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1. RESUMO
O transtorno do espectro autista (TEA) ¢ definido por atraso da capacidade de intera-
c¢do social, de desenvolvimento da fala e do uso da imaginacdo. Estas caracteristicas
sdo observadas principalmente a partir 3 anos de idade, resultando no comprometi-
mento do desenvolvimento em relagdo a expectativa esperada para idade. Embora ain-
da ndo se tenha estabelecido as causas do TEA e as justificativas para influéncias de
fatores externos, a melhor evidéncia sugere que o comportamento regressivo seja de-
terminado geneticamente. Este trabalho tem como objetivo investigar CNVs (do inglés,
Copy Number Variation — Variagdo do Numero de Copias) de ganho e de perda, pela
técnica CMA (do inglés, Chromosomal Microarray Analysis — Analise Cromossdmica
em Microarranjos), em pacientes com indicacao clinica para TEA. Com finalidade de
triar a suspeita clinica, 8 individuos foram submetidos a entrevista (CARS do inglés,
Childhood Autism Rating Scale — Escala de Classificagdo de Autismo na infan-
cia/ADIR do inglés, Autism Diagnostic Interview, Revised — Entrevista de Diagnostico
de Autismo Revisado). Em seguida, foram submetidos a testes genéticos: Cariotipo
com bandeamento G, pesquisa de X-fragil por Amplidex modificado e CMA. Os resul-
tados revelaram que de 8 individuos entrevistados via CARS, 6 apresentaram valores
de score elevados. Quanto ao ADIR, 7 individuos apresentaram comprometimento em
pelo menos 3 das 4 areas do comportamento avaliadas. Em relacao aos testes genéti-
cos que antecederam ao CMA, apenas 2 individuos apresentaram alteragdes e ambos
no teste de triagem para X-fragil. Nos seis individuos avaliados para CMA observa-
mos predominio de CNVs envolvendo os cromossomos X, 14, 15 e 22. Dentre todas
as CNVs observadas neste estudo observamos predominio de CNVs de ganhos em re-
lacdo as CNVs de perdas e os genes que se destacaram foram: ST6GAL2, NUP155,
WDR70, CHRNA7, TPPP, ZNF630, SSX6 e SPACAS. Com isso, concluimos que exis-
te diversidade de genes e de CN'Vs relacionados a individuos com TEA e que apesar
de ndo haver um padrao génico estabelecido ¢ possivel encontrar regides génicas que

se repetem favorecendo o fendtipo.

Palavras Chaves: CMA; Autismo; CNVs; Microduplicagdo; Microdelecao.
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2. ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is characterized by social impairments,
speech delay, and disruption of developmental imagination. These characteristics are
observed mainly at 3 years of age, resulting in developmental impairment in relation to
the expected expectation for age. Although the causes of ASD and the justifications for
influences of external and environmental factors have not yet been established, the best
evidence suggests that regressive behavior is genetically determined. The aim of this
study was investigate CNVs (gain and loss), by CMA technique (Chromosomal
Microarray Analysis), in patients with clinical indication for ASD. In order to screen
the clinical suspicion, 8 subjects were interviewed (CARS, Autism Diagnostic
Interview, Revised - Interview Of Diagnosis of Autism Revised). Then, they were
submitted to genetic tests: G-banding karyotype, fragile X research with Amplidex Kit
and CMA. The results revealed that of 8 individuals interviewed via CARS, 6
presented high score values. Regarding ADIR, 7 subjects presented comprehension in
at least 3 of the 4 areas of behavior evaluated. The screening test for X-fragile revealed
only 2 individuals with alterations so the CMA was done for six individuals. The CMA
approach showed a predominance of CNVs in chromosomes X, 14, 15, and 22. Among
all CNVs observed in this study, we observed a predominance of CNVs of gains in
relation to CNVs of losses and the genes that stood out were ST6GAL2, NUPI55,
WDR70, CHRNA7, TPPP. ZNF630, SSX6, and SPACAS5. With this, we observed that
there is a diversity of genes and CNVs related to individuals with ASD and that
although there is no established gene pattern it is possible to find gene regions that

repeat themselves favoring the phenotype.

Key Words: CMA; Autism; CNVs; Microduplication;  Microdeletion.



3. INTRODUCAO

O autismo foi relatado pela primeira vez em 1943 por Leo Kanner, um profes-
sor de psiquiatria infantil, austriaco-americano. Ele descreveu criangas com deficién-
cia intelectual e isolamento social severo, ndo explicado pelo nivel de desenvolvimen-
to das criancas. Kanner se referiu ao que observou como sindrome de autismo infantil,
com base no critério de Bleizers para esquizofrenia, descrevendo a perda de interesse
social. Ao mesmo tempo, o professor Hans Asperger, em Viena, na Austria, observou
pacientes semelhantes com psicopatia autista e habilidades intelectuais normais. Hans
Asperger, observou que os pais dessas criangas também pareciam distantes e social-
mente isolados. Ambos, Kanner e Asperger, suspeitaram de uma origem bioldgica ou
mesmo genética da doenga. No entanto, esse conhecimento foi esquecido durante a
década de 1950-1960, at¢ que Michael Rutter e Lorna Wing retomaram a discussao
sobre conceitos diagndsticos, diagnostico diferencial e etiologia do TEA (transtorno do
espectro autista) na década de 1970 e 1980 (Freitag, 2007).

Atualmente o TEA ¢ definido como um grupo de doengas caracterizadas por
disturbios relacionadas a interagdo e comunicagdo social, com padrdes restritos e este-
reotipados relacionados ao comportamento, interesses e realizagdo de atividades em
geral (Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, 4* Edicao - DSM-1V,
2002).

Compreender a "genética" do autismo provou ser mais complexo do que o pre-
visto no inicio da década de 1990, quando se supds que essa questao seria resolvida ao
analisar DNA de aproximadamente 300 familias de autistas e realizar estudos de asso-
ciacdo baseados em polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no genoma de criangas
com predisposi¢do genética a desenvolver essa doenga. Entretanto, os principais estu-
dos de associagdo de genes candidatos, usados para testar variantes comuns que con-
tribuem para o TEA, ndo identificaram 4areas de interesse gendmico consistentes. Mas
com a recente disponibilidade de grandes bancos de dados de DNA, estudos de associ-
acoes gendmicas estdo comegando a apresentar resultados mais consistentes (Wang et
al, 2009).

Existem muitos relatos de autismo ou TEA relacionados a anomalias cromos-
somicas (Lauritsen et al, 1999). Na maioria dos casos, dados epidemioldgicos sdo es-
cassos. Mas, apesar da escassez destes dados ¢ possivel estimar que anormalidades

cromossomicas visiveis citogeneticamente sdo identificaveis em 5% dos casos, varia-
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coes de numero de copias (CNVs), isto €, delegdes e duplicagdes submicroscopicas
sdo identificaveis em 10-20% dos casos e distirbios em um tnico gene sao identifica-
veis em 5% dos casos (Judith et al, 2011). Estas alteragdes tém sido observadas em di-
versas regides cromossomicas, envolvendo os cromossomos na quase totalidade. Ob-
jetivo dos pesquisadores atualmente tém sido encontrar genes candidatos ou regides de
genes candidatos, para uma analise detalhada destas anormalidades (Vorstman et al,
2000).

As CNVs sido alteragdes cromossdmicas estruturais, que resultam em ganhos
ou perdas de certos loci gendmicos ¢ que podem ser encontradas em todo genoma hu-
mano (Sebat et al, 2004). Embora a maioria das CNVs nao tenham consequéncias fe-
notipicas aparentes, ha evidéncias que varias microdelecdes ou microduplicagdes cro-
mossOmicas em locais especificos, estejam envolvidas na predisposi¢do a varias doen-
cas, bem como, na suscetibilidade ao TEA (Stankiewicz & Lupski, 2010). Avancos
tecnolodgicos, no que se refere a metodologias genéticas de alta resolugdo, facilitaram a
detecgdo destas CNVs em estudos genéticos em larga escala. Além disso, a queda con-
tinua do tempo de trabalho e dos custos associados a essas tecnologias, promovem sua
inclusdo na triagem para testes pré e pos-natal (Idan et al, 2013).

Uma das ferramentas que se destacam na avaliagdo de CNV’s é a matriz de hi-
bridizagdo genomica comparativa (aCGH), também chamado de microarranjos cro-
mossomicos (CMA). Alguns estudos sugerem que o rastreamento de CN'Vs por micro-
arranjos cromossomicos (CMA) deva substituir as técnicas citogenéticas convencio-
nais sendo indicado como primeiro teste a ser realizado em individuos TEA e defici-
éncia intelectual (Miller et al, 2010). Contudo, a frequéncia relativamente baixa e a
distribuicao genomica generalizada destas CN'Vs nos casos de TEA dificultam a utili-
zagao clinica do CMA como uma potencial ferramenta de diagndstico. E apesar do pa-
pel importante das CNVs em casos de TEA e o uso crescente da triagem por CMA pa-
ra a avaliagdo genética destes individuos, ha uma necessidade de consolidar a grande
quantidade de dados de CNVs que sdo gerados a partir de individuos com TEA e pos-
teriormente priorizar os loci mais consistentes associados a suscetibilidade a doenca

(Idan et al, 2013).
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Historico e Conceito

Atualmente j& se sabe que os sinais e sintomas do autismo se manifestam de forma
discreta e podem ser observados ainda na infancia, o que dificulta o diagnostico. No entanto, é
possivel identificar se um individuo € autista com no minimo 18 a 24 meses de idade, sendo
fundamental a identificacdo logo no inicio dos primeiros sinais devido a notdvel melhora no
prognostico. Para a maioria das criangas, os sintomas aparecem de forma gradual sendo que
somente 30% se manifesta de forma evidente logo de inicio (Guthrie et al, 2012).

Em muitos casos, o desenvolvimento da fala se encontra comprometido. As criangas
comegam a falar e, em seguida, gradualmente ou abruptamente, perdem a capacidade de se
comunicar através da fala ou em alguns casos nem chegam a iniciar a comunicag@o verbal e
tornam-se distantes. Em questdo de dias, a crianca pode recusar-se a fazer contato visual e
parar de responder quando chamada pelo nome. Podem também desenvolver movimentos
repetitivos de forma imediata ou tardia, estabelecendo um padrdo de regressdo da fala
aproximadamente aos 3 ou 4 anos de idade. Embora ainda ndo se tenha estabelecido as causas
do autismo e as justificativas para influéncias de fatores ambientais, como exposi¢cdes
exogenas de forma geral, a melhor evidéncia, incluindo a andlise retrospectiva da crianga e
estudos neuropatologicos, sugere que o comportamento regressivo seja determinado
geneticamente (Ozonoff et al, 2010).

Quanto aos critérios de diagnostico para TEA destaca-se o atraso ou anormal
capacidade de interacao social, de desenvolvimento da fala e do uso da imaginagdo. Estas
caracteristicas s3o observadas principalmente aos 3 anos de idade, resultando no
comprometimento do desenvolvimento em relacdo a expectativa esperada para idade. A
evolucdo do autismo definida aproximadamente aos 24 meses de idade, tende a se tornar
estavel por varios anos. Embora os primeiros sinais estejam relacionados a alteragdes
referentes a comunicagao, em alguns casos outros sinais podem se manifestar primeiro, dentre
eles: irritabilidade, falta ou excesso de responsividade, mudanga brusca no nivel de atividade
e atraso no desenvolvimento motor (Klin, 2006). Estudos realizados pelo Centro de Controle
e Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos (CDC), mostrou que 50% dos pais de criancas
com TEA observaram atrasos no desenvolvimento aos 12 meses de idade e 80% observaram
atraso no desenvolvimento da fala aos 36 meses de idade (CDC, 2006).

No entanto, existe um grupo de doengas que se manifestam de forma semelhante a

estas do autismo e de acordo com a Associacdo Americana de Psiquiatria (DSM-1V), estdo
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agrupados na categoria de transtornos invasivos do desenvolvimento (PDDs) sendo: o
transtorno autista, o transtorno de Asperger, o transtorno invasivo do desenvolvimento sem
especificagdo (PDD-NOS) e o transtorno desintegrativo da infancia (CDD, sindrome de
Heller). Este grupo de doengas ¢é caracterizado por um espectro comum de alteragdes na
interagdo social, associada a diferentes estdgios de atraso na comunicacdo, também
apresentando comportamentos repetitivos e de interesses restritos. Atualmente todos estes
transtornos invasivos do desenvolvimento (PDDs) sdo denominados transtornos do espectro

autista (TEA) (Brentani et al, 2013).

4.2 Aspectos Epidemiologicos

O estudo epidemioldgico pioneiro sobre o autismo foi realizado por Victor Lotter em
1960 na Inglaterra. Estudos posteriores foram realizados na década de 1990 e estimaram que a
prevaléncia de autismo estava entre 10 e 16 para cada 10000 individuos, enquanto casos de
individuos com PDDs na década de 2000 foi de 60 para cada 10000, o que representa um
aumento de quase 10 vezes em relacdo aos dados anteriores (Fombonne, 2009; 2006).
Levantamento epidemioldgico em todo mundo revelou casos de autismo em todas regides e
com dados de prevaléncia semelhantes (Elsabbagh et al, 2012). Individuos com alteragdes
comportamentais ndo especificas sdo mais comuns, com prevaléncia de 3/1000, seguido por
autismo com 2/1000 e de forma mais rara estd a sindrome de Asperger com 6/10000
(Fombonne, 2009). Estudo realizado pelo Centro de Controle ¢ Prevengao de Doengas dos
Estados Unidos (CDC) estimou prevaléncia de 1% em algumas regides dos Estados Unidos
(CDC, 2006).

Poucos estudos epidemiologicos sobre autismo foram realizados nos paises da
América Latina (Elsabbagh et al, 2012). No Brasil um estudo piloto foi realizado no estado de
Sao Paulo. O estudo inclui 1470 criancas com faixa etdria de 7 a 12 anos que foram triadas
seguindo padrdes e critérios pré-estabelecidos pela Associacdo Americana de Psiquiatria. A
prevaléncia encontrada foi de 0,3 % e uma justificativa para baixa frequéncia foi o tamanho
da amostra (Paula et al, 2011).

Os dados epidemiologicos, indicam que o aumento aparente de autismo nao reflete um
verdadeiro aumento na incidéncia de TEA, mas uma maior ¢ mais apurada capacidade de
investigacao tanto pela populacdo em geral, que se familiarizou com as caracteristicas

indicativas da doenga, bem como os profissionais, que possuem melhores ferramentas de

14



diagndstico e acesso a novas informacdes a respeito do TEA (Fombonne et al, 2006; Taylor,

2006; Atladottir et al, 2007).

4.3 TEA: Sintomas, Diagndéstico e Associacio com Outras Doencas

Alguns critérios foram estabelecidos para complementar o diagnostico ou a indicagdo
clinica de TEA. Os testes que melhor avaliam estes critérios e, portanto, melhor identificam o
TEA sdo: Programa de Diagndstico de Observagao do Autismo (do inglés, Autism Diagnostic
Observation Schedule — ADOS) e a Entrevista de Diagndstico de Autismo, Revisado (do
inglés, Autism Diagnostic Interview, Revised - ADI-R). Estes testes apresentam extensa e
completa avaliagdo do desenvolvimento e comportamento, além da confiabilidade quando
aplicado por profissional devidamente capacitado. O Autism Diagnostic Interview (ADI) foi
criado para ser aplicado em criancas maiores de 5 anos de idade ou idade mental minima de 2
anos, com base nos critérios propostos pela Associagdo Americana de Psiquiatria (DSM-IV) e
pelo CID-10 (Cédigo Internacional de Doencas - 10). Posteriormente o ADI foi revisado e
modificado para avaliar criangas com idade mental de 18 meses até idade adulta, sendo entdo
denominado ADI-R (Brentani et al, 2013).

Dentre as caracteristicas clinicas presentes em individuos com autismo, foi observado
que aproximadamente 60-70% apresentam algum nivel de deficiéncia intelectual, incluindo
individuos com transtorno de Asperger e PDD-NOS (Levy et al, 2011). Estes com QI dentro
da faixa de normalidade, quando submetidos a testes neuropsicologicos, apresentaram
disfungdo cognitiva, particularmente em funcdes de execucdo de atividades motoras e
cogni¢do social, tais como atencdo, planejamento e controle de inibi¢do (Sun, 2012). Por
outro lado, cerca de 10% dos individuos com TEA possuem habilidades notaveis para a sua
idade, muitas vezes apresentando habilidades altamente especializadas e nao influenciadas
pelo seu funcionamento global prejudicado (Klin, 2006).

Aproximadamente 20-30% dos individuos com TEA s@o nao-verbais e entre 20 e 25%
apresentam regressdo acentuada em relagdo a linguagem anteriormente desenvolvida (Lord et
al, 2004). Algumas habilidades pré-verbais, tais como: atencgdo, resposta ao discurso, gestos,
imitagdo e comunicagdo simbolica, sdo considerados elementos fundamentais para o inicio da
avaliagdo da comunicagdo verbal (Paul et al, 2007 & 2008). Identificar deficiéncias nestas
habilidades ¢ importante para a intervencao, ja que este nivel de comunicagdo ¢ fundamental

para a aquisicdo da linguagem verbal. Importante ressaltar que apesar de ser observado
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comprometimento da fala em criangas com TEA, foram observados também casos de reversdao
deste quadro, bem como do desenvolvimento tardio (Pickett et al 2009).

Quando as criangas com TEA comecam a desenvolver a fala, algumas caracteristicas
incomuns sdo observadas, como ecolalia. A ecolalia ¢ a repeticdo de um discurso ou palavra
de forma imediata ou tardia, sendo ainda parcial ou total. A ecolalia foi inicialmente
caracterizada como um comportamento indesejavel, no entanto, o individuo com TEA utiliza
desta repeticdo como uma estratégia para se comunicar € em alguns casos a ecolalia tende a
desaparecer (Tager-Flusberg et al, 2005).

Outra alteracdo de linguagem comum nestes individuos ¢ a inversdo do uso do
pronome e parece estar relacionada com a natureza déitica (elemento que tem por objetivo
localizar o fato no tempo e espaco sem defini-lo, Ex: 14, aqui), dos pronomes. Em muitos
casos em que o autista consegue articular palavras e formular frases gramaticalmente corretas,
seu discurso reflete falhas fundamentais de compreensdo e expressao de atitudes e intengdes
(Paul et al, 2011). Estas limitacdes na fala sdo observadas também de forma distintas nos
diferentes tipos de transtornos aos quais engloba o TEA. Em criangas com autismo classico ¢
observado maior dificuldade na estrutura linguistica, mas também ¢ notével dificuldade
quanto ao uso social da linguagem. J4 os individuos com sindrome de Asperger nota-se menos
problemas com estrutura linguistica, mas dificuldade evidente quanto ao uso social eficaz da
linguagem. Enquanto que criancas com transtorno semantico pragmatico, apresentam
dificuldade em compreender as estruturas linguisticas de forma geral (Hage & Guerreiro,
2009).

Aproximadamente 25% das criangas com 2 ou 3 anos de idade que se enquadram nos
critérios de diagnodstico de TEA, comegam a falar e se comunicar de fato aos 6 ou 7 anos e
com isso se estabelecem nos mais diferentes niveis de escolaridade, passando a frequentar a
escola. Porém, mesmo assim, prejuizos sociais geralmente continuam. Quanto aos outros 75%,
a maioria tem alguma melhora com a idade, mas continuam a exigir essencialmente a atencao
dos pais e apoio social (Judith, 2011).

Alguns estudos indicam que menos de 5% das criancas com autismo e dificuldade de
comunicacdo grave conseguem se recuperar suficientemente para uma vida independente. No
entanto, a tolerancia demasiada atualmente aplicada aos critérios de diagnostico, parece ser
uma tendéncia e, portanto, possivelmente responsavel pelo aumento do niimero de casos de
recuperagdo completa. Estudos retrospectivos de acompanhamento durante 20 anos em

pacientes adultos com TEA na faixa etaria de 22 a 46 anos, revelaram que metade destes
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individuos estavam empregados e em alguns casos, trabalhando periodo integral, mas apenas
12% viviam de forma independente, sendo que 56% ainda viviam com os pais (Farley et al,
2009).

Outras caracteristicas clinicas presentes em frequéncia variavel também podem ser ob-
servadas no individuo com TEA. A epilepsia apresenta forte associacdo com autismo, relatada
em até um terco dos individuos adultos com TEA. Pode se apresentar de forma subclinica,
com alteragdes no eletroencefalograma, mas sem convulsdes, e ¢ particularmente frequente no
transtorno desintegrativo (Estecio et al, 2002).

Como o autismo, a epilepsia ¢ um disturbio do cérebro com multiplas causas genéticas
e ndo genéticas e uma gama de fendtipos, sendo os espasmos infantis possivelmente relacio-
nados a sintomas de autismo resultando em ndo desenvolvimento da linguagem e deficiéncia
intelectual, especialmente quando a atividade epileptiforme envolve ambos os lobos temporais.
Como foi observado em uma crianga ndo-verbal com deficiéncia intelectual, autismo e epilep-
sia que apresentou esclerose hipocampal bilateral precoce (Asano et al, 2001).

Os sintomas comportamentais do autismo sdo frequentes também em outras doengas
como na esclerose tuberosa complexa (TSC) e na sindrome do X fragil (SXF), mas estes dois
distirbios, no entanto, representam apenas uma minoria do total de casos de autismo (Dykens
& Volkmar, 1997). Dada a alta taxa de epilepsia em criangas com TSC e a associacdo entre o
autismo e epilepsia, ndo surpreende que 25% dos pacientes com TSC apresentem autismo
(Baker et al, 1998). Na populagdo de pacientes com autismo, numerosos estudos tém citado
taxas de TSC de 1,1% a 1,3%, embora baixa, sdo 30% mais elevadas do que a prevaléncia de
TSC na populagdo em geral (Chakrabarti & Fombonne, 2001).

SXF ¢ uma doenca genética ligada ao cromossomo X que esta significativamente as-
sociada com o autismo e apresenta caracteristicas faciais incomuns, macro-orquidismo na
idade adulta, e de gravidade cognitiva variavel. Ela ¢ causada por um aumento do nimero de
trinucledtido (CGG) que se repetem na regido promotora do gene FMR1 levando a deficiéncia
intelectual denominada X-fragil. Aproximadamente 30% dos individuos com SXF apresentam
espectro autista, entretanto, hd discordancia, sobre o grau de prevaléncia SXF em pacientes
com autismo (Rogers et al, 2001). Estudos epidemiologicos encontraram taxas de SXF entre
7% e 8% em populagdes com autismo (Estecio et al, 2002). As discrepancias em relacdo a
prevaléncia de SXF entre os individuos com autismo podem refletir a limitada confiabilidade
dos testes citogenéticos utilizados no passado em comparacdo com os testes moleculares mais

sensiveis atualmente utilizados (Rutter, 2000).
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A neurofibromatose do tipo I, uma doenga autossomica dominante com manifestacdes
neuroldgicas e cutaneas, a sindrome de Angelman (AS) e sindrome de Prader-Willi (PWS)
que geralmente resultam de delegdes genéticas ou dissomia uniparental em 15q11-q13, tam-
bém podem estar associadas ao autismo em frequéncia menor que TSC e SXF (Sutcliffe et al,
2003).

O autismo também pode estar relacionado a alteragdes do metabolismo celular, tal
como na doenga ou disfun¢do mitocondrial (Filipek et al, 2003). A fenilcetonuria ndo tratada
também tem sido descrita como causa metabolica de autismo, mas ndo se sabe se a fenilceto-
nuria ¢ responsavel pelo atraso mental grave ou pelo déficit especifico da via da dopamina
nestes individuos (Baieli, 2003). Estudos clinicos relatam niveis elevados de acido trico em
até um quarto dos pacientes com autismo e melhora de sintomas com terapia metabdlica anti-
hiperuricosurica. Isto representa uma propor¢ao significativa de casos, mas ndo tem sido am-
plamente avaliado e validado. Nem mesmo os genes responsaveis pela elevacao de acido uri-
co nos pacientes com TEA foram identificados (Page & Coleman, 2000).

Embora a relacdo entre o autismo, causas genéticas e ambientais serem aceitas pelo
meio cientifico, esse nimero € pequeno em relagdo ao total de casos de TEA sem causas esta-
belecidas. Em estudos de base populacional de criangas com autismo, 0s casos com causas
estabelecidas representam uma minoria, aproximadamente 10% dos individuos com autismo.
Mesmo assim, estudos familiares indicam que a genética desempenha papel causal importante
na maioria dos individuos com autismo sem causa estabelecida (Fombonne, 2002; Chakrabar-

ti & Fombonne, 2001).
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4.4 ABORDAGEM GENOMICA PARA TEA

No final da década de 1980, foram realizados estudos com objetivo de avaliar a
herdabilidade para o autismo em gémeos monozigoticos e dizigdticos. Foi encontrado que o
autismo apresenta alta influéncia genética, com indices de herdabilidade de 0,85 — 0,92. Estes
dados foram reavaliados por Smalley e colaboradores que encontraram risco de recorréncia
em gémeos monozigoéticos de 64% e de 9% para gémeos dizigdticos (Monaco & Bailey,
2001).

Nesse sentido, foram realizados estudos em familias, conduzidos pela Universidade da
Califérnia, que encontraram risco de recorréncia de 8,6%, ¢ para familias com duas ou mais
criancas afetadas, o risco se aproximou de 35%, com evidéncias indicando que parentes de
primeiro grau também apresentam maior risco que outros individuos os quais ndo apresentem
parentesco afetado (Messinger et al, 2013).

Quanto a influencia do sexo sobre o numero de casos de autismo, o risco de
recorréncia para TEA em familias em que uma crianga apresenta o transtorno variou de 4%,
se a primeira crianga afetada for do sexo feminino, ¢ 7% caso seja do sexo masculino
(Folstein & Piven, 1991).

Outro indicador de influéncia genética do autismo € que as criangas que se encaixam
nos critérios de diagndstico comportamentais de TEA, quando avaliados geneticamente
apresentam alteracdes em 15 a 40% dos individuos (Schaefer & Mendelsohn, 2008).

Alteracdes em um Unico gene sdo responsaveis por menos de 20% dos individuos com
TEA, enquanto o restante apresenta outros fatores genéticos ou poligénicos causais que po-
dem ser afetados por acdes de ordem epigenéticas e influenciadas pelo ambiente (El-Fishawy
& State, 2010). Assim, hé necessidade do auxilio dos testes genéticos e avaliagdes clinicas
cada vez mais apurados na busca de uma causa para o TEA.

A capacidade de diagnodstico genético relatado na literatura varia de 6 a 40% (Schaefer
et al, 2010) e os distirbios mais comuns envolvendo um gene estdo também relacionados a
sindrome do X fragil e esclerose tuberosa (Devlin & Scherer, 2012). Quando se faz a avalia-
¢do genética destes individuos sdo observadas anomalias cromossdmicas em aproximadamen-
te 7-8% dos pacientes com TEA e os resultados mais consistentes com autismo € o achado de
X - fragil e a duplicacdo materna 15q11-13 (Xu et al, 2004). Por isso, na tentativa de incre-
mentar a capacidade de diagnostico, ¢ recomendavel na literatura o uso de teste por microar-

rays como primeiro teste de triagem para TEA (Battaglia et al, 2013).
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As avaliagdes cromossOmicas por microarranjos sdo capazes de identificar variacao do
nimero de copias (CNVs), que sdo segmentos de DNA que variam de um a varios quilobases
ou até megabases, presente em numero variavel de copias e de forma variavel também em
cada individuo. Se apresentam como ganhos (duplicacdo), perdas (dele¢des), ou rearranjos
complexos. Podem envolver um ou vérios genes e afetar a fungdo deste gene interrompendo
uma regido codificante com alelo dominante ou recessivo, interrompendo a funcao reguladora,
gerando um gene quimérico, ou gerando modifica¢des estruturais de posi¢do do gene no cro-
mossomo. A fun¢ao das CNVs ainda nao foi totalmente compreendida, no entanto, sua contri-
buicao na variagdo gendmica tem se destacado por abranger mais nucleotideos do que o nu-
mero total de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) (Redon et al, 2006).

Quanto a formacao de CNV, a regido genomica ¢ influenciada por segmentos homolo-
gos com pequeno numero de repeticdes de copias (LCR), que se localizam flanqueando esta
regido. Estas sdo geradas por recombinacao homologa nao alélica (NAHR), que entdo, favo-
recem delecdes ou duplicagdes nesta regido como por exemplo, na Sindrome da dele-
cao/duplicagdo 22q11.2 e na duplicagdo reciproca na Sindrome Williams-Beuren (Stankiewicz
& Lupski, 2002) conforme demonstrado na Figura 1. Por outro lado, as CNVs podem nao
estar associadas a nenhum fendtipo evidente, mesmo as grandes CNVs que envolvam multi-

plos genes (Sebat et al, 2004).
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Figura 1. Mecanismo de formag@o de CNVs por NAHR por influencia de LCR.
Adaptado de Mental and Behavioural Disorders and Diseases of the Nervous System » "Challenges in Parkin-
son's Disease", book edited by Jolanta Dorszewska and Wojciech Kozubski, ISBN 978-953-51-2464-1, Print
ISBN 978-953-51-2463-4, Published: August 24, 2016 under CC BY 3.0 license.
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O Colégio Americano de Genética Médica (ACMG - do inglés, American College of
Medical Genetics) sugere que os testes para avaliagdo de CNVs devam ser utilizados como
teste de primeira escolha na avaliacdo pds-natal inicial de individuos com TEA (Manning &
Hudgins, 2010). Para tanto, o Colégio Canadense de Genética Médica (CCMG - do inglés,
Canadian College of Medical Genetics) recomenda a técnica de Andlise Cromossdmica por
Microarranjo (CMA) como a investigacao laboratorial de primeira escolha em casos em que
ndo forem encontradas evidéncias sobre o autismo apds avaliagdo histérica completa e exame
fisico (Duncan et al, 2009).

O CMA ¢ uma técnica citogendmica que supera a resolucdo limitada da citogenética
convencional e permite a ampla cobertura do genoma para as alteragdes cromossomicas mi-
croscopicas e submicroscopicas. Cada avaliagdo genomica por CMA ¢ realizada em um chip
que apresenta resolucdo dez vezes superior a resolucao das investigacdes realizadas por cario-
tipo com bandeamento G. Tendo em vista que o caridtipo consegue diagnosticar rearranjos
cromossomicos com tamanho de 5 — 10 Mb correspondendo a 3 — 5% dos individuos com
deficiéncia intelectual idiopatica e de 3 — 6% quando estes individuos sdo avaliados por FISH
(Hibridizacao Fluorescente in sifu), enquanto CMA consegue avaliar alteragdes com até 100
Kb o0 que possibilita um incremento ao diagnostico de até¢ 25%. O uso desta técnica tem
permitido a descoberta de genes candidatos ao TEA, tornando-se o CMA a técnica mais co-
nhecida de estudos de CNV para distarbios pediatricos (Connolly & Hakonarson, 2012; Mil-
ler et al, 2010; Battaglia et al., 2013).

Em 2010, a Padronizagdo Internacional de Arranjos em Citogenomica (ISCA) realizou
uma avaliacdo em 33 estudos publicados com 21.698 pacientes encaminhados para as investi-
gacdes de alteracdes do desenvolvimento, deficiéncia intelectual, anomalias congénitas multi-
plas, e TEA e concluiu que CMA oferece uma capacidade de diagnostico de 15 a 20% superi-
or a encontrada no caridtipo convencional que apresenta capacidade diagnostica de 3% dos
casos investigados, excluindo o diagnostico de sindrome de Down e outras aberragdes cro-
mossOmicas reconheciveis (Miller et al, 2010). A ISCA, portanto, propds o uso do CMA no
lugar do cariotipo como o teste de diagnostico citogenético de primeira linha para pacientes
com estas indicagoes.

No mesmo ano, o Consoércio de Colaboragdo no Diagnostico do Autismo em Genética
Clinica / DNA avaliou 933 pacientes com TEA, utilizando diferentes metodologias na busca
do melhor diagndstico, encontraram que o cariotipo com bandeamento G apresentou resoluti-

vidade de 2,23%, teste para X fragil com rendimento de 0,46%, ambos menos sensiveis em
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comparagdo com o método CMA, que foi capaz de detectar anormalidades clinicamente signi-
ficativas em 7% dos pacientes. Eles concluiram que, apesar da interpretagdo relativamente
complicada de CNVs de novo ainda com significado desconhecido, o CMA deve ser conside-
rado como parte da avaliacdo inicial de diagndstico de pacientes com TEA (Shen et al, 2010).

Em 2007, Sebat e colaboradores relataram o primeiro estudo de CNVs em familias
com caso de TEA. Foram identificadas CNVs relacionadas ao autismo em 12 (10%) indivi-
duos dos 118 pacientes previamente diagnosticados com autismo. Adicionalmente, foram
identificadas CNVs em 2 (3%) de 77 individuos que apresentavam parentes em primeiro grau
afetado. Dos 196 individuos do grupo controle, 2 deles (1%) também apresentaram CNVs
relacionadas ao autismo. As CNVs associadas ao autismo foram identificadas em 17 loci de
11 cromossomos, sugerindo que varios genes estejam envolvidos na patogénese do TEA (Se-
bat et al, 2007).

A Tabela 1 apresenta um resumo dos resultados de diversos estudos realizados em di-
ferentes coortes para avaliagdo de CNV e TEA e muitos destes estudos sdo de impacto no
campo da pesquisa do autismo, como relatado pela Coordenagdo da Comissao de autismo do

Departamento de Saude e Servigcos Humanos dos EUA (http://iacc.hhs.org/).
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Tabelal. Conclusdes de diferentes coortes de CNVs em individuos com TEA

Conclusoes

Autores

CNVs contribuem com < 1% para susceptibilidade ao
TEA

CNVs sdo de 3 a 5 vezes maior em familias com TEA do
que nos grupos controles, e ¢ maior em familias simplex
do que multiplex *

27% dos pacientes com fenotipo tipico de TEA apresen-
tam CNVs de novo

40% das CNVs sao herdadas de pais sem caracteristicas
de TEA

Muitas CNVs estdo em regioes haploinsuficientes e algu-
mas atuam recessivamente com exclusdo de ambas as
copias de um gene em familias consanguineas

CNVs aparecem em mesmo locus de individuos ndo rela-
cionados, como: duplicagdo 15q11-q13; delegdes / dupli-
cacdo em 16p11.2; duplicagdo em 17p11.2

CNVs, TEA e genes associados a complexos sinapticos:
SHANK?2, SHANK3, NRXN1, NLGN4

CNVs, TEA e genes em distirbios neuropsiquiatricos ¢ do

desenvolvimento neurolégico: TDAH, SZ, e ID

Marshall et al, 2008; Weiss
et al, 2008; Kumar et al,
2008; Glessner et al, 2009

Sebat et al, 2007; Marshall et
al, 2008; Weiss et al, 2008;
Kumar et al, 2008

Jacquemont et al, 2006; Mor-
row et al, 2008

Sebat et al, 2007; Marshall et
al,2008; Jacquemont et al,
2006

Morrow et al, 2008

Marshall et al, 2008; Szatma-
ri et al, 2007; Weiss et al,
2008; Kumar et al, 2008;
Christian et al, 2008;
Jacquemont et al, 2006;
Glessner et al, 2009; Sebat et
al, 2007; Marshall et al,
2008; Weiss et al, 2008;
Kumar et al, 2008; Christian
et al, 2008; Glessner et al,
2009; Weiss et al, 2008

Sebat et al, 2007; Marshall et
al, 2008; Szatmari et al,
2007; Weiss et al, 2008;
Jacquemont et al, 2006; Mor-
row et al, 2008; Glessner et
al, 2009

Marshall & Scherer, 2012

*Simplex: um filho com TEA. Multiplex: mais de um filho com TEA.

Em um estudo desenvolvido por Jennifer e colaboradores (2013) foram avaliados, pela
técnica de microarray, 215 pacientes com TEA ou deficiéncia de aprendizagem. Os resultados
revelaram que um em cada cinco pacientes apresentaram alguma microdelecdo ou microdu-
plicagdo relevante quando avaliado por esta metodologia. O cromossomo 15 foi encontrado

como 0 cromossomo mais comum relacionado ao TEA, conforme relatado anteriormente na
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literatura por Schroer et al, 1998. Este estudo ainda revelou que dos pacientes com TEA, 13
dos 65 (20%) apresentaram pelo menos uma anormalidade na andlise por microarray. Nestes
13 pacientes foram encontradas 14 alteracdes, incluindo 6 alteragdes que favorecem o fenoti-
po de TEA (36%) e 8 com significado desconhecido (64%). Ainda em relagdo aos 13 pacien-
tes, 3 (23%) tinham uma histéria familiar de TEA, 3 (23%) tinha macrocefalia, e 4 (31%)) ti-
nham caracteristicas dismorficas. Nenhum dos pacientes com TEA e com resultados de mi-
croarranjos alterados apresentavam histdrico de convulsdes. O intervalo de tamanho das
CNVs destes pacientes foi de 966 + 1.464 Kb.

Importante notar que diferentes CNVs exibem graus de penetrancia diferentes para
TEA dependendo de varios fatores, incluindo a fun¢ao do gene afetado (Weiss et al, 2008;
Kumar et al, 2008; Glessner et al, 2009). As CNVs com maior impacto sobre o autismo nor-
malmente sdo de origem de novo e sdo encontradas com maior frequéncia associada a sinto-
mas mais graves, por exemplo, delegao 15q11-q13, delecao 16p11.2 e 22q13 envolvendo o
gene SHANK3. Algumas tém efeitos moderados ou leves e exigirdao um segundo estimulo para
atuar sobre o fenotipo de TEA, por exemplo, delecdo 15q11.2 (de Kovel et al, 2010), delegdo
16p12.1, (Girirajan et al, 2010) e algumas mutacdes em SHANK?2 (Leblond et al, 2012). Ou-
tras demonstram variacao fenotipica e podem ser observadas em individuos que ndo apresen-
tam TEA, sendo que as CNV que geram delecdes, sdo responsaveis por maior gravidade no
fenotipo em todo o espectro de doengas do desenvolvimento neurologico em comparagdo com
as que geram duplicacdes (Cook & Scherer, 2008; Coe et al, 2012).

Por vezes, os ganhos e perdas que envolvem multiplos genes no mesmo locus podem
levar a fendtipos sobrepostos ou muito diferentes. Outros fatores potenciais independentes e
que merecem atencao sdo fatores epigenéticos e ambientais. Todos esses fatores precisam ser
considerados com cuidado na interpretagdo e posterior aconselhamento genético para uma

doenca complexa como TEA (Cook & Scherer, 2008).
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4.4.1 Genes Candidatos

Muitos estudos estdo sendo realizados na tentativa de compreender a associagdo entre
genes e autismo. Com isso, € crescente a busca de painéis de genes e de marcadores genéticos
comuns para grupos de familias com mais de um filho com autismo (multiplex), bem como na
pesquisa citogenética para anormalidades hereditarias ou de novo de forma individual. Usan-
do varios marcadores, os cromossomos sao avaliados quanto a regides que apresentem pontos
de quebra, translocacdes, duplicacdes e delecdes. Estas regides podem entdo ser examinadas
quanto a presenca de genes que sdo potencialmente envolvidos na patogénese do TEA (Re-
becca et al, 2004).

As alteragdes citogenéticas encontradas no locus 15q11-q13 por exemplo, sdo encon-
tradas com maior frequéncia em pacientes com TEA, variando de 1 a 4% (Herzing et al,
2001). Varios estudos populacionais e relatos de casos tém descrito duplicagdes, (Gurrieri et
al, 1999; Herzing et al, 2002; Bolton et al, 2001) delec¢des, (Schroer et al, 1998; Nurmi et al,
2001) e inversdes (Wolpert et al, 2001; Borgatti et al, 2001) neste locus. As duplicacdes po-
dem ocorrer como repeticdes em tandem e intersticiais (de tal modo que multiplas copias des-
te locus podem estar presentes no cromossomo) ou como um cromossomo isodicentrico su-
pranumérico 15 (um cromossomo 15 extra com 1 ou 2 cdpias da regido 15q11-q13), levando a
trissomia ou tetrassomia de genes do locus 15q11-q13 (Sutcliffe et al, 2003). Algumas dupli-
cacdes sdo herdadas de origem materna e parecem causar autismo por genes nao silenciados
(Filipek et al, 2003). Varios pesquisadores descreveram um “fenotipo - cromossomo 15 " em
individuos com duplicagdes em regides deste cromossomo, estabelecendo graus variaveis por
ataxia, atraso de linguagem, epilepsia, deficiéncia intelectual e dismorfologia facial (Borgatti
et al, 2001; Boyar et al, 2001).

As alteragdes citogenéticas da regido 15q11-ql3 apresentam varios genes alvos que
devem ser investigados bem como seus produtos, por exemplo, o acido gama amino butirico
(GABAA). Trata-se do produto de um grupo de genes e estdo associados também aos genes
dos receptores deste produto (genes de trés subunidades receptoras: GABRB3, GABRAS e
GABRG?3). Estao fortemente relacionados a patogénese do autismo, dado o seu envolvimento
na inibicdo das vias neurais excitatorias e a sua expressao no desenvolvimento neuronal
(Owens & Kriegstein, 2002). Isso foi demonstrado em ratos deficientes em GABRB3 os quais
apresentaram epilepsia e alteragdes eletroencefalograficas, bem como déficit de aprendizagem
e de memoria remanescentes, assim como em pacientes com TEA (Huntsman et al, 1999;

DeLorey et al, 1998). Estudos de desequilibrio de ligacdo (DL) também apontaram para o
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envolvimento da regido do gene GABAA. Descobriram DL em marcadores proximos ao gene
GABRB3 e ao gene GABRG3 (Martin et al, 2000; Bass et al, 2000).

Outro gene no locus 15q11-q13 de origem herdada ¢ o gene UBE3A4, presente na sin-
drome de Algeman. A expressdo de UBE3A4 ¢ predominantemente no cérebro humano, e ¢
regulada por mecanismos complexos envolvendo imprints e possivelmente silenciamento
(Herzing et al, 2002).

Em um estudo de uma populacdo autista usando marcadores abrangendo regido de
transloca¢do conhecida, 15q11-q13, os pesquisadores encontraram DL com um marcador a 5’
do gene UBE3A, favorecendo uma possivel relagdo entre o gene da sindrome de Algeman e o
autismo (Nurmi et al, 2001). J& foram encontrados casos de individuos que apresentam altera-
¢do na regido 15q11-ql3 mas que ndo desenvolveram TEA, o que sugere que a mutagdo ex-
clusiva nesta regido e envolvendo estes genes ndo ¢ suficiente para causar o autismo evidenci-
ando a necessidade de multiplos genes de susceptibilidade em diferentes cromossomos (Rine-
er et al, 1998).

Alteragdes cromossomicas também foram encontradas na regido 7q22.q33 (Yan et al,
2000; Scherer et al, 2003). A proteina reelina (RELN) ¢ codificada por genes localizados nesta
regido, a qual foi definida como regido susceptivel a translocagdes cromossomicas. Reelina ¢
uma grande glicoproteina secretada potencialmente durante o desenvolvimento fetal com acgao
sobre regido de migracdo neural (Hong et al, 2000). Destaca-se por se ligar a receptores neu-
ronais e pode estar relacionada a patologia do autismo por estes individuos apresentarem dis-
funcgdes nestas células (Bailey et al, 1998). Tais disfungdes afetam o desenvolvimento cortical
e cerebelar e a atividade neuronal cerebelar, sendo estes os achados patologicos mais robustos
no autismo (Kemper & Bauman, 2002). Outro estudo observou uma associagdo entre indivi-
duos com TEA e uma longa repeti¢ao de trinucleotideos polimoérficos localizados a 5° da re-
gido do gene RELN, e por analise de Western blot de cortex cerebelar postmortem a partir de
5 individuos com autismo demonstraram uma reduc¢ao de 44% nos niveis de proteina RELN
em comparagdo com 8 individuos do grupo controle ndo-autistas (Persico et al, 2001).

Numerosos outros genes estdo sob investigacdo no locus 7q22-q33. Uma pesquisa
analisou o cromossomo 7 e seus pontos de interrup¢do em 3 pacientes com autismo. Estes
pontos de interrupcdo estavam localizados em 3 regides diferentes e afetaram os genes
FOXP2, NPTX2 (pentraxina neuronal 2), e um RNA transcrito ndo codificado e marcado por
TCAG 4133353 (Scherer et al, 2003). O gene NPTX2 parece estar relacionado a origem si-
naptica excitatéria e se localiza em 7q22.1. J4, ambos FOXP2 e TCAG 4133353 estdo silenci-
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ados em pacientes com distirbios de fala e linguagem e, portanto, a regido 7q31-q33 ¢ desig-
nada uma regido da linguagem e da fala (Lai et al, 2000). Distarbios da linguagem e da comu-
nica¢do constituem um traco fundamental do fenotipo autista e estudos mostram que familia-
res de individuos com autismo tém taxas mais elevadas de dificuldades sociais e de comuni-
cacdo que os individuos controle (Folstein & Mankoski, 2000). A mutacdo do gene FOXP2
foi identificada em uma analise genética de uma familia britdnica ndo autista com disturbios
de linguagem e do desenvolvimento da fala (Lai et al, 2001). Embora os membros da familia
ndo apresentem autismo a importancia do gene FOXP2 no autismo ¢ relevante (Newbury et al,
2002). Existem outros genes na regiao 7q31-q33 como o gene IMMP2L. Este gene também
foi identificado como local de um ponto de interrupcao cromossdmica em um paciente com
sindrome de Tourette e autismo, (Petek et al, 2001). Bem como o gene RAY! / ST7 também na
regido 7q31-q33, foi encontrado bloqueado por um ponto de interrup¢ao de translocagdo em
uma crianga com autismo (Vincent et al, 2000).

Os ensaios citogenéticos € o sequenciamento de todo genoma, sdao técnicas para a
identificacdo de genes relevantes, independente de uma hipdtese associada a fisiopatologia do
autismo. Com isso, aumenta-se a possibilidade destes estudos empiricos encontrarem genes
envolvidos a distirbios de linguagem, defeitos de neurotransmissores, ou anormalidades me-
tabolicas no autismo que de outra forma seriam negligenciados. Em contrapartida, ha necessi-
dade de estudos conduzidos por hipoteses que possam prever o envolvimento de alguns genes
candidatos com base em evidéncias clinicas e empiricas. Por exemplo, um pesquisador podera
observar redugdo dos sintomas do TEA com certas intervengdes farmacologicas e depois
comparar as diferengas nos genes que regulam os respectivos metabolitos endogenos em paci-
entes afetados, em relacao a individuos controle (Rebecca et al, 2004). Os estudos de associa-
¢do sdo cruciais neste tipo de pesquisa, ndo so por avaliar polimorfismos em genes seleciona-
dos sem evidéncias anteriores de analise citogenética ou gendmica, mas também porque nao
ha evidéncia empirica de que o produto do gene pode estar relacionado a patogénese da doen-
ca. Inibidores da recaptacdo da serotonina, antagonistas da dopamina, e algumas drogas adre-
nérgicas apresentam efeitos favoraveis sobre os sintomas comportamentais do autismo; por-
tanto, os genes que codificam para os receptores de neurotransmissores ou destas substancias

sdo alvos para estes tipos de estudos genéticos (McDougle & Posey, 2002).
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5. OBJETIVO
5.1 Objetivo Geral
e Investigar CNVs de ganho e de perda, pela técnica CMA, em pacientes
com indicacao clinica para TEA.
5.2 Objetivos Especificos
e Aplicar a entrevista Escala de Avaliagao do Autismo na Infancia (CARS).
e Aplicar a entrevista Revisada de Diagnostico de Autismo (ADI-R).
e Avaliar o padrao de distribuicdo de CNVs para pacientes com suspeita cli-
nica de TEA.
e Apresentar os principais genes que possam estar potencialmente envolvi-

dos com TEA nos pacientes diagnosticados.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Selecao dos Participantes

Foram encaminhados, por médicos assistentes das redes municipal e estadual de sau-
de, ao Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goids (NPR) e ao Laboratoério de Citogenética
Humana e Genética Molecular (LaGene/SES-GO) 8 pacientes com indicagdo clinica de TEA.
ApoOs esclarecimentos sobre o projeto, os responsaveis pelos pacientes foram convidados a
participar do estudo e todos concordaram e assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). A figura 2 ilustra o fluxograma de sele¢do dos pacientes e os ensaios
laboratoriais que foram realizados para a confirmacao do diagnoéstico clinico. Os pais e/ou
responsaveis pelo paciente com suspeita de TEA passaram por uma entrevista estruturada
usando o Questionario Escala de Avaliacdo do Autismo na Infancia (CARS, do inglés Chil-
dhood Autism Rating Scale) e o Questionario Revisado de Diagnostico de Autismo (ADI-R,

do inglés Autism Diagnostic Interview-Revised).
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Figura 2: Fluxograma indicando o encaminhamento, selegdo, triagem e metodologias utilizadas na tentativa de elucidagao
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perdas ou ganhos

diagnostica de casos de TEA. V.R: Valor de Referéncia.
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6.1.1 Critérios de Inclusiao
e Pacientes com indicacdo clinica de Transtorno do Espectro do Autismo, cujos pais
e/ou responsaveis concordarem voluntariamente em assinar o TCLE.
o Pacientes que pontuarem no questionario ADI-R ou CARS.
6.1.2 Critérios de Exclusiao
o Pais ou responsaveis que ndo concordarem em assinar o TCLE.
o Pacientes com idade inferior a 2 anos de idade.
e Pacientes que ndo obtiverem pontuagdo acima dos scores estabelecidos na entrevista
ADI-R ou CARS.
o Pacientes que apresentarem resultado positivo para X fragil.

o Pacientes que apresentaram alteracdes numéricas e/ou estruturais no cariotipo.

6.2 Aplicacao dos Questionarios CARS e ADI-R

O CARS ¢ um questionario a ser aplicado a pais ou responsaveis de individuos com
suspeita de TEA. Foi utilizado, neste trabalho, para definir a presenca deste transtorno e men-
surar o grau de comprometimento em leve, moderado ou acentuado, ou mesmo para excluir
essa condi¢do, principalmente no que tange a criangas com comprometimento do desenvolvi-
mento sem TEA. E um teste muito utilizado no auxilio ao diagnostico do autismo e por isso
foi traduzido e validado para varios idiomas incluindo o portugués (Brasil) (Pereira et al,
2008). Pode ser aplicado em criancas maiores de dois anos de idade e € composto de 15 itens
que avaliam 14 aspectos geralmente presentes em individuos autistas sendo: relagdes pesso-
ais, imitagdo, resposta emocional, uso corporal, uso de objetos, resposta a mudangas, resposta
auditiva, resposta ao uso sensitivo, medo e nervosismo, comunica¢do verbal, comunica¢io
nao verbal, nivel de atividade, resposta intelectual, além de um item referente a impressao
causada ao condutor da aplicagdo. A crianga ¢ avaliada usando uma escala de pontuacao de 1
a 4 com pontuagdes intermediarias de meio ponto (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4). Em seguida, ¢
feito o somatdrio da pontuagdo obtida que pode variar de 15 a 60 pontos. A pontuagao indica
auséncia, ou o grau de comprometimento da crianga assim definido: 15 — 29: auséncia de au-
tismo, 30 — 36: autismo leve — moderado e > 36: autismo grave.

O ADI-R (do inglés, Autism Diagnostic Interview, Revised — Entrevista de Diagnostico
de Autismo, Revisado) ¢ uma entrevista realizada com pais ou responsaveis de criangas maio-
res de dois anos de idade com suspeita de TEA que ja foi traduzida e validada para ser aplica-

da em portugués (Brasil). Inclui 93 itens em trés areas de observagdo e comportamento:
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anormalidades de interacdo social reciproca (A), anormalidades de comunicagdo (B) e padrao
comportamental restrito, repetitivo e estereotipado (C). Um quarto item corresponde a idade
em que os sintomas de TEA se manifestaram (D) que deve ser preenchido somente quando os
sintomas se iniciarem antes 36 meses. Todos os itens no ADI-R sdo codificados para compor-
tamento atual e anterior. Além das trés areas de avaliagdo de comportamento citados acima,
os individuos também sao avaliados quanto a idade em que as anormalidades de desenvolvi-
mento tornaram-se evidentes, tendo por pardmetro 36 meses de idade.

Cada resposta a questdo aplicada corresponde a uma pontuagdo que ¢ convertida, com
base em uma tabela do questiondrio, em um score. Os scores das areas de comportamento
especificas (A, B, C e D) sao somados e a presenca ou nao de caracteristicas autisticas ¢ de-
terminada pelos pontos de corte, incluindo o item correspondente a idade de inicio de sinto-
mas sendo: A = 10; B = 8 (para individuos que apresentam fala consistente = verbal); B = 7

(para individuos que ndo apresentam fala consistente = ndo verbal); C=3 D =1.
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6.3 Coleta e Processamento das Amostras
Ap6s assinatura do TCLE foram obtidas as amostras biologicas dos pacientes, correspon-

dendo a 10 mL de sangue periférico em tubos contendo EDTA e heparina separadamente.

6.3.1 Cariétipo com Bandas G
As amostras de sangue periférico heparinizado foram submetidas a cultura de linfoci-
tos T conforme protocolos convencionais para a obtencdo de metafases. Para a analise do ca-
ridtipo por bandas G, as ldminas foram envelhecidas por sete dias e posteriormente tratadas e
coradas. Para a analise cromossdmica, as metafases foram capturadas com auxilio de micros-

copia de luz e analisadas pelo software [Karos (Metasystems Corporation).

6.3.2 Extracido e Quantificacio das Amostras de DNA
Para a extracdo de DNA foi utilizado o Kit de extragdo de DNA
[NlustraBloodGenomicPrep® Mini Kit (GE Healthcare, EUA). A quantificacio da
concentragdo de DNA (ng/uL) existente em cada amostra foi realizada em um
espectrofotometro NanoVue® Plus (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido). Ambos os

procedimentos foram executados de acordo com os protocolos sugeridos pelos fabricantes.

6.3.3 Pesquisa para X-fragil por Deteccio de Repeticoes CGG no Gene
FMR1

Para a realizacao desse ensaio foram utilizados DNA extraidos de sangue periférico

dos pacientes selecionados. Apods a extragdo, foi realizada reacdo de PCR com iniciadores
especificos, de acordo com o kit AmplideX® FMR1 PCR (Asuragen), seguindo as instrugdes
do fabricante. Esse ensaio ¢ especifico para a deteccao de repetigoes CGG do gene FMRI,
sendo capaz de detectar mutacdes completas em pelo menos 1300 repetigdes CGG e as pré-
mutagdes. Apds a reagdo de PCR, foram realizadas corridas eletroforéticas em um sequencia-

dor de capilar (3500, Applied Biosystems).

6.3.4 Analise Cromossomica por Microaaranjo
A CMA foi conduzida em um GeneChip CytoScan HD® (Affymetrix — Estados
Unidos da América, EUA), uma matriz de genotipagem abrangente para o genoma humano.
Esta matriz apresenta ampla cobertura do genoma e maior desempenho para a andlise de

alteracdes cromossomicas humanas, sendo capaz de detectar variagdes genéticas estruturais.

33



O CytoScan HD® possui mais de 99% de sensibilidade na detec¢io de CNVs, determinagio
de perda de heterozigose (LOH) e baixos niveis de mosaicismo. A matriz do chip possui cerca
de 2,6 milhdes de copias de marcadores, incluindo aproximadamente 750 mil SNPs e cerca de
2 milhdes de sondas ndo polimorficas. As sondas que integram o chip apresentavam tamanho

de 25 pb.

6.3.4.1 Descricao do Método de Genotipagem Array
A metodologia consiste em um ensaio composto por multiplas sondas de hibridizacao
alelo-especificas que sdo complementares as regides de SNP presentes na fragao reduzida do
genoma amplificado no ensaio. As sondas sdao constituidas de 25 oligonucleotideos, com o
SNP varidvel localizado no 13° nucleotideo. Elas sdo redundantes e espalhadas ao longo do
chip, para atenuar quaisquer efeitos da variacdo devido a localizacdo fisica na matriz. Cada

sonda tem uma localizagao fixa no arranjo do chip.

A metodologia se iniciou com uma digestdo do DNA amostral com uma enzima de
restri¢do (Nspl/) fornecida pelo fabricante. Este passo requer aproximadamente 250 ng de
DNA. Em seguida, o DNA digerido foi ligado a adaptadores especificos e, amplificados por
PCR, mediante o uso de primers universais. O DNA fragmentado por digestdo enzimatica e
amplificado foi marcado com biotina e hibridado no GeneChip® HD por 18 horas. Apds a
hibridizacio, os chips foram digitalizados no GeneChip® Scanner 3.000 7G (Affymetrix, Es-
tados Unidos da América). Ao final da digitalizagdo, os sinais luminosos foram lidos e captu-
rados pelo software AGCC® (Affymetrix, EUA) gerando arquivos CEL, e as andlises dos da-
dos foram realizadas pelo software Chromosome Analysis Suite®2.0 (ChAS®, Affymetrix,
EUA). Os arquivos CEL obtidos pelo escaneamento dos chips foram usados para estabelecer

0s genotipos.

A selecao das CNVs encontradas foi baseada na comparacao com os bancos de dados
do préprio Cytoscan HD® (Affymetrix, EUA) bem como de um outro banco de dados deno-
minado DGV (The Data Base of Genomic Variants). A relagdo das informagdes contidas em
ambos bancos de dados se deu por inclusdo de achados de CNVs encontradas na populacao,

mas que nao revelavam fenotipo de relevancia, sendo entdo definidas como comuns.

As duas principais métricas de controle de qualidade do GeneChip™ HD array foram

Median Absolute Pairwise Difference (MAPD) e SNP-QC, escores que se aplicam para mar-
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cadores de numero de copias e SNP, respectivamente. Para o cenario do presente estudo foram
usados os parametros de MAPD <0.25 e de SNP-QC >15.
7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo foi realizado em 8 individuos, sendo 6 do sexo masculino € 2 do sexo femi-
nino, com faixa etaria entre 2 a 15 anos de idade, que foram encaminhados ao NPR-PUC Goi-
as / LaGene/LACEN/SES com indicagao clinica de TEA, por médicos da rede publica de sau-
de (SUS).

Os responsaveis pelos pacientes assinaram o TCLE atestando autorizacdo para utiliza-
¢do de seus dados com finalidade de pesquisa. Assinaram também autorizagdo para divulga-
¢do em banco de dados de pesquisa genética: DECIPHER (do inglés, Database of Chromoso-
mal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources - Banco de Dados de De-
sequilibrio Cromossomico e Fenotipo em seres Humanos utilizando o Ensembl) e também
forneceram informagdes para preenchimento de protocolo de atendimento com informagdes
clinicas de relevancia. Concordando com as condi¢des ¢ assinando documenta¢ao necessaria
os responsaveis pelos pacientes participaram da aplicagdo de entrevista de triagem — CARS
(do inglés, Childhood Autism Rating Scale — Escala de Classificacdo de Autismo na Infincia),
com a finalidade de definir se os individuos com indicagdo clinica de TEA de fato apresenta-
vam algum grau de comprometimento que caracterizasse o distirbio. Ao final da aplicagao da
entrevista foi gerada uma pontuagdo com base nas respostas obtidas. A pontuagdo define, em
uma primeira etapa, a presenca ou nao de caracteristicas que sugerem TEA. Dos oito indivi-
duos avaliados, seis apresentaram pontuacdo acima do score minimo para defini¢do de com-
prometimento autista, sendo os scores assim definidos: 15 a 29 sem autismo, 30 a 36 autismo
leve-moderado e 37 a 60 autismo grave conforme demonstrado na Tabela 2.

Em seguida, os responsaveis responderam a uma série de perguntas que compunham a
entrevista denominada ADI-R, com a finalidade de definir qual tipo e grau de comprometi-
mento autista o individuo apresentava. Apos a realiza¢do desta entrevista foram gerados sco-
res que demonstravam grau de comprometimento compativeis com a indicagdo clinica de-
monstrados na Tabela 2.

Apos a aplicagdo dos questionarios para inclusdao dos pacientes no estudo, os 8 indivi-
duos passaram pela etapa de coleta de material bioldgico. Nesta etapa foi coletado sangue
periférico de cada individuo para realizacao do cariotipo, pesquisa para X-fragil e CMA. O
primeiro teste realizado foi o cariotipo com bandeamento G que nao revelou alteragdes cro-

mossOmicas numéricas e/ou estruturais (46, XX ou 46, XY).
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Tabela 2. Resultados de questionarios, entrevistas e testes genéticos dos pacientes com indi-

cacdo de TEA incluidos no estudo

PROBANDO CARS ADIR Cariotipo X-Fragil (Repeti¢ées CGG)

1 30 A=11;B=6;C=0;D=5 46, XX 28-31***

Q%% 48 A=19;B=16,C=6 46, XY 31

3@ 34,5 A=22;B=12;C=6;D=5 46, XY 29

4% 42,5 A=22;B=7,C=3;,D=4 46, XY 29

5 36 A=12;B=11;C=4;,D=3 46, XY 283

6 32,5 A=20;B=11;C=0;D=5 46, XX Indeterminado

7 26 A=20;B=8;C=6;D=4 46, XY 30

8 23 A=13;B=8;C=2;D=3 46, XY 30

Valor de referéncia: CARS: 15 a 29 = sem autismo. 30 a 36 = autismo leve-moderado. > 37 = autismo grave.

ADIR: A=10; B =8 (verbal); B =7 (ndo verbal); C =3 D =1 (aplicavel para sintomas antes 36 meses). Sendo
(A) anormalidades de interagao social reciproca, (B) anormalidades de comunicagdo, (C) padrdo comportamental
restrito, repetitivo e estereotipado e (D) corresponde a idade em que os sintomas de TEA se manisfestaram que
deve ser preenchido somente quando os sintomas se iniciarem antes 36 meses. X-Fragil: <45 repeti¢des CGG =
Normal; 45 a 54 = intermediario; 55 a 200 = pré-mutag¢do; > 200 = mutacdo completa. *Nao Verbal. ** Inicio

dos sintomas ap6s 36 meses. *** Correspondente aos dois alelos.

Posteriormente a realizagao do cariotipo, os 8 pacientes foram avaliados quanto a presenga
de repeti¢coes de trinucleotideos CGG na regido promotora do gene FMRI, com a finalidade
de distinguir os individuos que apresentavam sindrome do X-fragil (SXF), dos individuos
com TEA. Os resultados encontrados revelaram auséncia de repetigdes que caracterizasse a
SXF em 6 dos 8 pacientes avaliados. O individuo TEAO5 apresentou resultado acima do valor
de referéncia (V.R), com 283 repeticdes CGG o que caracteriza mutacao completa para o gene
FRM1, portanto ele recebeu o diagnéstico para SFX e por isso, foi excluido da etapa seguinte
que ¢ a realizagdo do CMA. O paciente TEA06 apresentou resultado indeterminado, sendo
necessario repeticao da técnica para confirmagdo e exatiddo do resultado obtido por isso tam-
bém nio foi avaliado por CMA (Tabela 2).

Os 6 pacientes que apresentaram auséncia de alteragcdes na avaliagdo para X-fragil segui-
ram para a etapa de realizacdo da técnica de CMA para serem avaliados quanto a presenga de
ganhos e perdas gendmicas. Apos a identificagdo das CNVs de ganho ou perda foram identifi-
cados e analisados os genes de relevancia para TEA, sendo considerados como tal, os genes
que apresentassem qualquer associagdo com sinais fenotipicos presentes no TEA ou a distur-
bios de origem e fun¢ado relacionados ao sistema neuroldgico. Os resultados estao apresenta-

dos na Tabela 3.
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PROBANDO TEA 01

Probando do sexo feminino. Filho de casal ndo consanguineo. Idade do pai e da mae no
momento do parto, 35 e 25 anos respectivamente. Probanda com 11 anos e 3 meses de idade
quando da assinatura do TCLE. A irmandade incluia trés meninos saudaveis de 17 e 12 anos e
um meio irmao materno de 5 anos. Apresenta dois tios maternos com ma formacgdes fisicas
sem identificagao de origem. Familia sem historia prévia de abortamento. O probando apre-
sentava altura de 1,40m e peso de 14Kg, boa socializagdo, disturbios motores e da fala. No
encaminhamento, o médico assistente apresentou a indicagdo clinica de retardo mental grave
com comportamento autista de provavel etiologia genética.

Em relagdo ao ganho que encontramos na regiao 2q12.2 com 240 Kb de tamanho (figura
3A), os achados na literatura envolvendo o cromossomo 2 ¢ TEA sdo evidentes. No entanto,
estes achados se apresentam como perdas gendmicas em tamanho muito superiores ao identi-
ficado em nosso estudo o que permite a sua observagao pela técnica de cariotipo (Newbury et
al, 2008, Casas et al, 2004). O gene ST6GAL2 encontrado nesta regido foi relatado expresso
em células de neuroblastoma, bem como seus diferentes transcritos foram encontrados no
cortex cerebral humano. A proteina hST6Gal 11 também foi detectada nas quatro areas do cor-
tex cerebral. Portanto, com base na correlagdo dos fatores de transcricdo potencialmente en-
volvidos na regulagdo do ST6GAL2, pode-se supor que hST6Gal II possa ser necessaria du-
rante o desenvolvimento do cérebro, para funcgdes seletivas do tipo celular no cérebro e possi-
velmente em condigdes patologicas. De fato, foi demonstrado que o locus genético ligado a
encefalopatia necrotica aguda autossomica dominante (ADANE) contém quatro genes inclu-
indo ST6GAL?2. Embora nenhuma mutacdo tenha sido encontrada nas regides de codificacio
destes genes, ndo se pode excluir mutagdes nas sequéncias promotoras que poderiam alterar a
expressao dos genes (Lehoux et al, 2010).

Dentre os achados referentes a este paciente, destacamos um ganho na regidao 15q13.3,
com 440 Kb de tamanho, 572 marcadores e envolvendo o gene CHRNA7 (Figura 3B). Alguns
estudos revelaram fenotipos de TEA em pacientes com CNV’s de ganho e de perda na regido
15q11-q13, destacando a regido 15q13.3. Duplicagdes em toda a regido 15q11-q13 se dividem
em duas categorias: as que nao envolvem a regido das sindromes de PraderWilli e Angelman
(regido critica de Prader-Willi / Angelman, PWACR), estas duplicagdes parecem ser sem efei-
to clinico, sao geralmente familiares e podem ser consideradas como um polimorfismo normal
e a segunda categoria de duplicagdes inclui a regido PWACR, se apresentam como familiar ou

de novo em sua origem e foram encontradas em associacdo com atraso no desenvolvimento e
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TEA (Bolton et al, 2001). Estima-se que 1% dos individuos com TEA apresentem essa dupli-
cacdo associada a Prader-willi/Angelman, sendo herdada maternalmente. No entanto, nosso
achado corresponde apenas a regido 15q13.3, sendo, portanto, bem menor que a regido 15q11-
ql3 relatada.

Nesse sentido, dado a complexidade genotipica dos achados em duplicacdo e a presencga
de achados fenotipicamente normais relacionados as CNV's de ganho nesta regido, as analises
de sequéncia da regido de codifica¢do tém sido investigadas principalmente em pacientes por-
tadores de microdele¢do (Masurel-Paulet et al., 2010). Informagdes relacionadas a deleg¢des
nesta regido serdo melhor detalhadas no paciente TEA 03, ja que este apresenta uma perda em
15q11.2.

Adicionalmente, foram encontrados na literatura, casos de CNV’s de duplicacdo relevan-
tes envolvendo a regido encontrada neste paciente, como a CNV envolvendo o gene CHRNA7
em 15q13.3, relatada por Masurel-Paulet, et al. (Masurel-Paulet et al., 2010). O gene CHR-
NA?7 foi citado, ainda por este estudo, como principal gene associado ao TEA que também foi
identificado em nosso estudo. Mesmo assim, e apesar de considerarem que CHRNA7 seja o
gene causador de diversas doengas neuroldgicas, os estudos ndo possibilitam fazer associag@o
direta entre o achado genético e o fenotipico devido ao niimero limitado de casos relatados
(Bacchelli et al, 2014; Butler et al, 2014), por isso se faz necessario ampliar o nimero de rela-
tos e 0 uso de metodologias mais sensiveis, como sequenciamento, para que novos casos se-
jam avaliados com objetivo de ampliar os achados genomicos para TEA.

Em relagdao ao achado envolvendo o cromossomo X, destacamos que existem muitos ca-
sos de associagdo entre as mais diversas alteragdes genéticas referentes a este cromossomo e a
deficiéncia intelectual (DI). Mas ¢ importante lembrar que a DI, estd também frequentemente
associada ao autismo, presente em até 30% dos casos de TEA e 67% de autismo cléssico, sen-
do observadas mutagdes em varios genes no cromossomo X em individuos com DI que tam-
bém explicam o fenotipo autista, sugerindo que autismo e DI podem compartilhar uma etiolo-
gia genética comum (Bhat et al, 2008; Piton et al, 2008). Isto pode ser observado no caso de
uma microdelegdo de 167 kb de tamanho envolvendo o gene PTCHDI na regido Xp22.11
(Noor et al, 2010). Nesse sentido, destacamos nosso achado em Xp22.33 com 370 Kb de ta-
manho e 379 marcadores que, diferentemente do caso relatado, trata-se de um ganho envol-

vendo regido Xp22 e que nao foi observado envolvimento de genes (Figura 3C).
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Em relacdo a perda encontrada em 5p13.2 (Figura 4A) existem relatos na literatura de pa-
cientes com TEA associados a ganho e ndo a perda nessa regido. Como no trabalho de Van, et
al. (Van et al, 2016) que descreveu quatro casos de individuos com ganhos nessa regido apre-
sentando tamanho aproximado de 180 Kb. Destes, 3 apresentavam mutagdo envolvendo o
gene SLCIA3 e o unico individuo que ndo havia sido diagnosticado com TEA possivelmente
teria diagnostico conclusivo assim que a idade lhe permitisse preencher tais critérios. Quanto
aos genes WDR7(0 e NUPI55, ja foram descritos dois casos de individuos apresentando dupli-
cacdo no cromossomo 5 com 1,07 e 0,33 Mb de tamanho, respectivamente. As CNVs encon-
tradas em ambos apresentavam os genes WDR70 e NUP155, dentre outros genes envolvidos.
Além disso, ambos individuos apresentavam atraso no desenvolvimento e deficiéncia intelec-
tual (Yan et al, 2008).

Encontramos também uma perda em 14q11.2 com 400 Kb de tamanho e com 648 marca-
dores, mas nao observamos genes de relevancia para TEA nesta regido (Figura 4B). Essa
mesma alteragdo também foi observada no paciente TEAO4. No entanto, ha estudos destacan-
do que nessa regido esta localizado o gene CHDS e que a haploinsuficiéncia deste gene ja foi
encontrada em pacientes com TEA e/ou disturbios do desenvolvimento, demonstrando associ-
acao entre TEA e delecdes nessa regido, mas envolvendo o gene CHDS o que nao foi obser-
vado em nossos resultados pela técnica de CMA (O'Roak et al., 2012; Neale et al., 2012). A
auséncia de deteccdo de CNV por essa metodologia ndo exclui a possibilidade de mutagdes
pontuais nesse gene, portanto o emprego de técnicas de investigagdo com maior poder de re-
solucdo, como sequenciamento de ultima geragdo, pode ampliar os achados genéticos associ-

ados ao TEA.
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PROBANDO TEA 02
Probando do sexo masculino, com 15 anos e 2 meses de idade quando da assinatura do
TCLE. Primeiro filho de casal ndo consanguineo, mae gestante aos 36 anos de idade, mesma
idade do pai. A irmandade incluia dois meio irmaos, criangas saudaveis, sendo uma menina de
28 e um menino de 24 anos. Apresenta um tio materno com ma formagoes fisicas de provavel
origem bacteriana (meningite). Familia sem historia prévia de abortamento. O probando
apresentava altura de 1,67m e peso de 70Kg, boa socializagdo, apresentando movimentos es-
tereotipados e distarbios da fala. No encaminhamento, o médico assistente apresentou a indi-
cacao clinica de hiperatividade, estereotipias motoras e comportamento sugestivo de autismo.
Em relagdo aos achados no cromossomo 6, a literatura descreve alguns casos de asso-
ciacdao ao TEA, ndo especificamente relacionado a regido a qual encontramos nossos resulta-
dos (Figura 5A). Destes casos descritos um estudo demonstrou seis individuos com dele¢des
sobrepostas na regido 6p22.3-p24.3. Eles apresentaram caracteristicas comuns da sindrome de
delecdo 6p, mas também anormalidades neuroldgicas ou comportamentais, incluindo atraso
na fala, TEA, hiperatividade / TDAH e/ou outras anormalidades comportamentais. Os fendti-
pos comportamentais, destes casos relatados, foram classificados como TEA de acordo com o
teste ADOS-G e entrevista ADI-R. Dentre estes casos, destacamos um individuo de 18 anos
de idade, com deficiéncia intelectual grave, TEA e com altera¢des no eletroencefalograma. O
probando apresentou uma dele¢do com 1 Mb de tamanho na regido cromossémica 6p22.3
encontrada pela técnica de CGH-array, semelhante ao nosso achado (Benedetto et al, 2013).
Foi observado um ganho em Xp22.32, com 100 Kb de tamanho e com 66 marcadores
(Figura 5B). Esse achado ¢ semelhante ao relatado também no paciente TEAO1. Por isso,
também difere quanto ao achado de Noor, et al. (Noor et al, 2010) no que diz respeito a um

ganho e ndo a uma perda, mas corresponde quanto a proximidade génica relatada, Xp22.11.
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PROBANDO TEA 03

Probando do sexo masculino, com 15 anos e 5 meses de idade quando da assinatura do
TCLE. Primeiro filho de casal ndo consanguineo. Idade do pai e da mae no momento do parto
28 e 34 anos respectivamente. A irmandade incluia uma irma saudavel de 8 anos de idade.
Apresenta prima em terceiro grau com provavel diagndstico de autismo. Familia sem historia
prévia de abortamento. O probando apresentava isolamento social, episédios de panico no-
turno durante o sono, atraso no desenvolvimento motor e da fala, alteragdes neuroldgicas em
3 sitios aracnoides a esquerda em regido da fala confirmados por tomografia de cranio. No
encaminhamento, o médico assistente descreveu presenca de pregas epicanticas, ptose palpe-
bral e laringomalacia, com indicagao clinica de transtorno do espectro autista.

Assim como no probando TEA 03 também observamos um ganho no cromossomo 6 na
regido 627, com 280 Kb de tamanho, apresentando 278 marcadores (Figura 6A). Como ja
citado no probando TEA 03, ndo sdo comuns ganhos nessa regido associados ao TEA.

Encontramos neste paciente uma perda na regiao 15q11.2, com 100 Kb de tamanho, apre-
sentando 66 marcadores e envolvendo o gene PWRN?2 (Figura 6B). Importante ressaltar que o
cromossomo 15 possui cinco pontos de quebra na regido proximal do braco longo. Eles sdo
referidos como BP1-BP5. Existe uma regido apresentando um conjunto de copias de DNA de
baixa repeti¢ao (LCR do inglés, Low Copy Repeats — Repeti¢des de poucas copias) localizado
dentro desta regido cromossomica. Estas LCR’s favorecem o desalinhamento no processo de
pareamento durante a meiose, levando a recombinagdao homoéloga nao alélica (NAOH do in-
glés, Non Allelic Homologous Recombination - recombinagdo homologa nao alélica). Estas
LCR’s contém pseudogenes e os pontos de quebra encontrados em BP1, BP2 ¢ BP3 foram
caracterizados pela presenga do gene HERC?2 (na BP3) e dos pseudogenes HERC?2 (na BP1 e
na BP2) (Pujana et al, 2002).

A sindrome de Prader-Willi (PWS) e a sindrome de Angelman sao tipicamente causadas
por uma dele¢do de diferentes origens parentais envolvendo o ponto de quebra distal em BP3
e pontos de quebra localizados proximos a BP1 ou BP2. Estas dele¢des citogenéticas da regi-
ao 15q11-q13 do cromossomo sdo classificadas como tipo I (envolvendo BP1 e BP3) ou tipo
IT (envolvendo BP2 e BP3). As delecdes de tipo I tém um comprimento gendmico médio de
6,58 Mb enquanto que as dele¢des de tipo II tém um comprimento médio de 5,33 Mb (Butler
et al, 2008). Varios estudos demonstraram que os individuos com dele¢cdes maiores que as
delegdes tipicas de 15q11-q13 tipo I, presentes tanto nas sindromas de Prader-Willi como na

de Angelman, apresentam sintomas de neurodesenvolvimento mais graves em comparacao
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com aqueles individuos com a delecdo tipo II, que se apresenta de menor tamanho (Bittel et
al, 2006; Milner et al, 2005).

Nesse sentido, Varela e colaboradores (Varela et al, 2005) relataram que os individuos
com PWS com delegdes em 15q11-q13 do tipo I apresentavam atraso no desenvolvimento da
fala em relacdo aqueles com delecdes de tipo II. Hartley e colaboradores (Hartley et al, 2005)
encontraram que individuos com PWS com delegdes de tipo I apresentavam alteragcdes com-
portamentais e sinais de depressdo mais evidentes do que individuos com delecdes de tipo II.
Sahoo e colaboradores (Sahoo et al, 2007) também relataram que em individuos com sindro-
me de Angelman e delecao 15q11-ql3 tipo I apresentavam significativamente maior compro-
metimento comportamental e cognitivo ¢ menor habilidade linguisticas expressiva, com isso
uma maior probabilidade de caracteristicas para o TEA. Adicionalmente, Cox e Butler (Cox e
Butler, 2015) em um estudo de revisdo com 200 individuos apresentando microdelecdo em
15q11.2, encontraram que 27% apresentavam TEA. No entanto, nem todos os 200 individuos
apresentavam anormalidades fenotipicas, seja esta de qualquer tipo. Disturbios neuropsiquia-
tricos, de comportamento e caracteristicas dismorficas leves foram observados na maioria
destes individuos, mas foi notavel também uma penetrancia incompleta e expressividade vari-
avel. Alteragdes proximas a esta regido também foram encontradas no paciente TEAO1, mas
com um ganho em 15q13.3

Quanto ao gene PWRN2 ele tem por funcdo ndo codificar proteinas, como esperado
para maioria dos genes, mas transcrevem molécula de RNA. Esta localizado entre os genes
NDN e Cl5o0rf2. Ao pesquisar genes na regido de sindrome de Prader-Willi no cromossomo
15, seguido por analise de banco de dados e RT-PCR de testiculo, Buiting et al. (2007) obtive-
ram varios transcritos referentes a PWRN2. Os transcritos diferiram devido ao splicing e poli-
adenilagdo, e todos se apresentavam como nao codificantes. A RT-PCR detectou a expressao
de PWRNZ2 apenas nos testiculos, enquanto um outro gene, membro da mesma familia,
PWRNI, foi encontrado também nos rins e sistema nervoso (Buiting et al. 2007). Portanto,
ainda ndo existem relatos da contribui¢ao deste gene para o desenvolvimento de TEA.

Nos encontramos, ainda nesse individuo, ganho em 22q11.23, com 260 Kb de tama-
nho e 83 marcadores (Figura 6C). Alguns casos foram relatados na literatura envolvendo esta
regido, mas andlises genéticas foram indicadas por caracteristicas fenotipicas ndo autisticas e
que sdao mais comuns na sindrome Velocardiofacial ou DiGeorge, como dismorfia facial e
anomalias cardiovasculares. Ja em relagdo a associacdo com caracteristicas de TEA, foi rela-

tado um caso o qual foi sugerido que o fendtipo autista se justificava por consanguinidade dos
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pais, sugerindo também que uma mutacdo recessiva adicional pudesse contribuir para o feno-
tipo observado (Mukaddes et al, 2007). Essa hipodtese, entretanto, foi rejeitada, como relatado
nos trabalhos de De Braekeleer, et al (1996) e Jorde, et al (1990) que indicaram exatamente o

contrario (Ramelli, 2008).
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PROBANDO TEA 04

Probando do sexo masculino. Terceiro filho de casal ndo consanguineo, com 9 anos e
8 meses de idade quando da assinatura do TCLE. A irmandade incluia trés criangas sendo
dois meninos um de 13 e outro de 11 anos de idade, este tltimo com diagnoéstico de deficién-
cia intelectual leve, e uma menina com 6 anos. As criangas foram acolhidas em abrigos por
abandono dos pais e uso de diversas substancias ilicitas incluindo, maconha e crack, mesmo
durante a gravidez. Idade dos pais ndo informada. No encaminhamento, o médico assistente
apresentou a indica¢ao clinica de atraso na fala, atraso cognitivo, prognatismo, hipertelorismo
e sintomas autisticos.

Em relagao ao nosso achado de ganho presente em 5p15.33, com 430 Kb de tamanho e
178 marcadores (Figura 7A), foi relatado na literatura um caso de CNV envolvendo também
esta regido. Trata-se do caso de um individuo com vdrias alteragdes fenotipicas, dentre as
quais diagnostico de TEA estabelecido por entrevista ADI-R, mas que diferentemente do nos-
so achado, apresentou perda e ndo ganho nessa regiao, além de outras perdas em 3p24.3-3p25,
e 18q12. Fortalecendo ainda mais a caracteristica fenotipica de TEA, sua irmd também apre-
sentou autismo, mas sem nenhuma alteracdo genética encontrada por CMA. Ainda ha um ou-
tro relato de delecdo nessa regido relacionada ao fenotipo de TEA que foi descrito por Vosta-
nis et al, 1994 (Harvard et al, 2005). Quanto ao gene TPPP presente em 5p15.33, identificado
em nosso estudo, estudos revelaram que metilagdo em regides de genes associados a fungdes
cerebrais como genes: /D3, GRINI ¢ TPPP, podem predispor a depressao em criangas. Esses
genes sao todos biologicamente relevantes no que diz respeito a resposta ao estresse, plastici-
dade neural e circuitos neurais. Além disso, 7PPP tem funcdo fundamental para a diferencia-
cdo de oligodendrocitos, e para desenvolvimento e manutencdo da substancia branca no cére-
bro (Weder et al, 2014).

Nos encontramos CNV’s de perda no cromossomo 14q11.2, com 480Kb de tamanho e
720 marcadores (Figura 7B). Alguns estudos encontraram este mesmo achado associado ao
TEA, como em um estudo tipo coorte, mas as microdelegdes encontradas apresentavam tam-
bém alteragdes referentes ao gene CHDS (O'Roak et al. 2012). Esta mesma condi¢ao também
foi observada no paciente TEAO1 sem alteragcdo neste gene.

Como presente neste individuo, também foram encontradas em outros estudos, CNVs
em 16pl11.2 associadas ao TEA, mas diferentemente do ganho que observamos foram encon-
trados principalmente perdas nessa regido (Figura 7C) (Golzio et al., 2012). No entanto, exis-

tem relatos de que ha influencia a susceptibilidade ao autismo quando ocorre tanto ganhos

49



quanto perdas na regido 16pl1.2. Isto foi demonstrado ao avaliar um grupo de familias de
autistas de um grupo denominado Autism Genetic Resource Exchange (AGRE) os quais fo-
ram encontrados cinco casos de delecdo de novo em 16p11.2. Foi observado a mesma altera-
¢do em outras 5 criangas de um outro grupo de 512 individuos com atraso no desenvolvimen-
to, deficiéncia intelectual ou suspeita de TEA, encaminhadas para o Hospital da Crianga de
Boston, bem como em outros 3 individuos de um outro grupo de 299 pessoas com autismo em
uma populagdo islandesa.

Ja em relagdo a duplicagdo nesta regido e de acordo com os trés estudos citados acima,
foram relatados 7 individuos do grupo de familias AGRE e 4 das 512 criangas do grupo do
Hospital da Crianca de Boston que apresentaram duplica¢ao na regido 16pl11.2. Importante
destacar que a duplicacdo presente nessa regido, parece ser um fator de risco de alta penetran-
cia e que CNV’s de novo em 16p11.2 explicam apenas uma parte dos casos de individuos com
autismo idiopatico familiar. Dele¢des e duplicagdes nesta regido foram observados em quase
1% das familias com autismo avaliadas nos estudos citados anteriormente, sendo: 1% dos
individuos com autismo na Islandia e em mais de 1,5% das amostras clinicas de individuos
com atraso no desenvolvimento. Esses eventos sdo tao frequentes ou mais frequentes do que a
causa mais conhecida do autismo relatada na literatura, a duplica¢do da regido de Prader-
Willi/Angelman (Weiss et al, 2008).

Ainda quanto a regido 16p11.2, quando avaliadas em paralelo, CNVs de ganhos e per-
das em 16p11.2 foi observado que as delegdes e as duplicagdes resultam em fenotipos clinicos
e anatoOmicos contrastantes. A dele¢dao estd associada principalmente a distarbios do desen-
volvimento neurologico e pediatrico e a duplicacdo esta associada a uma gama mais ampla de
fenotipos psiquidtricos, que incluem transtorno bipolar, esquizofrenia e TEA (Kusenda et al,
2015).

Nesta regido nds encontramos também alguns pseudogenes. Os pseudogenes sao coO-
pias de genes que apresentam alteragdes de sequéncia de codificagdo como frameshifts e pre-
senca de “stop” cddons, mas se assemelham a genes funcionais. Estima-se que existam apro-
ximadamente vinte mil pseudogenes, o que ¢ comparavel ao nimero de genes codificadores
de proteinas em humanos. O conhecimento atual desses genes permanece mal compreendido e
muitas dessas sequéncias sdo de fato genes de RNA funcionais e desempenham papéis no
silenciamento génico (Yusuf Tutar, 2012). Os pseudogenes encontrados neste individuo fo-

ram: LOC283914, LOC146481, LOC100130700.
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Encontramos também CNVs de perda em Xpl1.23, com 120 Kb de tamanho e 94
marcadores (Figura 7D). Existem relatos de caso de duplicagdo relacionados a essa regido
associados ao diagnostico de TEA, bem como, casos relacionados a microdele¢do, porém es-
tes casos enfatizam genes que diferem dos encontrados em nosso trabalho (Bonnet et al, 2006;
Qiao et al, 2008; Froyen et al, 2007). Quanto ao gene SPACAS5 encontrado nessa regido, em
corroboracdo ao nosso achado, ja foi relatado caso de um menino com atraso no desenvolvi-
mento, retardo do crescimento, TEA e caracteristicas dismorficas, o qual apresentou, por
CGH-Array, uma microduplicagdo na regido Xp11.23. A microduplicagdo tinha 335,4 kb de
tamanho e envolvia os genes: ZNFS81, ZNF182 e SPACA5. O achado foi confirmado por RT-
PCR e FISH (Alesi et al, 2012).

Ja em relagdo ao gene ZNF63(0 sabemos que ¢ expresso no cérebro adulto e durante o
desenvolvimento fetal. E membro do grupo de seis genes da familia de proteinas “Zinc Fin-
ger” presentes na regido Xpll. Mutagdes em trés genes pertencentes a esta familia (ZNF41,
ZNF81 e ZNF674) demonstraram causar deficiéncia intelectual ligada ao X (Shoichet et al.,
2003; Kleefstra et al., 2004; Lugtenberg et al., 2006b). Foi também descrito o caso de um pa-
ciente do sexo masculino com deficiéncia intelectual ndo sindromica ¢ uma duplicacao de
cerca de 1,3 Mb em Xp11.23p11.3, envolvendo também um outro gene da familia “Zinc fin-
ger” (EI-Hattab et al, 2011).

As proteinas “Zinc Finger” sdo a maior classe de proteinas de ligagdo do DNA codifi-
cadas no genoma humano. Como tal, elas desempenham um papel critico na regulagao de um
grande nimero de importantes processos biologicos (Frietze et al., 2010). Especificamente
ZNF630 ¢ flanqueado por uma duplicacdo segmentar de 16 kb de tamanho que apresenta mais
de 99% de identidade entre si, contendo uma copia de SPACAS5 cada. Em um estudo de inves-
tigacdo, referente a influéncia do papel desta duplicagdo segmentar sobre o gene ZNF630,
pesquisadores mapearam a regido Xpll por PCR em 12 familias e seis controles que conti-
nham uma delecao ou duplicagdo envolvendo ZNF630. Em todos os casos, foram observados
pontos de quebra localizados dentro das regides de duplicacdes que envolviam os genes
ZNF630, SSX6 e SPACAS, localizados em uma regido de LCR. Os pontos de quebra também
foram mapeados e foi evidenciado que estas regidoes eram resultantes de NAHR.

Neste mesmo estudo, foram avaliadas seis coortes ¢ foram identificadas 12 delegdes
em ZNF630 em um total de 1.562 pacientes do sexo masculino com deficiéncia intelectual
(0.77%). Ja entre os 2.121 controles do sexo masculino sem deficiéncia intelectual, foram

encontradas 10 delegdes (0,47%). Esta diferenga de 1,6 vezes ndo foi significativa (valor P =
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0,174). Quanto a duplicagcdes em ZNF630 ocorreram em 0,72% e 1,36% nos 967 pacientes e
587 controles, respectivamente. A diferengca de 1,9 vezes na frequéncia de duplicagdes de
ZNF630 também nao foi significativa. Com isso, estes dados ndo suportam uma possivel as-
sociagdo entre CNVs em ZNF630 com deficiéncia intelectual. No entanto, isto ndo exclui o

papel deste gene associado a outras caracteristicas relacionadas ao TEA.
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PROBANDO TEA 05, 06, 07 ¢ 08

Probando TEA 05 trata-se de um individuo do sexo masculino, com 20 anos de idade
quando da assinatura do TCLE. Filho de casal ndo consanguineo. Idade do pai e da mae no
momento do parto: 34 e 35 anos respectivamente. O probando apresentava indicacdo clinica
de retardo mental grave, comportamento autistico e sindrome X-fragil.

Probando TEA 06 trata-se de um individuo do sexo feminino, com 7 anos ¢ 9 meses de
idade quando da assinatura do TCLE. Segundo filho de casal ndo consanguineo. Idade do pai
e da mae no momento do parto 26 e 25 anos respectivamente. A irmandade incluia um irmao
saudavel de 14 anos de idade e a mae apresentou pequeno sangramento no 4°. més de gesta-
cdo. Familia sem historia prévia de abortamento. A probanda apresentava indicagado clinica de
comportamento autistico com comprometimento cognitivo.

Probando TEA 07 trata-se de um individuo do sexo masculino, com 2 anos e 2 meses de
idade quando da assinatura do TCLE. Unico filho de casal ndo consanguineo. Idade do pai e
da mde no momento do parto 34 e 32 anos respectivamente. Probando com casal de primos
maternos em primeiro grau com diagnostico de Sindrome de Asperger e Esquizofrenia. Fami-
lia sem historia prévia de abortamento. Mae apresentou descolamento de placenta ao fim do
3°. més de gestacdo e apresentou exposicdo ocupacional, controlada periodicamente via exa-
me de sangue, a mercurio. O probando apresentava indicagdo clinica de atraso no desenvol-
vimento da linguagem e dificuldade de interagdo, sugerindo comportamento autistico.

Probando TEA 08 trata-se de um individuo do sexo masculino, com 3 anos € 7 meses de
idade quando da assinatura do TCLE. Probando gemelar de casal ndo consanguineo. Idade do
pai e da mae no momento do parto 37 e 30 anos respectivamente. A irmandade incluia uma
irma saudavel e a mae se expunha ocupacionalmente com prote¢do a raios X. Familia sem
historia prévia de abortamento. O probando apresentava indicacdo clinica de autismo atipico.

O probando TEA 05 apresentou 283 repeticdoes CGG quando avaliado para X-fragil. Por-
tanto ndo foi avaliado para CMA devido o diagnostico ja ter sido estabelecido para esta sin-
drome.

Ja o probando TEA 06 apresentou resultado indeterminado para X-fragil, sendo necessario
repeti¢do da técnica para confirmagdo e exatidao do resultado obtido, por isso ndo foi avaliado
por CMA.

Observamos que os pacientes TEAO7 ¢ TEAO8 nao apresentaram resultados com altera-

¢Oes quanto a presenca de ganhos e perdas quando avaliados pela técnica de CMA. Interes-
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sante observar que quando confrontamos estes dados com aplicagdo das entrevistas, observa-
mos que, apesar de ambos apresentarem avaliagdes claramente acima do valor de referéncia e
do score definido quando entrevistados pelo ADI-R, ambos apresentaram resultados abaixo da
referéncia quando entrevistados para CARS. Estes individuos, foram também os mais jovens
a serem avaliados, 2 e 3 anos, respectivamente. Com isso, podemos inferir um possivel viés,
causado pelas respostas dos entrevistados que buscam, a qualquer custo, um diagnostico para
seus filhos e que em uma entrevista mais objetiva como CARS, este tipo de viés pode estar
menos presente. E ainda, podemos destacar a dificuldade de se observar determinadas caracte-
risticas autisticas em individuos tao jovens, ainda que ambos questionarios apresentem limites

de idade compativeis a maiores de dois anos.
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8. CONSIDERACOES GERAIS

Quando avaliamos as regides as quais encontramos CNVs de forma geral, observamos
que nossos achados foram compativeis com os relatados na literatura. Em um estudo de anali-
se de CNVs de novo com 2.591 familias, foi encontrado forte associacdo de TEA com os se-
guintes loci considerados de risco: 1q21.1, 3g29, 7q11.23, 16p11.2, 15q11.2-13 e 22ql1.2
(Sanders et al, 2015). Destes, destacamos os 3 ultimos os quais foram também identificados e
apresentados em nossos resultados. Um outro estudo com 531 individuos brasileiros com
TEA, encontrou loci com alta frequéncia de CNVs em 15q11-13, 16pl11.2 e 22q13. A preva-
léncia combinada destas regides foi de 2,1% (11/531) (Moreira et al, 2014).

Ficou evidente, quanto a entrevista ADI-R, que todos os individuos, com exce¢do do
paciente TEAO1, apresentaram valores acima do score para pelo menos 3 das 4 areas do com-
portamento avaliadas, indicando um fendtipo comportamental de maior gradagdo na maioria
dos individuos. Além disso, estes scores sempre elevados inviabilizam a caracteriza¢do e o
agrupamento destes individuos quanto a presenca de alteragdes de comportamento que se des-
taque em relagdo a outros, formando praticamente um unico grupo, fato limitado também pelo
pequeno numero de individuos avaliados.

Quanto ao sexo notamos um predominio de individuos do sexo masculino, ocorrendo
em 1/42 meninos contra 1/189 meninas, revelando um aumento de 4 a 5 vezes mais casos de
TEA em meninos que em meninas. Ainda que nosso nimero amostral seja limitado, o achado
estad de acordo com o encontrado na literatura (Mitra et al, 2016, CDC 2014, Elsabbagh et al,
2012).

Nesta condi¢do de amplitude génica e caminhos genéticos e fenotipicos ainda pouco
definidos, a heterogeneidade comportamental limita a compreensao dos achados. No entanto,
os individuos geneticamente definidos poderdo ser melhor conduzidos clinicamente e se bene-
ficiardo dos achados moleculares referentes ao TEA (Bernier et al, 2014). E de conhecimento
da comunidade cientifica que dentre estes achados existem mais de 100 genes e regides ge-
ndmicas associadas diretamente ao TEA e mais de 800 genes parecem atuar de alguma forma
neste transtorno, além de varios estudos de microarranjos com CNVs que relatam que elas
contribuem com cerca de 10% de todos os achados genéticos associados ao TEA. (Betancur,
2011; O'Roak et al. 2012). No entanto, ainda existem varias CNV’s relacionadas ao TEA que

carecem de melhor investigacdo, j& que o amplo espectro do autismo e CNV’s de novo, ante-
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riormente ndo relatadas na literatura como patogénicas, podem indicar um novo achado gené-
tico ou sobreposicao de fendtipos (Noor et al, 2010).

Assim, apesar dos estudos demonstrarem alta herdabilidade para o autismo e portanto,
uma forte contribuicdo genética, a interagdo entre fatores genéticos e TEA ainda ndo esta to-
talmente compreendida. Devido a baixa frequéncia de fatores genéticos comuns entre indivi-
duos com o transtorno e tendo como resultado toda literatura atual, o modelo multigénico € o
modelo comumente aceito. Assumindo a caracteristica multigénica como verdadeira, ¢ possi-
vel afirmar que uma CNYV poderia ser um dos varios fatores genéticos responsaveis pelo TEA.
Estas CNVs ainda podem estar em individuos normais na populacao e, portanto, podem nao
ser reconhecidas em estudos de alteracdes de novo ou alteragdes especificas de TEA. Com
isso, podemos dizer que algumas das CNV’s que ainda nao foram relatadas na literatura e que
se apresentam como comuns na populagdo, poderdo futuramente contribuir para ampliar os
conhecimentos a respeito dos mecanismos moleculares subjacentes as causas do TEA. Assim,
podemos sugerir que ha diversos fatores associados ao TEA, sendo um desafio encontrar
grande niimero de individuos que compartilham das mesmas anormalidades génicas relacio-
nadas ao TEA, por isso a importancia de se ampliar a quantidade de estudos com TEA e vali-

dar as ferramentas genomicas atuais para um efetivo diagnostico para TEA.
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9. CONCLUSAO

Foram observadas CNVs de ganho e de perda, pela técnica CMA, nos indi-
viduos com indicagao clinica para TEA;

Observamos um padrdo de distribuicdo de CNVs para estes individuos des-
tacando o envolvimento dos cromossomos 14, 15, 22 e X;

Encontramos que os principais genes envolvidos nos pacientes por nds ava-
liados com TEA foram: ST6GAL2, NUP155, WDR70, CHRNA7, TPPP,
ZNF630, SSX6 e SPACAS;

Foram aplicadas Entrevista Escala de Avaliagdo do Autismo na Infancia
(CARS) em todos individuos. Encontramos que os scores foram corres-
pondentes aos achados de CNVs que favoreceram TEA;

Foram aplicadas Entrevista Revisada de Diagnostico de Autismo (ADI-R)
em todos individuos. Encontramos que os scores ndo corresponderam aos
achados de CNVs em dois probandos mais jovens, indicando possivel viés

de respostas.
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Established Facts

« Koolen-De Vries syndrome is a rare genetic condition caused by 17q21,31 microdeletion including the
KANSLI and MAPT genes.

« The main clinical features are developmental delay, facial dysmorphism, and friendly behavior. The
phenotype may vary comprising cryptorchidism, scoliosis, kidney and urologic anomalies as well as

epilepsy.

Novel Insights

« Our patients are 2 of 3 cases identified with a 17q21.31 microdeletion in Brazil and present with major
features observed in Koolen De Vries syndrome. We believe that it is important to investigate rare
syndromic disorders and try to identify the genetic causes of intellectual disability and that rare dis-
eases demand to be published to make cases available for future studies.

» Chromosomal microarray analysis is an effective method to establish adequate genomic diagnosis of
idiopathic intellectual disability providing appropriate biological information which could be benefi-
cial for patients and medical management.

Keywords
Chromosomal microarray analysis - Copy number variation -
Microdeletion 17g21.31

Abstract

Koolen de Vries syndrome (KDVS; MIM 610443} is a genomic
disorder caused by a recurrent microdeletion derived from
nonallelic homologous recombination mediated by flanking

segmental duplications. Clinical manifestations of this syn-
drome are characterized by intellectual disability, hypotonia,
a friendly behavior, distinctive facial features, and epilepsy.
Herein, we report a case of 2 girls who revealed global devel-
opmental delay, mild facial dysmorphisms, friendly behay-
ior,and epileptic seizure with ade novo 17q21.31 microdele-
tion detected by chromosomal microarray analysis (CMA).
Conventional cytogenetics analysis by GTG-banding showed
a female karyotype 46,XX for both girls. CMA revealed a mi-
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crodeletion spanning approximately 500 kb in 17g21.31 in
both girls, encompassing the following genes: CRHRI,
MGC57346, CRHRI-IT1, MAPT-AS1, SPPL2C, MAPT, MAPT-ITT,
STH, and KANSL 1. Haploinsufficiency of one or more of these
genes within the deleted region is the most probable cause
of the probands’ phenotype and is responsible for the phe-
notype seen in KDVS. CMA is a powerful diagnostic tool and
an effective method to identify the de novo 17g21.31 micro-
deletion associated with KDVS in our probands.

© 2017 5. Karger AG, Basel

Koolen de Vries syndrome (KDVS; MIM610443), also
known as 17q21.31 microdeletion syndrome, is a genom-
ic disorder defined by peculiar facial features, including a
bulbous nasal tip, global developmental delay, moderate
to severe intellectual disability, hypotonia, and friendly
behavior [Koolen et al., 2006, 2008]. In addition, other
phenotypic features were observed including scoliosis/
kyphosis in 36% of the patients with this microdeletion,
cryptorchidism (78%), kidney and urological anomalies
(329%), as well as epilepsy described in more than 55% of
the individuals [Bernardo et al., 2016]. The prevalence of
KDVS varies from 1 in 13,000 and 1 in 20,000, identified
as a de novo event [Egger et al., 2013]. This syndrome is
caused by a recurrent microdeletion with sizes ranging
from 500 to 650 kb at 17g21.31, derived from nonallelic
homologous recombination (NAHR) mediated by flank-
ing segmental duplications [Koolen et al., 2006, 2012].
The recurrent 17g21.31 microdeletion encompasses 5
genes CRHR1,KANSL1, MAPT,SPPL2C,and STH [Kool-
en etal, 2012; Egloff et al., 2014; Barone et al., 2015]. Ad-
ditionally, point mutations in KANSLI and MAPT cause
the haploinsufficiency in these genes and were associated
with the KDVS phenotype [Koolen et al., 2008, 2012; Zol-
lino et al., 2012].

Herein, we report a case of 2 girls who presented with
global developmental delay, mild facial dysmorphisms,
friendly behavior, and epileptic seizure with a de nove
17q21.31 microdeletion detected by chromosomal mi-
croarray analysis (CMA).

Case Reports

Patient 1

The proband, an 18-year-old female and the second child of
nenconsanguineous parents, was born at 38 weeks’ gestation to a
22-year-old mother and 26-year-old father by cesarean section.
Her birth weight and size were 2,550 g and 45 cm, respectively. Her
head circumference was 33 cm. She presented with epilepsy. The

2 Mol Syndromoal
DOI: 10,1159/000456910

seizure episodes began in early infancy, Talking started at 3 years
of age. Physical examination of the proband revealed global devel-
opmental delay, mild intellectual disability, and friendly behavior.
SEe also had mild facial dysmorphisms, such as low-set ears, lop/
cupped ears, a long face, and a tubular or ‘pear-shaped’ nose with
a bulbous nasal tip. Her family history was unremarkable (Fig. 1a).

Patient 2

The proband, a 22-year-old girl, was born to nonconsanguine-
ous parents at 42 weeks’ gestation to a 32-year-old mother and
48-year-old father. Atbirth, her weight was 2,770 g and her crown-
heel length was 47 cm. Her head circumference was 60 cm. The
child was delivered by cesarean section. She was born with a club-
foot, muscle weakness, and hypotonia. At 7 months, she mani-
fested epilepsy. At physical examination, the patient revealed glob-
al developmental delay with cognitive and speech delay. Her facial
dysmorphisms included a long face, lop/cupped ears, and a bul-
bous nose. The family history had no remarkable information
(Fig. 1a).

Material and Methods

Karyotyping at >550-band resolution was carried out with pe-
ripheral blood samples from the patients using conventional cell
culture, harvesting, and GTG-banding following standard proce-
dures. Chromosomal analyses were done using the IKAROS® soft-
ware (Metasystems Corporation, Germany).

Genomic DN A was isolated from whole blood using QlAamp®
DNA Mini kit (Qiagen, Germany). CMAs were performed for
both patients and their parents using GeneChip® CytoScanHD™
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. The array was designed specifically for cyto-
genetic research, including approximately 2,696,550 CNV mark-
ers, 743,304 SNP markers, and >1,953,246 non-polymorphic
markers. CEL files obtained by scanning the arrays were analyzed
using the Chromosome Analysis Suite software (Affymetrix), The
CNVs found in the 2 patients and their parents were compared
with genomic variants in public databases, including DGV, DECI-
PHER, OMIM, and CytoScanHD™ Array Database.

17q21.31 Low-Copy Repeat Structure Analysis

Using the Segmental Duplication track (http://genome.ucsc.
edu/) from the genome browser (Human Genome Build 37.1), we
performed an analysis of duplicated genomic sequences including
known low-copy repeats (LCRs) (segmental duplication >1 kb of
non-RepeatMasked sequence with over 98% similarity), compar-
ing an approximately 1.69-Mb region surrounding the proximal
17q21.31 locus (chr17:43,085,534-44,776,17 1}. This region repre-
sented 3 times of the CNV size.

Results

Karyotyping showed no visible numerical or structur-
al alterations in the chromosomes. Both girls showed fe-
male karyotypes (46,XX). CMA revealed a de novo mi-
crodeletion in both girls spanning approximately 500 kb
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Fig. 1. Phenotype and molecular features of the 2 probands with KDVS. a Proband 1: facial dysmorphisms such
as low-set ears, long face, a bulbous nasal tip are shown. Proband 2: dysmorphic features including a long face,
lop/cupped ears, and a bulbous nose are shown. b CMA of the 17q21.31 microdeletion. CMA data from proband
1 and proband 2 showing a de novo 0.56-Mb and 0.51-Mb microdeletion, respectively, indicated by red blocks.
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in 17q21.31, encompassing the following genes: CRHRI,
MGC57346, CRHRI1-IT1, MAPT-AS1, SPPL2C, MAPT,
MAPT-IT1, STH, and KANSL1 (Fig. 1b; Table 1). Paren-
tal CMA analysis confirmed the deletions to be de novo
events.

Analyses of the rearranged 17q21.31 chromosomal re-
gion showed 2 major LCR families within the studied re-
gion. Each LCR family was named as 19A-19B and 19C-
19D with approximately 19 kb flanking the disease locus.
The LCRs were directly repeated and shared 98.2% iden-
tity (Fig. 2; Table 1).

Discussion

Intellectual disability is the most common develop-
mental disorder, affecting 2-3% of the general population
[Bernardini et al., 2010]. The frequency would probably
be higher, if appropriate genetic testing and diagnostic
procedures would be employed. According to Qiao et al.
[2014], submicroscopic CNVs occur in 5-15% of the cas-
es with intellectual disability. Thus, screening for submi-
croscopic chromosomal rearrangements using genomic
microarrays in clinical practice have improved the diag-
nostic yield up to 10-25% in patients with intellectual dis-
ability [Battaglia et al., 2013].

Here, we report the cases of 2 girls presenting with sev-
eral phenotypic traits commonly seen in KDVS, such as
intellectual disability, dysmorphic facial features, friendly
behavior, epilepsy, and a de novo 17q21.31 microdeletion
harboring the genes KANSL1, CRHR1, and MAPT - char-
acterized as the main genes associated with the syndrome.

Molecular mechanisms such as NAHR flanked by seg-
mental duplications may collaborate to the formation of
chromosomal rearrangements, leading to deleted or du-
plicated genomic segments. This finding demonstrates
the importance of genomic instability in the recurrence
of genomic disorders [Vlchova et al., 2014]. NAHR-me-
diated deletion has been observed as a potential mecha-
nism in a considerable number of microdeletion syn-
dromes, including the 17q21.31 microdeletion [Koolen et
al., 2006]. We identified 2 major LCR families flanking
the genomic rearrangement of 17q21.31 microdeletions.
These findings show that LCRs may contribute to the in-
crease in the susceptibility of CNV formation by NAHR,
generating recurrent deletions in the 17q21.31 region.

The KANSLI gene, a member of a histone acetyltrans-
ferase complex, encodes a nuclear protein which acts asa
subunit of 2 protein complexes involved in histone acety-
lation, especially the H4 subunit. This gene is expressed
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Fig. 2. Schematic representation of the 17921.31 chromosomal region and summary of segmental duplication
5. Two major LCR families [19A (chr17:44407071), 198 (chr17:43573201), 19C (chr17:44624933), and
19D (chr17:43573201)] in this region are represented by yellow blocks. Genes within this region are represented

by blue lines.

in human tissues, including the central nervous system
[Moreno-Igoa et al., 2015]. The haploinsufficiency of the
KANSLI gene is sufficient to cause a KDVS phenotype.
Koolen et al. [2012] and Zollino et al. [2012] detected a de
novo point mutation in KANSLI in patients with failure
to thrive in infancy, hypotonia, developmental delay with
mild to moderate intellectual disability, and dysmorphic
facial features.

The encoded microtubule-associated protein Tau
(MAPT) is abundant in the axons of neurons and is highly
expressed in the brain [Ballatore et al., 2007]. The Tau pro-
tein is a regulator of microtubule dynamics and plays a role
in microtubule assembly and stabilization. This protein
functions as an essential nuclear player in the protection of
neuronal genomic DNA integrity under reactive oxygen
species producing heat stress in primary neuronal cultures
[Violet et al., 2014]. Besides, hyperphosphorylation and
aggregation of the Tau protein leads to the formation of
neurofibrillary tangles observed in neurodegenerative dis-
orders (tauopathies) [Violet et al., 2014]. Mutations in the
MAPT gene are involved in behavioral phenotypes and in
certain neurodegenerative diseases [Koolen et al., 2008]. In
addition, haploinsufficiency of the MAPT gene has been
implicated in the neurocognitive functioning and has been
associated with the main clinical features observed in indi-
viduals with 17q21.31 microdeletion [Koolen et al., 2006;
Shaw-Smith et al., 2006; Wray, 2013].

The corticotropin-releasing hormone receptor 1 gene
(CRHR1) encodes a G protein-coupled receptor that
binds neuropeptides of the corticotropin-releasing hor-
mone family, which are major regulators of the hypotha-
lamic-pituitary-adrenal pathway and mediate stress-in-

Molecular Characterization of Koolen De
Vries Syndrome

duced endocrine, behavioral, autonomic, and immune
responses [Yang et al., 2015]. According to the authors,
peculiar genes within the 17q21.31 microdeletion confer-
ring some seizure susceptibility and the haploinsufficien-
¢y of the CRH1 gene may predispose to having seizures,
especially infantile spasms [Wray, 2013; Bernardo et al.,
2016]. Furthermore, CRHRI! signaling is involved in
memory and learning, and a dosage deficit of this gene
may contribute to the presence of global developmental
delay [Sharkey et al., 2009].

CMA analysis is a powerful diagnostic tool and it is an
effective method to identify the 17q21.31 microdeletion
associated with KDVS in our probands with idiopathic
intellectual disability. To our knowledge, the cases re-
ported here are similar to the first case of 17q21.31 micro-
deletion identified in Central Brazil [Dornelles-Wawruk
etal., 2013], since CMA technology has been employed in
the region, confirming its usefulness to increase the diag-
nostic yield of undiagnosed intellectual disability. The au-
thors believe that further investigation is needed to allow
adequate phenotypic classification of probands, especial-
ly in the event of undiagnosed rare genomic diseases. Al-
though the phenotype found in our probands shows sim-
ilar features of KDVS, only additional gene expression
studies will confirm the association between these genes
and KDVS. Thus, international collaborative studies will
need to be designed and carried out to increase the likeli-
hood of finding a large cohort of patients to validate the
findings of individual studies. Notwithstanding, CMA is
an efficient method to delineate phenotypic variations,
allowing adequate clinical management and better fol-

low-up of the probands and their families.
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