,4 Mb, uma delecdo de 623 Kb, uma dele¢cdo de 6,7 Mb e uma
duplicacdo com 277 Kb, pela metodologia de aCGH (imagem cedida pelo LCG -
FMUC).

O estudo da origem destas alteragdes revelou que 29 eram de novo (23%) e 69
sdo de origem familiar (54%). Em 30 os resultados eram de origem desconhecida,
estes devem-se a auséncia de estudo nos pais, quer pela falta de comparéncia a
consulta dos dois progenitores ou pela andlise de um deles o qual ndo possui

alteragdo idéntica a do probando (Tabela 14).
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Tabela 14. Distribuicdo das 128 alteracdes de acordo com a sua origem, encontradas pela

metodologia de aCGH.

Origem Delecbes Duplicacdes Total
de novo 15 14 29
Materna 13 24 37
Paterna 16 16 32
Desconhecida 19 11 30
Total 63 65 128

Dos 99 pacientes, em 74 observou-se uma Unica alteracdo (75%), uma delegéo
em 42 e uma duplicacdo em 32. Os restantes 25 pacientes possuem mais do que um
rearranjo: 22 apresentam duas alteracdes, dois apresentam trés alteracdes e um
apresenta quatro alteracoes (Tabela 15).

Tabela 15. Distribuicdo das alteragbes apresentadas pelos 99 pacientes estudados pela
metodologia de aCGH.

N° delecbes N° duplicacbes N° casos
1 42
1 32
2 3
2 9
1 1 10
2 1 1
1 2 1
2 2 1
99
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A metodologia de aCGH para além de identificar alteracbes cromossémicas
desequilibradas permite também carateriza-las pelo seu tamanho. Verificaram-se 87
(68%) alteragbes com um tamanho inferior a 1 Mb e as restantes 41 com um tamanho
acima (Tabela 16). Nos rearranjos de menor tamanho (87) identificam-se 40 dele¢des

e 47 duplicacBes e nos restantes (41) 23 dele¢des e 18 duplicacbes (Tabela 16).

A distribuicdo por tipo (dele¢cdo ou duplicacdo) é analoga independentemente
do tamanho dos rearranjos, observando-se no primeiro grupo um ligeiro acréscimo do

namero de duplicagdes e no segundo de delecdes.

Tabela 16. Distribuicdo das 128 alteragfes pelo seu tamanho, caracterizadas pela metodologia
de aCGH.

Tamanho Delecbes Duplicacdes Total
<100 Kb 17 7 24
100 - 300 Kb 14 18 32
300 - 500 Kb 5 13 18
500 - 1 Mb 4 9 13
1-2Mb 8 7 15
2-3Mb 5 4 9
3-4Mb 3 4 7
4-5Mb 4 2 6
6—-7Mb 2 0 2
>10 Mb 1 1 2
Total 63 65 128

Nas 87 alteragBes submicroscoépicas desequilibradas (<1 Mb) identificam-se 12
alteracdes de novo, 56 de origem familiar e 19 sem informagé@o quanto a sua origem.
Nos 41 rearranjos maiores (> 1 Mb) observaram-se 17 alteracdes de novo, 13 de

origem familiar e 11 de origem desconhecida (Tabela 17).
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Verificou-se que a maioria (64,4%) das alteracbes cromossOmicas
desequilibradas submicroscépicas (<1 Mb) tem origem familiar, e as de novo sao as

menos frequentes (13,8%) (Tabela 17).

Na analise das alteracdes cromossomicas desequilibradas, com um tamanho
acima de 1 Mb, a maior parte (41,5%) € de novo, uma vez que o resultado do estudo

dos progenitores foi normal (Tabela 17).

Enquanto, que em termos percentuais, as alteracbes de menor tamanho séo
herdadas dos progenitores, a maioria das alteracbes de novo tem um tamanho
superior a 1 Mb (Tabela 17).

Tabela 17. Distribuicdo das 128 alteracdes de acordo o tamanho e a origem.

Tamanho de novo Materna Paterna | Desconhecida Total
<100 Kb 1 10 7 6 24
100 - 300 Kb 3 12 14 3 32
300 - 500 Kb 4 7 2 5 18
500 - 1 Mb 4 1 3 5 13
1-2Mb 7 4 2 2 15
2-3Mb 3 2 1 3 9
3-4Mb 2 0 2 3 7

4 -5Mb 3 0 0 3 6
6—-7Mb 1 0 1 0 2
>10 Mb 1 1 0 0 2
Total 29 37 31 31 128

As alteracdes cromossOmicas desequilibradas encontradas em 13 dos 99
pacientes em que se obteve resultados alterados, estdo localizadas em regibes

criticas associadas a sindromes de microdele¢ao/microduplicacdo relacionadas com o
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fenétipo de DC e de disturbios do comportamento (Tabelas 18 e 19). Destas sete sédo

delecdes e seis duplicacbes.

Os sete pacientes com delecdes tém idades compreendidas entre 1 e 19 anos,
quatro sdo do sexo masculino e trés do sexo feminino, apresentam um quadro clinico

de DC, que em trés esta associado a dismorfismos (Tabela 18).

Das sete dele¢cbes uma é de origem paterna, trés alteracdes sédo de novo, em
que o estudo dos pais foi normal e nas restantes ndo foi possivel o estudo dos

progenitores (Tabelal8).

Foi detetada por aCGH uma delecéo de novo com 1,7 Mb no caso 1 (Tabela
18) no brago curto do cromossoma 4 em 4p16.3, regido critica associada a sindrome
de Wolf-Hirschhorn. A alterag&o foi confirmada pela técnica de MLPA através do painel
de sondas para as regides criticas associadas a sindromes de
microdelecao/microduplicacdo (P245-A2).

O caso 2 (Tabela 18), analisado por aCGH, possui uma delecdo de 184 Kb no
braco longo do cromossoma 8 em 8g22.2, que abrange a porcao intragénica do gene
COHL1. Por MLPA foi possivel delimitar a delecdo entre os exdes 7 e 18 deste gene.

Estas alteracdes estdo descritas e associadas a sindrome de Cohen.

A analise de aCGH no caso 3 (Tabela 18) identificou uma dele¢éo de 578 Kb
no brago longo do cromossoma 9 em 9g34.3, envolvendo o gene EHMT1 associado a
sindrome de Kleefstra. Esta alteragcdo foi comprovada pela técnica de MLPA através
da aplicacdo dos painéis de sondas para as regides subteloméricas (P036-E1 e P070-
B2).

O estudo, por aCGH revelou no caso 4 (Tabela 18), uma dele¢do de origem
paterna com 1,5 Mb na regido critica 15913.3. e no caso 5 (Tabela 18) uma delecao
de 544 Kb no brago curto do cromossoma 16, na regido critica 16p11.2. As alteracdes
dos casos 4 e 5 (Tabela 18) foram confirmadas pela utilizacdo do painel de sondas de

MLPA que analisa as regides criticas associadas a autismo (P343-C1).

Observaram-se duas dele¢des de novo com 1,4 Mb e outra com 2,1 Mb (caso 6
e 7 — Tabela 18) pelo aCGH, na regido critica 22q11.2, que foram confirmadas por
MLPA (P250-B1).
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Tabela 18. Delecdes localizadas em regides criticas, associadas a sindromes de microdelecao.

Regiao .
_ _ _ Sindrome
Ne | 1d. S Fenotipo (posicdes Tamanho | Origem _
o Associada
nucleotidicas)
4p16.3
1|1 Y 1,7Mb  |d Wolf
, n
dismorfi. (737,721- Hirschhorn
2,416,211)
8q22.2
2 |6 M DC (100,127,962- 184 Kb Desc. Cohen
100,312,706)
9g34.3
3 (2 F DC (140,407 572- 578 Kb Desc. Kleefstra
140,986,221)
15913.2913.3 _ B
DC+ Microdelecéo
4 119 M _ (30,943,903- 1,5 Mb pat
dismorf. 15913.3
32,510,863)
16p11.2
517 F DC 544 Kb D Microdelegao
(29,652,999- ese. 16p11.2
30,197,341)
22ql1.21
6 | 17 - DC+ L4 Mb g Microdeleg&o
, n
dismorf. (18,894,835- 22q11.2
20,311,763)
22ql1.21
2 |4 M b 1 Mb g Microdelecéo
(18,894,835 |~ " 22q11.2
21,032,298)

M — masculino; F — feminino; Id. — idade em anos; S — sexo; DC — défice cognitivo; dismorf. —
dismorfismos; dn — de novo; pat — de origem paterna; mat — de origem materna; Desc. —

desconhecida.
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Os seis pacientes com duplicacao tém entre 2 e 22 anos de idade, quatro sédo
do sexo masculino e dois do sexo feminino (Tabela 19). Quatro apresentam o quadro
clinico de DC e dismorfismos, um DC com défice na linguagem e outro DC com
epilepsia (Tabela 19).

Das seis duplicacdes quatro possuem uma alteracdo de novo, em gque o estudo
dos pais foi normal, uma € de origem paterna e noutra nao foi possivel o estudo dos
progenitores.

A tecnologia de aCGH permitiu a identificacdo de duas duplicagdes (casos 8 e
9 — Tabela 19) de 1,4 Mb no braco longo do cromossoma 7 em 79q11.23, em que O
caso 8 (Tabela 19) possui uma alteracdo de novo. Estas alteracdes foram confirmadas
pela técnica de MLPA recorrendo ao painel de sondas para as regides criticas

associadas a sindromes de microdelecao/microduplicacdo (P245-A2).

O estudo de aCGH revelou uma duplicacdo de novo com 545 Kb no brago
curto do cromossoma 16 (caso 10 — Tabela 19). Para corroborar esta alteragédo
utilizou-se a técnica de MLPA pela aplicagdo do painel de sondas que analisa as
regides criticas associadas a autismo (P343-C1).

Pela metodologia de FISH aplicando as sondas SMCR e MDS/ILS, de
sequéncia Unica que hibridizam na regido 17p11.2 foram confirmadas duas
duplicacdes de novo com 3,4 e 4,9 Mb no bracgo curto do cromossoma 17 na regido

critica 17p11.2 em dois casos estudados (casos 11 e 12 — Tabela 19).

Na analise por aCGH observou-se uma duplicagdo de origem paterna com 2,6
Mb no brago longo do cromossoma 22 (caso 13 — Tabela 19). Aplicou-se o painel de
sondas que estuda a regido critica 229q11.2 (P250-B1), no pai e no probando

revelando duas duplica¢des idénticas.

A aplicacdo das técnicas de FISH e MLPA é importante para a confirmacéo e
caracterizacao das alteracdes submicroscoépicas detetadas pelo aCGH, localizadas em

regibes associadas as sindromes de microdele¢do/microduplicacéo.
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Tabela 19. Duplicacbes localizadas em regides criticas, associadas a sindromes de

microduplicacao.

Regiéo
Sindrome
N°|Id. | S | Fenotipo (posicdes Tamanho | Origem _
Associada
nucleotidicas)
7q11.23
DC+ Microduplicagéo
518 (M dismorfismos | (72,726,568- L4 M an 7011.23
74,139,390)
7q11.23
DC+ Microduplicagéo
P |Z M |epiepsia | (72726578 | BAMO PSS 0 o
74,139,390)
16pll.2
DC+ Microduplicacdo
1016 M dismorfismos | (29,652,999- >45Kb - dn 16p11.2
30,198,600)
17pl11.2
DC+ _ _
11 (3 M dismorfismos | (16,170,236 4.9 Mb dn Potocki-Lupski
21,070,382)
17pl1.2
DC+ défice _ _
12 (2 F linguagem (16,782,546- 3,4 Mb dn Potocki-Lupski
20,219,464)
22q11.2
DC+ Microduplicacdo
112 F dismorfismos | (18,894,835- 26Mb pat 22011.2
21,464,119)

M — masculino; F — feminino; Id. — idade em anos; S — sexo; DC — défice cognitivo; dismorf. —

dismorfismos; dn — de novo; pat — de origem paterna; mat — de origem materna; desc. —

desconhecida.
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Das 13 alteracdes cromossomicas desequilibradas, detetadas pela técnica de
aCGH, localizadas em regibes criticas normalmente associadas a uma sindrome, nao
poderia ter sido detetada uma dele¢é@o (caso 2 — Tabela 18) pela anélise de MLPA.
Nem pela aplicacdo dos painéis de sondas normalmente utilizados no estudo de DC e
autismo (P245-A2 e P343-C1), nem pelo estudo das regifes subteloméricas (P036-E1
e P070-B2).

Pela aplicacdo do painel de sondas que inclui sondas especificas para
sindromes de microdelecdo associadas ao DC e autismo (P245-A2), seria possivel
detetar: a delecao de 1,7 Mb localizada na regido critica 4p16.3 (caso 1 — Tabela 18) e
as duas delecbes de 1,4 e 2,1 Mb (casos 6 e 7 — Tabela 18) localizadas na regido
critica 22q11.2.

Poderiam ter sido detetadas cinco duplicactes, que pelo seu tamanho seriam
passiveis de ser identificadas nas regides criticas 7q11.23 (casos 8 e 9 — Tabela 19),
17pll1.2 (casos 11 e 12 — Tabela 19) e 22g11.2 (caso 13 — Tabela 19).

Através do painel de sondas que contém sondas especificas para regides
associadas a autismo (P343-C1), seriam detetadas: a dele¢édo de 1,5 Mb (caso 4 —
Tabela 18) localizada no cromossoma 15 na regido critica 15q13.3; a dele¢do de 544
Kb (caso 5 — Tabela 18) e a duplicacdo de 545 Kb (caso 10 — Tabela 19) localizadas
na regido critical6pl1.2.

Dos 160 casos com um resultado normal no estudo de aCGH um deles
apresentou posteriormente uma mutacdo completa na andlise de fragmentos do gene
FMR1.

Em trés dos pacientes com resultado alterado no cariétipo (citogenética
convencional) foi realizada a andlise pela metodologia de aCGH. Foram estudados
dois rearranjos cromossomicos equilibrados para averiguar a existéncia de alguma
alteracdo desequilibrada, estes revelaram um resultado normal, verificando-se duas
translocacdes equilibradas. No outro paciente identificou-se que a origem do material
adicional observado no cromossoma 21 pertencia ao brago longo do cromossoma 4

(seccéo 3.2.1).

Pelo estudo do cariotipo e pela aplicacdo dos painéis de sondas de MLPA para

as regidoes subteloméricas (P036-E1 e P070-B2), foi confirmado o resultado de uma
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duplicacdo de origem paterna de 6,9 Mb, identificada por aCGH, envolvendo o braco

curto do cromossoma 18 em 18p11.32-p11.31.

Em conclusdo: neste estudo a citogenética convencional permitiu a detecdo de
10 (1,8%) dos casos alterados, com a aplicacdo da técnica de MLPA foi possivel
encontrar 19 alteracdes submicroscopicas desequilibradas correspondendo a um
aumento de detecdo de 2,8%. A combinacdo das técnicas de citogenética
convencional e MLPA permitiriam uma taxa de detecéo de 4,6%. Com a utilizacdo da
metodologia de aCGH foi possivel aumentar significativamente a identificacdo de
rearranjos cromossomicos desequilibrados em todo o genoma, deste modo, verificou-

se uma taxa de detecéo de 29,2% por esta tecnologia.

76



Resultados

3.2.4. Anadlise de Fragmentos no estudo do gene FMR1

A andlise de fragmentos no estudo das formas alélicas do gene FMR1
identificou a mutacdo completa em 5 dos 416 pacientes estudados, com um numero
de repeticbes do trinucleétido CGG superior a 200 (Tabela 20).

A idade destes individuos esta compreendida entre 0s 2 e 0s 12 anos de idade,

em que dois sdo do sexo masculino e trés do sexo feminino (Tabela 20).

Todos os pacientes em que se encontrou a mutagdo completa do gene FMR1
apresentam o quadro clinico de DC, dois deles com dismorfismos, um com autismo e

outro com distarbios do comportamento (Tabela 20).

Tabela 20. Altera¢des encontradas pela andlise de fragmentos no estudo do gene FMR1 nos

416 pacientes analisados.

Idade [ Sexo Fendtipo Mutacao 2200 CGG
1 {5 F DC 4
2 |2 M DC + dismorfismos v
319 M DC + dismorfismos v
4 |7 F DC + autismo v
5 12 F DC + disturbios do comportamento 4

M — masculino; F — feminino; DC — Défice Cognitivo

Sempre que foi necessario clarificar os resultados da analise de fragmentos da
PCR no estudo do gene FMR1 utilizou-se a técnica de Triplet Repeat Primed PCR
Amplidex. Esta foi aplicada quando ndo se verificou amplificacdo nas amostras do
sexo masculino ou quando se obteve apenas um fragmento em amostras do sexo
feminino. Com o objetivo de discriminar entre mulheres homozig6ticas normais e
mulheres com mutacdo completa. Esta abordagem foi utilizada em todos os casos que
apresentaram alteracfes, descrevendo-se 0s casos 2 e 5 (Tabela 20) de modo a
exemplificar o observado no estudo do gene FMR1, tanto em pacientes do sexo

masculino, como do sexo feminino.
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No caso 2 (Tabela 20) ndo se verificou amplificacdo do nimero de repeticdes

do trinucledtido CGG do gene FMR1 pela analise de fragmentos da PCR (Figura 25-

A), tendo sido necessario realizar-se a andlise pela técnica de Triplet Repeat Primed

PCR Amplidex que revelou a mutacdo completa (Figura 25-B).
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Figura 25. (A) Analise de fragmentos no estudo do gene FMR1 pela PCR, sem amplificacdo

devido ao elevado nimero de repeticdes CGG; (B) Andlise pela técnica de Triplet Repeat

Primed PCR Amplidex, revelando mutacao completa num individuo do sexo masculino.
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Neste Ultimo (caso 5 — Tabela 20) a duvida era se o resultado poderia
corresponder a uma mulher homozigética normal ou a uma mulher com mutacao
completa pois observou-se apenas um fragmento pela analise de fragmentos da PCR
(Figura 26-A).

A analise por Triplet Repeat Primed PCR Amplidex confirmou a mutacéo
completa (Figura 26-B).
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Figura 26. (A) Analise de fragmentos no estudo das formas alélicas do gene FMR1 pela
técnica de PCR, revelando apenas um fragmento, que podera corresponder quer a uma mulher
homozig6tica normal quer a uma mulher com mutacdo completa; (B) Analise pela técnica de
Triplet Repeat Primed PCR Amplidex revelando mutagdo completa num individuo do sexo
feminino.

79




Resultados

3.2.5. Citogenética Molecular

A técnica de FISH foi aplicada para a caraterizacdo de trés casos alterados

detetados pela citogenética convencional descritos no capitulo 3.2.1.

Também foi utlizada para a confirmacao dos resultados patolégicos obtidos
pelas metodologias de MLPA e aCGH.

Os resultados referentes ao MLPA s&do quatro casos de confirmacdo de

alteracBes submicroscépicas nas regides subteloméricas descritos no capitulo 3.2.2.

A descricdo dos resultados relativos a verificacdo das alteracdes

cromossomicas desequilibradas detetadas pelo aCGH encontra-se no capitulo 3.2.3.
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Discussao

O défice cognitivo (DC) e os disturbios do comportamento sdo patologias que
para além de prevalentes na populagéo, tém uma percentagem elevada de casos de
etiologia idiopéatica. Com a finalidade de avaliar esta populacdo foram incluidos no
presente trabalho 850 pacientes com este quadro clinico e causa desconhecida,
estudados no Laboratério de Citogenética e Gendmica da FMUC durante os anos
2010 e 2011

O progresso da citogenética e da gendmica possibilitou que o estudo destes
pacientes pudesse ser feito recorrendo a diferentes tecnologias. Estas permitem uma
abordagem mais alargada e aprofundada de forma a encontrar a causalidade genética
destes fendtipos. Deste modo, recorrendo a diferentes métodos identificaram-se 133

casos com alteragBes cromossémicas/gendémicas.

A citogenética convencional, permite a detecdo de alteragbes cromossémicas
numeéricas (aneuploidias) e rearranjos estruturais, que podem ser equilibrados e
desequilibrados, desde que envolvam segmentos de DNA iguais ou superiores a 3Mb.
Dos 572 pacientes estudados por esta tecnologia foram encontradas 10 alteragdes,
obtendo-se uma taxa de detecéo de 1,8%,inferior a referida na literatura (3 a 15%)
(Hochstenbach et al., 2009; Rauch et al., 2006).

Esta disparidade pode ser justificada por varias razdes: os pacientes incluidos
na amostra (850) s@o selecionados pela clinica, excluindo-se outros doentes com
fenGtipos associados a alteracdes sindrémicas especificas, em que se realiza um
estudo direcionado; este trabalho incide num curto periodo de tempo (2 anos), em que
no segundo ano foi implementado o cariétipo molecular, no estudo de pacientes com

este quadro clinico, em substituicdo do cariétipo convencional.

O estudo do cariétipo identificou alteragbes numéricas nos cromossomas
sexuais em trés pacientes. Dois casos estdo associados a sindrome de Klinefelter e
uma situacdo de mosaico associado a sindrome de Turner. A incidéncia destas
cromossomopatias na populacdo é elevada e estdo descritas como associadas ao
fenotipo de DC, verificando-se concordancia entre os resultados obtidos e o referido
na literatura (Hall, 2006; Teixeira & Carreira, 2005; Wikstrom & Dunkel, 2011).

A andlise citogenética permitiu também a detecdo de 4 translocacdes
reciprocas aparentemente equilibradas, em que uma era de novo, duas de origem
familiar e noutra nao foi possivel determinar a sua origem uma vez que nao foi feito o

estudo dos progenitores. As translocacdes sd8o 0s rearranjos Cromossomicos
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estruturais mais comuns (Teixeira & Carreira, 2005), em que o DC estd associado as
translocacdes de novo em 6 a 10% dos casos (Gardner & Sutherland, 2003). Para
averiguar se existiam microdele¢bes ou microduplicagbes nos seus pontos de quebra,
ou em outras regides do genoma, duas das translocacdes foram ainda caraterizadas
por aCGH, revelando-se um resultado normal. Nestes casos, apesar de ndo haver
desequilibrio, ganho ou perda de material, os pontos de quebra podem interferir com
genes, disrompendo-os ou causar o efeito de posi¢cdo e consequentemente ter impacto

no fendtipo.

A importancia da detecdo destes rearranjos cromossOmicos estruturais
equilibrados reside ndo sO para estabelecer a relacdo genotipo/fenétipo, mas também
para avaliar o impacto familiar. Os portadores de uma alteracdo equilibrada devem ser
orientados para consultas de genética, onde lhes devem ser explicadas as implicacdes
destes resultados. A detecdo e caraterizacdo destes rearranjos atribuem um papel
fundamental ao estudo realizado pelas técnicas de citogenética convencional e

molecular.

No presente estudo, pela andlise cromossémica, ainda se detetaram trés
alteracdes desequilibradas: um cromossoma 21 em anel, uma trissomia parcial no
braco longo do cromossoma 9 e uma trissomia parcial no brago longo do cromossoma
4,

Os cromossomas em anel séo referidos como alteracdes raras que geralmente
estdo associadas a DC e que normalmente se encontram em mosaico devido a sua
instabilidade mitética (Gardner & Sutherland, 2003). Foi identificado um cromossoma
21 em anel e posteriormente caraterizado pela FISH, revelando uma delecéo na sua
regido terminal e, pelo estudo dos progenitores, verificou-se que se tratava de uma
alteracdo de novo. Uma vez que este paciente possui uma delecdo de novo na regido

subtelomérica do cromossoma 21 podemos atribuir a causalidade genética do DC.

O estudo do cariétipo, num paciente com o quadro clinico de autismo,
identificou uma duplicagéo, de origem paterna, em 9q13g21. A andlise do tamanho e
da localizacdo desta alteracdo revela que esta envolve regides codificantes, contendo
varios genes, deste modo pode atribuir-se a sua causalidade no fenétipo apresentado,

apesar de ser de origem familiar (Goumy et al., 2005).

As insercbes sdo rearranjos equilibrados, em que um segmento de um

cromossoma € inserido num cromossoma diferente. A identificacdo dos portadores de
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alteracdes estruturais equilibradas é geralmente feita através da descendéncia, que
herda a aneuploidia parcial (Teixeira & Carreira, 2005). Neste estudo, através da
andlise cromossémica de um paciente com DC, foi detetado um derivativo do
cromossoma 21 com material extra no brago longo do cromossoma 21 (21g21).
Através da sua caraterizagdo por aCGH verificou-se uma duplicacdo no braco longo
do cromossoma 4 (4q13.1-q13.3), revelando que o material extra no cromossoma 21
se tratava de uma insercédo de material com origem no brago longo do cromossoma 4.
Trissomias do brago longo do cromossoma 4 estdo referidas como associadas ao
quadro clinico de DC, o que leva a concluir que esta alteracdo possa estar na origem

do fénotipo deste paciente (Lundin et al., 2002).

Este caso foi particularmente interessante porque demonstrou que a
combinacdo de multiplas tecnologias (citogenética convencional, citogenética
molecular e aCGH) permitiram concluir que, ndo se tratava de uma duplicacdo direta
do cromossoma 21, como o estudo do cariétipo levou inicialmente a crer, mas uma
duplicagéo por insercdo herdada e consequentemente com um risco de recorréncia ,

gue para esta Ultima situagéo € substancialmente elevada.

Concluindo-se que, é fundamental que um laboratério de diagnéstico tenha a
possibilidade de recorrer a diferentes metodologias, tanto para estabelecer
corretamente a natureza das alteracdes e assim calcular devidamente o risco de
recorréncia na familia em causa, como identificar outras familias que estdo em risco e
também necessitam de aconselhamento genético, de estudos direcionados e de

eventual diagnéstico prénatal.

As metodologias de MLPA e aCGH sdo muito importantes na detecdo de
rearranjos estruturais desequilibrados, com a vantagem de poderem identificar
alteragbes com um tamanho inferior a 3 — 5 Mb. Por este motivo 552 casos com o
resultado do cariétipo normal, foram posteriormente analisados por estas tecnologias,

permitindo deste modo a detecao de alteracdes submicroscépicas nestes pacientes.

A metodologia de MLPA compreende painéis de sondas para o estudo de
regibes associadas as sindromes de microdele¢édo e microduplicagdo, bem como para
as regides subteloméricas relacionadas com os quadros clinicos de DC e autismo
(Ahn et al., 2008; Koolen et al., 2004; Li et al., 2012; Slavotinek, 2011). Justificando-se
a causalidade das alteracdes detetadas por esta metodologia, a excecdo das quatro

alteracdes na regido pseudoautosOmica PAR2 comum aos bracos longos dos
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cromossomas X e Y que ndo estao associadas aos fenotipos observados (Kihl et al,
2001).

Dos 684 pacientes estudados pela técnica de MLPA em 19 casos verificaram-
se alteracdes submicroscopicas desequilibradas. Para a obtencao deste resultado foi
necessario recorrer a seis painéis de sondas diferentes, uma vez que esta
metodologia € muito especifica e ndo se adequa ao estudo de primeira linha em

doengas como o DC e os disturbios do comportamento.

Sendo o MLPA a tecnologia que tem o custo mais reduzido por teste, em
patologias cuja clinica seja especifica para uma regido critica (por exemplo as
sindromes de PraderWilli, Angelman, DiGeorge entre outras), deve ser aplicado de

forma direcionada. A sua utilizacdo € também € importante na confirmacdo de

alteracdes ja detetadas por outra metodologia.

O aCGH é uma tecnologia que identifica e quantifica alteragbes no niumero de
cépias na sequéncia de DNA e delimita as regibes genémicas onde se encontram as
alteragdes, rapidamente e com alta resolugdo. Pode identificar ainda CNV’s novas que
podem ou ndo estar associadas aos fendétipos estudados, no entanto ha algumas que
influenciam a expressao génica (Bucan et al., 2009; Marshall et al., 2008; Pinto et al.,
2010).

Com a utilizacdo da metodologia de aCGH foi possivel aumentar
significativamente a identificacdo de rearranjos cromossémicos desequilibrados em
todo o genoma, permitindo deste modo uma taxa de detecdo de 29,2%. Este valor
esta acima do referido na literatura (10 a 25%) (Hochstenbach et al., 2011; Knight,
2008; Vissers et al.,, 2010), visto que, no ano de 2011, esta tecnologia foi
implementada como primeira linha o que levou a que a amostra inicial estudada tenha
sido muito selecionada. Todos os casos estudados tinham um fendétipo alterado grave
(DC e dismorfismos) e resultados laboratoriais normais (cari6tipo e regides criticas de
vérias sindromes). Desta forma verificou-se um aumento da taxa de detecdo em
individuos com DC e distarbios do comportamento, contribuindo assim para a

diminui¢do dos casos de etiologia desconhecida.

O estudo do cari6tipo molecular nos 340 pacientes identificou 13 com
alteracdes localizadas em regifes associadas a sindrome de microdelecdo ou
microduplicagdo e 86 casos com alteracdes que ndo estdo descritas na DGV e

envolvem genes codificantes conhecidos, estes compreendem alteragbes que
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envolvem o0s genes descritos no OMIM e no OMIM Morbid Map, podendo ser
consideradas como alteragbes causais. Nestas alteracGes foi possivel estabelecer a
correlacdo genotipo fendtipo recorrendo a informacéo disponivel nas bases de dados
existentes e na literatura (Hochstenbach et al., 2011; Knight, 2008; Li et al., 2010;
McMullan et al., 2009; Miller et al., 2010; Piccione et al., 2010; Vissers et al., 2010).

A técnica de aCGH para além de detetar as sindromes de microdelecdo e
microduplicacdo conhecidas e descritas como associadas a DC e distlrbios do
comportamento, permitiu também delinear novas alteracbes como sindroémicas
relacionadas com estes fendtipos (Hehir-Kwa, 2010; McMullan et al., 2009; Miller et al.,
2010).

De acordo com este trabalho, utilizar o aCGH como teste de primeira linha, no
estudo de individuos com DC e distarbios de comportamento, detetaria 124 casos
alterados (93,2%), dos quais 76 (57,1%) n&o seriam detetados por qualquer das outras
metodologias direcionadas. A utilizacdo desta estratégia esta a aumentar
consideravelmente pois a relacdo entre o custo e beneficio do aCGH é superior a
aplicacdo combinada da citogenética convencional e os diferentes painéis de sondas
utilizados pela MLPA. A tecnologia de aCGH também se torna mais rapida pois evita a

realizacdo de varias analises especificas e consecutivas.

Desta forma recorrendo a uma Unica tecnologia podem ser estudadas todas as
alteracdes genéticas conhecidas como associadas ao DC e disturbios do
comportamento, bem como detetar novas alteracdes, que mesmo nao estando
descritas como causais, possam ser estudadas de forma a verificar o seu impacto no

fendtipo, tornando-se 0 aCGH na técnica preferencial para o estudo destes individuos.

Para além de analisar as alteracbes j& descritas como causais e
etiologicamente patoldgicas, ha também a necessidade de avaliar todas as alteracdes
encontradas, pois mesmo as consideradas como CNV’s, no caso especifico de
autismo e outros disturbios do comportamento podem estar associadas a origem
destas patologias, (Bucan et al., 2009; Marshall et al., 2008; Pinto et al., 2010).

Em 80 pacientes dos 340 estudados por aCGH, observaram-se CNV’s, que
apesar de estas alteracdes serem normalmente observadas em individuos normais,
devem ser avaliadas as suas implicacdes fenotipicas, analisando os genes envolvidos
nestas alteracdes, a sua origem familiar ou ndo e se estes genes estdo sujeitos a

fatores epigenéticos ou de dosagem génica. Neste trabalho n&o foi possivel fazer essa
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correlacdo gendtipo/fenotipo, no entanto com o desenvolvimento das bases de dados
e com aumento da informacdo acerca do impacto no fenétipo das alteracdes

cromossomicas desequilibradas, a correlacdo pode ser estabelecida.

As técnicas de citogenética convencional, FISH, MLPA sdo muito importantes e
essenciais, como complementares ao “caridtipo molecular”, principalmente na
validacdo dos resultados das alteracdes estruturais desequilibradas detetadas por
aCGH, e na andlise das amostras dos pais para determinar a origem, e avaliar o
significado clinico das alteracdes encontradas. Sdo fundamentais na abordagem de
casos com resultado positivo, pois permitem confirmar com precisdo e seguranca de
uma forma rapida as alteracdes estruturais desequilibradas detetadas por aCGH,

como verificado neste estudo.

A citogenética molecular é particularmente util para melhor caracterizar os
resultados alterados encontrados na citogenética convencional, e na confirmacao dos
resultados alterados obtidos pelas metodologias de MLPA e aCGH pois é muito
sensivel e especifica permitindo um estudo preciso e rapido na verificagdo dos

resultados obtidos estas metodologias.

A analise de fragmentos no estudo do gene FMR1 é importante no diagnéstico
genético da sindrome de X-Fragil associada ao DC e disturbios de comportamento,
porque € uma técnica rapida, fidedigna e eficaz. Nestes casos o seu estudo é
essencial quando se verifiqgue um resultado normal obtido pelas metodologias de

aCGH e citogenética convencional.

A combinacdo de todas as metodologias envolvidas neste estudo permitiu
estabelecer uma taxa de dete¢cdo em quase 20% dos casos, e caracterizar as
alteracBes genotipicas permitindo a atribuicdo de uma etiologia causal para o0s
individuos com DC e distUrbios de comportamento, conferindo ao estudo citogenético,
molecular e genémico uma importancia significativa no estudo destes individuos,

conferindo uma maior relevancia a tecnologia de aCGH.

O estudo genético no ambito da citogenética e da gendmica, aplicadas a area
médico-legal ndo se aplica somente na problematica dos maus tratos e do abuso
sexual em individuos com DC e disturbios do comportamento. No ambito da medicina-
legal uma area de grande relevancia é o estudo de individuos com esquizofrenia e
outros disturbios psicolégicos e psiquiatricos. Neste campo também pode ser aplicada

a tecnologia de aCGH, pois estédo reportadas CNV’s especificas identificadas nestes
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individuos com uma frequéncia superior a observada em individuos normais. No
entanto € necessério ainda aprofundar a investigacdo neste campo de modo a definir o
impacto que estas alteracdes gendmicas causam no fenoétipo destes individuos, avaliar
o grau de influéncia de outros fatores e estabelecer critérios de diagnéstico nestes

casos (Hochstenbach et al., 2011).
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Conclusbes

O défice cognitivo (DC) e os distarbios do comportamento sdo patologias com
uma elevada incidéncia na populacdo, de etiologia desconhecida em cerca de 80%
dos casos. Com um grande impacto na qualidade de vida do paciente e da sua familia,
nos sistemas de educagéo e solidariedade social e mesmo no sistema legal, tornando

essencial a determinacéo da sua etiologia.

Os maus tratos e o abuso sexual, quer seja em contexto familiar ou
institucional, constituem um grave e delicado problema social. A incidéncia de
situacBes de abuso e maus tratos nos individuos DC e os distirbios do
comportamento é muito superior a verificada em individuos normais. A protecdo
destas vitimas exige o desenvolvimento e investigacdo em todas as areas envolvidas

no estudo da pessoa humana.

Para identificar as alteracdes genotipicas nos pacientes incluidos neste
trabalho, foram utilizadas véarias metodologias, que permitiram estabelecer e
caraterizar numa percentagem significativa de casos, o genétipo de individuos com
défice cognitivo e distirbios do comportamento tornando o estudo citogenético,

molecular e gendémico o diagndstico preferencial no estudo destas patologias.

Os resultados obtidos neste trabalho sustentam e justificam a importancia do
estudo citogenético e gendmico para a identificacdo e caraterizacdo de alteracdes

cromossomicas e no impacto que estas tém no fenétipo destes pacientes.

A investigacdo sobre a base genética do DC e disturbios do comportamento
ganhou um impulso significativo na Ultima década devido ao desenvolvimento das
tecnologias moleculares, sobretudo com a implementacao do cariétipo molecular, que
alterou significativamente o estudo citogenético com grande impacto no diagnéstico e
na avaliagdo clinica, e permitiu o aumento do nimero de alteragbes cromossomicas

conhecidas e consideradas causais associadas a estes individuos.

Em suma, pode afirmar-se que a tecnologia de aCGH é um meio de
diagnéstico preferencial de individuos ndo s6 com défice cognitivo e distarbios do
comportamento, mas também com esquizofrenia e alteracdes psicologicas e
psiquiatricas, visto que € um método rapido e com uma taxa de detecdo elevada,
tornando-se um importante exame complementar de diagnéstico na realizacdo da

pericia médico-legal.
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