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RESUMO

Mesmo com toda evolucdo de estratégias moleculares de investigacdo, a
etiologia dos Transtornos do Espectro do Autismo (TEA) ainda ¢ bastante discutida,
devido a sua variagdo e complexidade. Sdo doencas que se manifestam nos trés
primeiros anos de vida, caracterizadas por alteracdes na comunicagdo, socializacdo,
comportamento repetitivo e estereotipias, isolados ou associados a defeitos congénitos,
doengas genéticas ou outras afecgdes. Em individuos com estas alteragdes do
comportamento, dismorficos ou ndo dismorficos, ja foram descritas alteragdes em todos
0os cromossomos ¢ ha genes propostos como candidatos de estarem envolvidos na
etiopatogenia. Ha relatos de casos com alteragdes, como mutagdes e variagdes no
nimero de cdpias (CNVs), envolvendo genes expressos no sistema nervoso central.
Este estudo investigou por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification),
mutacdes ¢ CNVs nos genes sindpticos UBE34, GRM5, DLGAP2, NEDD4, NRXNI,
CASP3, MAGI2, SHANKI, SHANK? e PTEN, que também estdo envolvidos na
formag¢do, manuteng¢do sindptica e neurotransmissdo. Também investigou indiretamente
outros genes e regides gé€nicas possiveis de serem investigadas pelos kits comerciais
utilizados. Foram estudados 300 individuos com Transtornos do Espectro do Autistismo
e encontrados 23(8%) com alteragdes, em oito dos dez genes selecionados, além de
outras trés regides como em PTENPI, KLLN e 16pll.2. Nao foram observadas
alteracdes nos genes UBE3A4, PTEN e SHANKI. Nenhum paciente apresentou mais do
que uma alteracdo. Nos casos possiveis, foi realizada a investigacdo da alteragdo nos
progenitores para verificar se foram herdados ou de novo. Em alguns casos os achados
genotipicos e fenotipicos puderam ser diretamente relacionados. Os dados mostraram
que mutagdes, duplicagdes, mas especialmente delegdes exonicas ndo sdo eventos raros
em autistas e parecem participar na patogénese deste transtorno psiquiatrico. Estas

altera¢des podem contribuir para a predisposicdo aos TEA.

Palavras-chave: Transtornos do Espectro do Autismo; genes sinapticos; CNVs



ABSTRACT

Even with all of molecular evolution research strategies, the etiology of Autism
Spectrum Disorders (ASD) is still widely debated, due to its complexity and variation.
These are disorders that manifest in the first three years of life, characterized by changes
in communication, socialization, repetitive and stereotypic behavior, isolated or
associated with birth defects, genetic disorders or other conditions. In individuals with
these behavioral changes, dysmorphic or not dysmorphic, changes have been described
in all chromosomes and genes proposed there as candidates to be involved in the
pathogenesis. There are reports of cases with changes such as mutations and Copy
Number Variations (CNVs) involving genes expressed in the central nervous system.
This study investigated by MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification),
CNVs and mutations in synaptic genes UBE3A4, GRMS5, DLGAP2, NEDD4, NRXNI,
CASP3, MAGI2, SHANKI, SHANK2 and PTEN, which are also involved in the
formation, maintenance and synaptic neurotransmission. Also indirectly investigated
other possible genes and gene regions being investigated by commercial kits. The 300
individuals with the Autism Spectrum Disorders were studied and found 23 (8%) with
alterations in eight of the ten selected genes, beyond three others regions as PTENPI,
KLLN and 16pl1.2. No alterations in UBE34, PTEN and SHANKI genes were
observed. No patient had more than one alteration. When possible, to investigate the
alteration in the parents was performed to determine whether they were inherited or de
novo. In some cases the genotypic and phenotypic findings could be directly related.
The data showed that mutations, duplications, but especially exonic deletions are not
uncommon in autistic events and seem to participate in the pathogenesis of this

psychiatric disorder. These alterations may contribute to the predisposition to ASD.

Keywords: Autism Spectrum Disorders; synaptic genes; CNV



Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE FIGURAS

Prevaléncia dos ASD no periodo de 1975 a 2012 nos Estados

L8555 e Lo 1 F PR 19
Fatores que explicam o aumento na prevaléncia dos ASD.......... 20
Via da ubiquitinagdo. Relagdo entre os genes UBE3A4, NEDD4
) & OO 24
Via de sinalizagdo do PTEN. Relagdo entre os genes PTEN,

DLGAP2 € MAGI2.......c..cooeiiiieeeeeeeeeeee e 25

Via de orientacdo axonal. Relagdo entre os genes SHANKI,
SHANK2, NRXNI € GRMS..........oooooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 26
Rede de intera¢do entre os 10 genes sindpticos propostos no
26
Fluxograma das estratégias para realizag@o do projeto................ 32

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 6%
correspondente a amplificagdo do gene FMRI de sete
individuos do sexo masculino. A coluna 1, referente ao poco 1,
mostra o padrdo de peso molecular de 50pb; os pogos 2, 3, 4, 5,
7 e 8 sdo de pacientes normais, que apresentam a banda
controle de 223pb e a de 600pb, que referem-se as bandas de
controle interno e de expansdo da trinca CGG, respectivamente.
O poco 6 representa um paciente com mutagdo completa
(positivo). Observa-se a banda controle de 223pb, mas nédo a
banda da regido de repeticdes. O pogo 9 representa o controle
branco (teste de contaminacao).........cceveeeeveeerveeereeeenueesiieenneens 39
Terminologia dos componentes da sonda. Uma sonda de MLPA
consiste em dois oligonucleotideos, no lado esquerdo esta
(LPO) Left Probe Oligonucleotide e no direito estd (RPO)
Right Probe Oligonucleotide (azul). LPO e RPO podem conter
uma sequéncia opcional denominada Stuffer (verde listrado) e
as sequéncias de reconhecimento dos primers Foward e Reverse
(TOSA € PIELO).cccueiieeiieeeieieeiteeeteeetee e et e e sbe e e e e eeaeeennreeenseeesaneeas 42
Razdo dos picos do MLPA mostrando a microduplicagdo na
regido 16p11.2, observada no caso F-7150-1/4902, que abrange
os genes HIRIP3, MAPK3, MAZ, MVP e SEZ6L2 (vermelho)
(A), da mae (B), da irma gémea dizigdtica (C) e da outra irma,
portadoras da mesma alteracdo, analisados pelo programa
GeneMarker v.1.97. Em verde estdo indicadas as sondas
localizadas nos outros genes da regido 16pl11.2 e em azul, as
SONAASs CONIOLE.....c.ueiiiiiiiiiiie e 52



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

(A) Razdo dos picos do MLPA no caso F7285-1/08, que mostra
a delecdo da sonda localizada no éxon 7 do gene GABRB3
(vermelho) analisado no programa GeneMarker v.1.97. Esta
sonda esta localizada na regido 15q11-q13. Em verde estdo as
sondas localizadas nos outros éxons do gene ¢ em azul estdo
representadas as sondas controle. (B) Anélise do Cromatograma
do exon 7 do gene GABRB3 mostrando a regido do SNP
(rs75015217) circulado em vermelho, analisado pelo programa
Sequencher 5.0......ccooiiiiiiiii e
(A) Razdo dos picos do MLPA do caso F6249-1 que mostra a
dele¢do no éxon 2 do gene NEDD4 (vermelho), analisados no
programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas
localizadas nos outros éxons do gene CASP3 e NEDD4 ¢ em
azul estdo representadas as sondas controle. (B) Andlise do
Cromatograma do éxon 2 do NEDD4 da paciente 5509
mostrando a dele¢do da trinca CTC. (C) Posicdo da mutagdo
c.1616-1618delp.(Pro539del) com base no NM_198400.2 que
resulta na perda de uma prolina na sequéncia da proteina Nedd4
pelo UCSC Genome Browser..........ccueeeeeeriienieeiieeiieniie e
Razdo dos picos do MLPA do caso F6232-1 que mostra a
delecdo do éxon 1 do gene CASP3 (vermelho) analisados no
programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas
localizadas nos outros éxons do gene CASP3 e NEDD4 ¢ em
azul estdo representadas as sondas controle............cccceeeevreennenn.

(A)Razao dos picos do MLPA do caso 4333 que mostra a
duplicagdo das sondas upstream D e E do gene PTEN
(vermelho) analisados no programa GeneMarker v.1.97. Em
verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene e
em azul estdo representadas as sondas controle (B) . Analise do
cromatograma do éxon 1 do gene CASP3 mostrando a regido
do SNP (rs374692744) com a troca de C>G......ooeovvveevveeenneennee.
Razdo dos picos de MLPA do caso F6180-1 eu mostra a
delecdo de uma sonda do exon 1 do gene PTENPI (vermelho)
analisados no programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as
sondas localizadas nos outros éxons do gene e em azul estdo
representadas as sondas coONtrole.............oecveevieereieniienieenieeneenee.
(A) Razdo dos picos do MLPA do caso 4423 que mostra a
delecdo do éxon 11 do gene DLGAPZ2 (vermelho) analisados no
programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas
localizadas nos outros éxons do gene DLGAP2 ¢ MAGI2 e em
azul estdo representadas as sondas controle. (B) Analise do
Cromatograma do exon 11 do gene DLGAP2 do paciente 4423.
A seta indica a mutagdo sindnima em que ocorre a troca de
GZA DO NGttt et e

53

54

55

56

56



Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Razdo dos picos do MLPA do caso F1621-1 que mostra a
delecdo do €xon 22 do gene MAGI2 (vermelho) analisados no
programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo marcadas as
sondas localizadas nos outros éxons do gene DLGAP2 e
MAGI2 e em azul estdo representadas as sondas controle...........
Razao dos picos do MLPA. (A) Dele¢do das sondas localizadas
nos éxons 4 ¢ 5 do gene NRXN! (vermelho) do caso F6236-1 e
(B) Delegdo das sondas localizadas no éxon 19 do gene NRXN/
(vermelho) do caso F7286-1/4452-B, analisados no programa
GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos
outros éxons do gene e em azul estdo representadas as sondas
CONIOle... oo,

(A) Razdo dos picos do MLPA do caso F3282-1, que mostra a
delecdo da sonda localizadas no éxon 21 do gene NRXNI
(vermelho), analisado no programa GeneMarker v.1.97. Em
verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene e
em azul estdo representadas as sondas controle. (B) Analise do
Cromatograma da paciente F3282-1. A seta indica a mutacdo
sindbnima em que ocorre a troca de G>C no gene NRXNI..........

Razdo dos picos do MLPA do caso 4398, que mostra a delecdo
das sondas localizadas no éxon 11 do gene SHANK2
(vermelho), analisado no programa GeneMarker v.1.97. Em
verde estdo as sondas localizadas nos outros €xons do gene e
em azul estdo representadas as sondas controle...........c.ccecueneee.
Razdo dos picos do MLPA do caso F6270-1, que mostra a
delecdo dos éxons 2, 3, 8 e 10 do gene GRMS5 (vermelho)
analisados no programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as
sondas localizadas nos outros éxons do gene GRMS5 e SHANK
e em azul estdo representadas as sondas controle.........................

58

59

60

60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Genes Genes candidatos, localizagdo cromossdmica, via de

participacdo, fun¢do e fendtipo clinico

Tabela 2  Alteracdes observadas nos 23 individuos com TEA......................



Quadro 1
Quadro 2
Quadro 3
Quadro 4

Quadro 5
Quadro 6

LISTA DE QUADROS

Programa de amplificagdo HOTFRA..........cccoviiiiiiiiiiniccne
Programa de amplificagdo XFRA..........cccceviiiiiiniienieeeeie e,
Sequéncia de amplificagcdo dos primers f, Eag-L e Eag-U............
Tamanho esperado dos produtos da PCR, primers utilizados e
definicdo dos possiveis resultados..........cceeeeeeiieniieiienieiiieee
Distribui¢do das sondas dos seis genes nos kits in house.............
Sondas in house de MLPA. As sequéncias em vermelho
correspondem as sequéncias dos primers universais foward e

TEVErSe, TeSPECtIVAMENLE. ...c..vieiieiieeiieiieeieeiee e eieeeiee e

36
37
37

38
42



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt eee e tese e sae s st sas s s s s s sasassesassesasassesasansssnsansans 17
2. OBJETIVOS ..ttt ettt ettt et et s et et e e e s eeene et e steeneeseenseeneensenseeneeneas 29
3. MATERIAL E METODOS ....cooumriuimeeeseesssessssesssssesssssesssssssssssssssssssssesssssnsssssnsssssssseses 30
3.1 CASUISTICA .ottt ettt ettt ettt ettt e bt esbe e s b e s st e s ae e e ae e e bt s neer e e reennees 30
3.2 MBLOAOS ...ttt et r e s r e b reerees 31
3.2.1 Coleta de Sangue PeriferiCo ........ourvuerirerreerireeeeie sttt 32
3.3 Métodos de Triagem da CastiStiCa ......eevverrireerrerereerienreneeree sttt sre e eaees 32
3.3.1 Cultura de linfocitos € bandamento GTG.......ccecveveeieniininiienineniee e e 32
3.3.2 Extracdo de DNA de leucdcitos por Ficoll.....cuivveiicieiiiiiiniiiniieniiecicceiee e 33
3.3.3 Extraco de DINA POI TODO.....ccicuiiiiiiiriieiiteerteesieesiee et e et essiae e siteesveessaeeesaveesaeeas 34
33,4 PCR para FRAXA ..o 36
3.4. Método de avaliacdo da variacdo do numero de copias (CNVS).....ccoceevverireenvnerceenenne. 39
3.4.1 Escolha dos genes sinapticos, programas de desenho de sondas in house e kits
comerciais de Multiplex Ligation dependent-Probe Amplification (MLPA).........cccc....... 39
3.4.2 Parimetros do desenho de sondas iz AOUSE..........eeeceeeceieiiiiieiieieeeeeeeee e 40
3.4.3 Preparag@o do probemix e montagem dos Kits Caseiros ........cceeveereereereereeneeneennee 45
3.4.5 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA).........ccceevvervrcvninennnen. 45
3.5. Técnicas de ValidAgH0......uivveriveriiieiiieieeseeseeseeseesee s seeeseteseesteetessreesbeesseesseesseessnesnness 47
3.5.1 Sequenciamento SANZET ......cceerererrrieeriieeriieeereeesieesireessseeesreessseeessseessesssseeessseesses 47
3.5.2 Hibridizagdo Gendmica Comparativa (array-CGH)........cccccerirvriinineccinenecce 47
O S N B T 72N 1 1 TS 51
5. DISCUSSAD ...ttt sise sttt ittt 64
6. CONCLUSOES......vtuuierrirrieriatiesesisessisesis sttt 74
7. REFERENCIAS .....oouivitmreimresisesesse st ssssse st sss st sss st sssss st st ssssssenes 76
8. APENDICES ......ouvuumrrerreismesseesisesssesssse st ssse st ss sttt st 89
8.1 Apéndice A - Termo de Consentimento Livre € Esclarecido.........ccoovuervirieniieniienniennienne 89

8.2 Apéndice B- NRXNI1 exonic deletions in Brazilian patients with idiopathic autistic
SPECHTUIM QISOTAECTS ..vevveerveerteeiieesieesteete et eteeteeteessteesteesseesseeseeesseessesassesnseesseesseesseenseessesssens 91

8.3 Apéndice C - Screening de genes sinapticos em autistas brasileiros ...........cccceeeeevueenee. 105

8.4 Apéndice D — Is the autism phenotype in Rett Syndrome only due to mutations in
IMEECP2? ..ttt et sttt b bt b ettt ae bbbt b e bt e et 117



Introducdo




1. INTRODUGCAO

1. INTRODUCAO

Existem diversas afec¢des neuropsiquidtricas que comprometem gravemente o
comportamento do individuo. Particularmente, Transtornos do Espectro do Autismo
(TEA) tém despertado muito interesse cientifico, em fun¢do do tipo de
comprometimento e prevaléncia na populacdo. As manifestagdes sdo notadas na
primeira infincia, geralmente antes dos trés anos de idade, e afetam o dominio da
comunicacdo social e o dominio comportamental, comportamentos atipicos, repetitivos
e interesses restritos, comprometendo toda a vida do individuo, que geralmente
continuam com as manifestacdes na vida adulta (CHUTHAPISITH;
RUANGDARAGANON, 2011, LAURITSEN, 2013). E importante que o diagndstico
seja precoce, dadas as implicagdes terapéuticas, que podem melhorar o
desenvolvimento e suavizar, ou até mesmo sanar alguns sintomas (FARAS; ATEEQI;
TIDMARSH, 2010; LAURITSEN, 2013). E reconhecido que os déficits causados pelos
TEA podem ndo ser mais detectados na vida adulta, em fun¢do de ndo comprometerem,
em alguns casos, demandas sociais minimas e porque os déficits podem ser
compensados por tratamentos de estimulacdo (LAURITSEN, 2013).

Até 2012 os diagnosticos denominados de Transtornos do Espectro Autistico
(TEA) considerados pela literatura eram Autismo Infantil, Sindrome de Asperger e
Transtorno Invasivo do Desenvolvimento sem Outra Especificagdo (TID-SOE) que,
.com o Transtorno Desintegrativo da Infincia e Sindrome de Rett, pertenciam aos
denominados Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (Pervasive Developmental
Disorders - PDDs) descritos na 4° Edicdo do Manual Estatistico e Diagnostico da
Associacdo Americana de Psiquiatria (DSM-IV) e na 10* edicdo da Classificagdo
Internacional de Doengas (CID-10) (WHO, 1993; APA, 2000; HOFVANDER et al.,
2009; CHIAPPEDI et al., 2010). Entretanto, na 5* Edigdo do Manual Estatistico e
Diagnéstico (DSM-5) da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA), a Sindrome de
Rett foi retirada da classificagdo, que oficialmente considera uma unica categoria
denominada Autistic Spectrum Disorders (ASD), no Brasil definida como Transtornos
do Espectro do Autismo (TEA) (APA, 2013), genericamente referidos como Autismo
(SKUSE, 2012; LAURITSEN, 2013).

Estas doencgas, mais do que categorias diagndsticas bem definidas, formam um

continuo de manifestagdes, devido a uma ampla variacdo de sinais e sintomas clinicos,
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que podem variar, inclusive, com a fase de vida do individuo. Sao descritos desde
individuos com quadros clinicos muito exacerbados, que incluem auséncia de fala,
deficiéncia intelectual grave e auto-injurias, até individuos com um quociente
intelectual acima da média, apesar de apresentarem prejuizos na linguagem e
habilidades sociais inadequadas (LOO, GRAHAM, HUGHES, 2009; PERISSE et al.,
2010). Além disso, os critérios diagndsticos disponiveis sdo muito subjetivos para o
estabelecimento dos diagnosticos diferenciais (SNOW; LECAVALIER, 2011). Por
estas razdes foi empregado o termo espectro (APA, 2012).

Diretrizes clinicas, como defendido por muitos profissionais e familiares, devem
ser estabelecidas e sdo importantes para o processo de padroniza¢do de diagndstico e
manejo terapéutico, que ainda variam muito entre os paises ¢ até mesmo em diferentes
localidades do mesmo pais (LAURITSEN, 2013).

A prevaléncia dos TEA descrita na literatura ¢ muito variavel, embora muito
alta. Nos Estados Unidos, ha sugestdes de que exista um afetado para cada 110
individuos da populagdo em geral (1/70 meninos e 1/315 meninas) (ADDM, 2009). Na
Islandia ¢ de 1,2:100 (SAEMUNDSEN et al., 2013). A frequéncia mundial estimada ¢
de 1:161 (ELSABBAGH et al., 2012), No Brasil, os estudos epidemioldgicos sio
praticamente inexistentes. Um estudo piloto realizado em uma cidade do interior de Sao
Paulo estimou a frequéncia dos TEA em torno de 1:370 individuos (PAULA et al.,
2011), menor do que as demais, porém o tamanho pequeno da casuistica avaliada pode
justificar a diferenc¢a, segundo os proprios autores.

Estudos epidemioldgicos mostram que houve um aumento na prevaléncia dos
TEA, de 600% nos EUA (Figura 1) e esse aumento pode ser atribuido a varios fatores
(Figura 2). Até mesmo erros de céalculo em alguns estudos sdo referidos, com
extrapolacdes inadequadas de amostragens limitadas e enviesadas (KIM et al., 2011,
ISAKSEN et al., 2012).

Deve ser considerado que houve mudangas nos critérios diagnosticos que
levaram mais e diferentes criancas para a categoria diagnostica dos TEA, houve um
aumento no numero de criangas com diagndstico de Asperger, que parece ter sido a
categoria diagndstica que mais contribuiu para a prevaléncia ter aumentado tanto, uma
maior conscientizagdo entre pais, profissionais e publico em geral sobre a existéncia de
TEA, ou ainda, houve transferéncia de diagndstico "menos populares" para diagndsticos
"mais populares", que muitas vezes esta ligada a apoio financeiro. Também se tornou

mais comum diagnosticar TEA como condi¢do associada a sindromes conhecidas, por
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exemplo, Sindrome de Down e Sindrome do Cromossomo X Fragil (BERUMENT et
al., 1999; WING; POTTER, 2002; FOMBONNE, 2005; BAIRD et al., 2006; LATIF;
WILLIAMS, 2007).

Também, o aumento de servicos especializados que permite que mais casos
sejam identificados, o diagndstico mais precoce € o tipo de avaliador podem influenciar
a frequéncia. Ha relatorios que indicam que os professores relatam TEA mais
frequentemente do que outros grupos de profissionais (ROSENBERG et al., 2009). Em
adicdo as diferengas de prevaléncia em varios paises, alguns estudos encontraram
diferengas por etnia. Nos EUA, uma prevaléncia menor de TEA foi observada em
hispanicos comparados com brancos, atribuida a varidveis socioecondmicas, embora
erros de diagndstico e questdes metodoldgicas ndo possam ser descartadas (ZAROFF;

UHM, 2012).
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Figura 1. Prevaléncia dos ASD no periodo de 1975 a 2012 nos Estados Unidos.
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Figura 2. Fatores que explicam o aumento na prevaléncia dos ASD.

Os TEA afetam mais o sexo masculino, na propor¢do de 4:1 meninos/meninas.
Estudos recentes sugerem que as diferengas sexuais na apresentacdo fenotipica,
incluindo manifestacdes menos graves de comportamentos restritos e repetitivos nas
meninas, parecem interferir nesta propor¢do. Estudos genéticos mostram que as
meninas parecem ser mais “protegidas” dos efeitos de variantes herdadas e de novo que
causam TEA, sugerindo que genes que atuam no desenvolvimento sexual e/ou
hormdnios sexuais, principalmente a testosterona, podem modular os efeitos da variagao
genética no fenotipo autista (WERLING; GESCHWIND, 2013).

A classificagdo destas doengas € confusa, a obtengdo de dados epidemiologicos €
dificil, mas a etiologia é ainda mais complexa. Os fatores ambientais contribuem com
cerca de 10% dos casos (GARBER, 2007). Entre eles, estdo infec¢des materno-fetais,
como a rubéola e a toxoplasmose, ¢ a ingestdo de talidomida e &cido valproico no
periodo gestacional (JONES; SZATMARI, 2002; PERSICO; BOURGERON, 2006).

Na ultima década, uma série de grandes avangos tecnoldgicos transformou a
compreensdo das causas genéticas do autismo. Os dados de todas as abordagens levam a
conclusdo de que o autismo ¢ um distirbio muito complexo e heterogéneo, de provavel
etiologia multifatorial na maioria dos casos, ou que nem mesmo se trata de uma unica
doenga, mas que o espectro pode consistir de diferentes afec¢des que resultam em
fenotipos semelhantes (CONOLLY; HAKONARSON, 2011).

O desenvolvimento do sequenciamento de nova geracdo (NGS) tornou possivel
sequenciar genomas € exomas inteiros, o que somado a alguns conhecimentos
anteriores, também permitiu identificar varias mutagdes patogénicas e genes candidatos

aos TEA e outros disturbios do neurodesenvolvimento (CHOI et al., 2009; BILGUVAR
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et al.,, 2010; VISSERS et al., 2010; GILMAN et al., 2011; SANDERS et al., 2011;
PAGNAMENTA et al., 2012; FETT-CONTE; BOSSOLANI-MARTINS; PEREIRA-
NASCIMENTO, 2013). Segundo O'Roak et al. (2012) mutacdes de novo em familias
sem historia prévia destes transtornos ou fendtipos relacionados aos TEA (familias
simplex) sdo de origem paterna na maior parte dos casos e positivamente correlacionada
com a idade paterna avangada. Neale et al. (2012) estudaram 175 trios (pai, mae e filho
afetado) para avaliar mutacdes de novo e observaram que estas estdo distribuidas em
varios genes, mas tém penetrancia incompleta. Os resultados corroboram com os
modelos poligénicos em que as mutacdes espontaneas codificantes de um grande
nimero de genes aumentam o risco de 5 a 20 vezes de desenvolver TEA.

Variagdes do nimero de copia (CNVs) s@o microduplicagdes ou microdelecdes
resultantes de inser¢des, delegdes ou translocacdes no genoma humano que sdo
observadas na populacdo em geral e comumente encontradas em regides génicas em
individuos com distirbios neuropsiquiatricos (PINTO et al., 2010).

CNVs podem ser herdadas ou de novo, frequentes ou raras, com uma frequéncia
inferior a 1% na populacdo. Estes eventos biologicos também foram identificados em
TEA e em outros disturbios como Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade
(TDAH), esquizofrenia e transtorno bipolar (CHEN et al., 2010; GLESSNER et al.,
2010; LEVINSON et al., 2011). Uma parcela substancial de casos de autismo parece
resultar de CNVs raras. CNVs de novo maiores do que 100kb sd3o mais comuns em
individuos com TEA do que na populacdo geral (CONOLLY; HAKONARSON, 2011).

Progressivamente, os conhecimentos tém validado o forte componente genético
dos TEA, embora para a maioria dos individuos com fendtipo autista, ndo exista uma
causa genética ou ambiental em comum conhecida, o que os define como "idiopaticos"
(WISNIOWIECKA-KOWALNIK et al., 2013).

Segundo, Devlin & Scherer (2012), a etiologia genética pode ser identificada em
20-25% dos casos e podem ser consideradas quatro categorias: 1) rearranjos
cromossOmicos visiveis pela citogenética classica, detectados em até 5% dos casos,
como duplicagdes maternas de 15qll1-ql3, trissomia do cromossomo 21
(47,XX/XY,+21), sindrome de Turner (45,X) e sindrome de Klinefelter (47,XXY); 2)
sindromes associadas, que contribuem com aproximadamente 10% dos casos, como as
Sindromes do Cromossomo X Fragil, Esclerose Tuberosa, Fenilcetonuria, Rett,
Timothy e Potocki-Lupski; 3) CNVs raras envolvendo 16p11.2, 7q11.23, 22ql1.2,
1q21.1, 15q13.3, 17p12, 3q37-38, observadas em cerca de 5% dos casos e 4) mutacdes
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penetrantes raras em PTCHDI/PTCHDIAS, NRXNI, SHANKI, SHANK2, SHANKS3,
NLGN3, NLGN4X, NRXN3, CNTNAPZ2 e DPP6, observadas em 5% dos casos.

Os genes candidatos podem ser classificados em quatro grupos: 1) genes raros -
os tipos de variantes alélicas incluem polimorfismos raros de genes unicos com
alteracdes/mutacdes diretamente relacionadas aos TEA (NRXNI e SHANK3 e varios
outros genes sindpticos); 2) sindromicos - genes implicados em sindromes cujas
manifestagdes fenotipicas em uma subpopulagdo significativa de afetados incluem
sintomas autistas (FMRI e MECP?2); 3) associagdes - genes com polimorfismos comuns
que conferem risco pequeno, provavelmente aditivo para TEA, que foram identificados
a partir de estudos de associagdo, derivados de casos de etiologia desconhecida (MET e
GABRBI) ¢ 4) funcionais - genes com fungdes relevantes, relacionados com a biologia
dos TEA e que ndo estdo incluidos nas outras categorias (CADSP2, cujos modelos de
ratos knockout apresentam caracteristicas autistas, mas ainda ndo associado a humanos
(SWANWICK et al., 2011). Entre eles, os raros e sindromicos sdo os mais investigados,
pela evidéncia de forte ligacdo com TEA (EL-FISHAWY; STATE, 2010).

Além de uma parcela dos individuos apresentarem mutagdes monogénicas,
também tem sido proposto pela literatura o modelo oligogénico, segundo o qual haveria
o envolvimento de dois ou mais genes que contribuiriam com pequenas altera¢des que,
aditivamente resultariam no fenotipo autistico. Schaaf e colaboradores verificaram a
relagdo genética entre o autismo sindromico e o ndo sindrémico, € dos 21 genes
analisados em 339 probandos, a taxa estimada de mutagdo missense de novo foi alta, o
que levou os autores a sugerirem que mutagdes com perda de fun¢@o sdo mais graves e
podem causar o autismo sindrémico, enquanto mutacdes intermediarias, menos graves,
podem causar o autismo nao sindrémico (SCHAAF et al., 2011).

Em 2003, um grupo francés identificou mutacdes no gene da neuroligina
(NLGN) em irmaos com TEA (JAMAIN et. al., 2003). Este trabalho abriu um campo de
pesquisa em duas areas principais: a base genética forte das formas nao-sindromicas de
TEA e o modelo sinéptico para este grupo de doengas (SWANWICK et al., 2011).

A hipotese de TEA como modelo de doenga sindptica ¢ bem conhecida, baseada
em estudos anteriores que revelaram CNVs nestes genes, que poderiam influenciar a
expressdo dos mesmos (MUHLE; TRENTACOSTE; RAPIN, 2004; SEBAT et al.,
2007; BOURGERON, 2009; GLESSNER et al., 2009; BERKEL et al., 2010; PINTO et
al., 2010; VISSERS et al., 2010). As CNVs mais frequentes tendem a ser grandes

(>500kb) e contém varios genes, enquanto CNVs raras ou de novo s3o menores
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(<100Kb) em tamanho, as vezes interrompendo um unico gene (MALHOTRA; SEBAT

et al., 2012).

Algumas vias candnicas que envolvem genes que se expressam no cérebro ou

durante o desenvolvimento cerebral, como os que codificam proteinas sinapticas, ja

foram descritas como envolvidas com a etiopatogenia dos TEA (VORSTMAN et al.,
2006; CUSCO et al., 2009; PERCHE et al., 2010). A Tabela 1 apresenta 10 genes

sindpticos candidatos ao envolvimento na etiopatogenia dos TEA.

Tabela 1. Genes candidatos, localizacdo cromossdmica, via de participacdo, fungdo e

fendtipo clinico.

Gene Locus Via de Funcéo Fenétipo
participacio Clinico
(Pathway)
UBE34  15ql11.2 Protein Ubiquitination Ligase (E3) - sistema de TEA
ubiquitina¢io
NEDD4 15q Protein Ubiquitination Ligase (E3) - sistema de TEA
ubiquitinacio
CASP3 4q34 Protein Ubiquitination Protease- apoptose axonal -
PTEN 10g23.31 PTEN signaling Supressor de tumor TEA com
(fosfatase lipidica)-apoptose  macrocefalia
e sinapses
DLGAP2 8p23 PTEN signaling Receptor associado com TEA
NMDA* e canais de
potassio
MAGI2 7921 PTEN signaling Receptor- sinapses Esquizofrenia
TEA
NRXNI 2pl6.3 Axonal Guidance Molécula de adesdo celular ~ Autismo com
facies
dismorficas e
déficits de
linguagem
SHANK1 19q13.3 Axonal Guidance Proteina de suporte TEA
sinaptico
SHANK? 11q13.2 Axonal Guidance Proteina de suporte TEA
sinaptico
GRM5 11q14.3 Axonal Guidance Receptor metobotropico de  Esquizofrenia
glutamato TEA

* NMDA= N-metil-D-4cido aspartico

Os genes UBE34, NEDD4 e CASP3 (Figura 3) participam da via de

ubiquitinagdo. A via proteassoma-ubiquitina (UPP) é o maior sistema responsavel pela

degradacdo de proteinas intracelulares em eucariotos. Envolve um sistema do qual

participam ligases ubiquitinas (E1, E2 e E3) marcam, transportam e regulam a
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degradacdo de proteinas nos proteossomo. Assim, o sistema controla os niveis de
proteinas-chave que regulam quase todas as atividades celulares, incluindo o ciclo
celular, replicagdo e reparo do DNA, transcri¢do, controle de qualidade da proteina,

resposta imune e apoptose (LIU; GOLDBERG; QIU, 2007).

|
i = Enzyme
| (7} Peptidase
LUBE3A = _ _
i == Relationship
NEDDA4 IR
CASP3

Figura 3. Via de ubiquitina¢do. Relacdo entre os genes UBE34, NEDD4 e CASP3.
(IPA. INGENUITY PATHWAYS ANALYSIS - INGENUITY®
SYSTEMS).

O gene UBE3A codifica uma proteina ligase do tipo E3 que atua em
compartimentos pré e pos-sindpticos, na regulagdo sinaptica, incluindo liberagdo de
neurotransmissor, reciclagem de vesiculas sinapticas nos terminais pré-sindpticos e
mudangas nas espinhas dendriticas e na densidade pds-sinaptica (GLESSNER et al.,
2009). Duplicagdes nesse gene levam a superexpressido especifica da proteina Ube3a
que funciona como um mediador, o qual desencadeia a ubiquitinacdo devido ao estresse
genotoxico. Isso pode resultar em uma reducdo inadequada da apoptose devido a
diminui¢do da sensibilidade a estimulos apoptdticos € maior tolerancia a danos no DNA
(BARON et al., 2006).

O gene NEDD4 também codifica uma ubiquitina ligase do tipo E3, que esta
implicado em um numero crescente de interacdes proteina-proteina neuronais e regula o
gene CASP3 (DONOVAN; PORONNIK, 2013). O gene CASP3 codifica uma cisteina
peptidase que atua na degradacdo neuronal. A ativacdo sequencial de caspases
desempenha um papel central na execugdo da apoptose (SIMON et al., 2012).

Os genes PTEN, MAGI2 e DLGAP2 fazem parte da via de sinalizagdo PTEN.

Essa via desenvolve um papel essencial na sinalizagdo, diferenciacdo neuronal e na




1. INTRODUCAO

formacdo de circuitos neurais. O gene PTEN desenvolve um papel central nessa via, no
desenvolvimento de células-tronco neurais (LV et al., 2013). Os genes DLGAP2 e
MAGI2 codificam proteinas guanilato-quinases associadas a membrana celular. O
primeiro possui papel na organizagcdo da sinapse e sinalizagdo em células neuronais
(CHIEN et al., 2013), além disso, regula e se liga a PTEN . O segundo atua também
como uma molécula suporte que estd presente em sinapses glutamatérgicas, mas
também interage com sinapses gabaérgicas (SASSOE-POGNETTO et al., 2011) (Figura
4).
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Figura 4. Via de sinalizagdo do PTEN. Relagdo entre os genes PTEN, DLGAP2 e
MAGI2.  (IPA. INGENUITY PATHWAYS ANALYSIS -
INGENUITY® SYSTEMS).

Os genes NRXNI1, SHANK?2, SHANKI e GRM5 (Figura 5) fazem parte da via de
orientagdo axonal. O gene NRXNI codifica proteinas que atuam como receptores de
superficie celular ou adesdo celular. A adesdo celular ¢ importante na coordenacdo
sindptica, atividade cerebral, formacdo, principalmente manuten¢do ¢ modificacdo de
sinapses que sdo fundamentais para a aprendizagem, memoria e cognicdo (DEAN;
DRESBACH, 2006). Os genes SHANK I e SHANK? fazem parte da familia de proteinas
suporte (SHANK 1, SHANK?2 ¢ SHANK?3). Estas proteinas interagem com as da familia
DLGAP em regides pos-sindpticas e esta interacdo ja foi proposta como um fator
importante em TEA (BERKEL et al., 2010; PINTO et al., 2010). O gene GRM) codifica
um receptor metabotropico de glutamato, principal neurotransmissor excitatério do

sistema nervoso central, que atua na neurotransmissao glutamatérgica e esta envolvido
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na maioria dos aspectos da fun¢@o normal do cérebro e que pode ser perturbada em

muitas condi¢des neuropatologicas (SKAFIDA et al., 2012).

'::"q G-protein Coupled Receptor
f Transporter
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%Rmm NRXI1
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Figura 5. Via de orientacdo axonal. Relagdo entre os genes SHANK I, SHANK2, NRXN1
e GRM5. (IPA. INGENUITY PATHWAYS ANALYSIS - INGENUITY®
SYSTEMS)

Os 10 genes tém relacdo direta ou indireta entre si, como mostra a Figura 6.
Como parte dos pacientes com fendtipo autistico tem mutagdes em genes Unicos, ou em
mais do que um gene, muitos deles envolvidos com o processo sinaptico e
neurotransmissdo, alteragdes moleculares devem ser investigadas, com possiveis
extrapolagdes para o Aconselhamento Genético e compreensdo dos fendmenos
biologicos envolvidos na predisposicdo. Inclusive, porque ndo foram encontrados
estudos na literatura que tenham avaliado os 10 genes em conjunto em casuisticas de

TEA idiopatico.
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Figura 6. Rede de interacdo entre os 10 genes sinapticos propostos no estudo. (IPA.

INGENUITY PATHWAYS ANALYSIS - INGENUITY® SYSTEMS).

A hipdse cientifica que foi testada neste estudo ¢ que os genes UBE3A,
DLGAP2, NRXNI, NEDD4, GRM5, CASP3, MAGI2, SHANKI, SHANK2 e PTEN
podem estar alterados quantitativamente em individuos com TEA e devem ser

investigados em afetados da populagdo brasileira.
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Geral:

Realizar a andlise CNVs em genes que atuam no sistema nervoso central em vias

sindpticas e neurotransmissao, em individuos com Transtornos do Espectro do Autismo.
Especificos:

1. Avaliar a presenga de variacdo no numero de copias (CNVs) dos genes

UBE3A4, DLGAP2, NRXNI, NEDD4, GRMS5, CASP3, MAGI2, SHANKI,

SHANK? e PTEN, pela técnica de MLPA;

2. Em casos alterados, validar os achados por sequenciamento Sanger ou array-

CGH;

W

Comparar os achados com bancos de dados de individuos normais;

4. Avaliar a presenca de possiveis alteragdes também nos progenitores do

afetado, para verificar se foram herdadas ou de novo;

5. Relacionar os achados genotipicos com os fenotipicos.
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto (CEP-FAMERP), Processo n°3306/2010 e o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), confeccionado segundo a Resolugdo
196/96, obtido de todos os individuos estudados, foi assinado pelos responsaveis

(Apéndice A)

3.1 Casuistica

Foram selecionados para o estudo 311 individuos com Transtorno do Espectro
do Autismo (TEA) e 11 foram excluidos da casuistica, que foi composta por 300
individuos. As idades variaram de um a 47 anos de idade X=12,1; 6=8,0), 239 (79,67%)
homens e 61 (20,33%) mulheres, na proporgao de 4:1.

Os diagnoésticos foram confirmados segundo os critérios do DSM-IV e de
escalas e instrumentos variados, conforme indicado e aplicado em cada caso por
médicos e psicologos componentes de equipes multidisciplinares das escolas
especializadas de onde os individuos afetados foram procedentes. Entre os instrumentos
utilizados estdo a Escala de Avaliagdo para Autismo Infantil — CARS (SCHOPLER et
al., 1980), Entrevista Diagnostica para Autismo Revisada — ADI-R (LORD; RUTTER;
LE COUTER, 1994) e ASQ (Questiondrio de Triagem para Autismo — (BERUMENT et
al., 1999). Alguns pacientes também foram avaliados pela psiquiatra do grupo de
pesquisa, Dra. Simone Secco da Rocha, especialista em TEA, para confirmagdo do
diagnostico, quando alguma duvida sobre a conclusdo do mesmo ainda existia.

A avaliagdo fenotipica para verificagdo de possiveis sindromes associadas, assim
como a investigacdo de possiveis fatores etiologicos ambientais, foi realizada por
geneticistas, pediatras e neuropediatras, membros da equipe multidisciplinar do Servigo
de Genética da FAMERP/FUNFARME, conforme rotina do proprio Servigo.

Os probandos foram provenientes da Escola Municipal do Autista Maria Lucia
de Oliveira (EMA) de Sao José do Rio Preto — SP, da Associacdo dos Amigos dos
Autistas (AMA) de Ribeirdo Preto — SP, do Ambulatério de Genética da Faculdade de
Medicina de Sao Jos€ do Rio Preto — SP, do Recanto Tia Marlene de Votuporanga — SP,
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da Associacdo para o Desenvolvimento dos Autistas em Campinas (ADACAMP), da
UNESP-Campus de Marilia (Servi¢o de Fonoaudiologia) e do Centro de Estudos do
Genoma Humano (USP-SP).

Nao foram incluidos no estudo, pacientes com doencgas de etiologia genética ou
ambiental, aqueles cujas familias ndo concordaram em participar deste estudo, aqueles
que, mesmo com autorizacdo do responsavel para participagdo apresentaram
desconforto exacerbado diante da possibilidade da puncdo venosa, e aqueles cujo
material bioldgico obtido ndo apresentava condigdes de andlise.

Nos casos possiveis, para esclarecer se algum achado fora herdado ou de novo, e
sua relagdo com o fenotipo autistico, foi realizada a investigagdo do mesmo nos
progenitores e irmaos dos afetados.

Dos 11 individuos que foram excluidos, dois apresentaram TEA atribuido a
rubéola congénita, um teve o fendtipo associado a lesdo cerebral hipoxico isquémica no
periodo neonatal, um apresentou o caridtipo compativel com sindrome de Klinefelter
(47,XXY), um os pais ndo assinaram o Termo de Consetimento Livre e Esclarecido e
seis 0 DNA néo apresentava condi¢des de analise, e ndo havia possibilidade de recoleta

do material.

3.2 Métodos

Todos os individuos foram triados quanto a presenca de cromossomopatias € 0s
meninos foram investigados quanto a presenga da mutacdo do gene FMRI, responsavel
pela Sindrome do Cromossomo X Fragil (FRAXA). Para isto foi realizado o estudo
cariotipico em metafases obtidas de culturas de linfécitos submetidas ao bandamento
GTG e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com primers especificos para a regido
alvo, respectivamente. Os individuos que apresentassem alteracdes cromossdmicas e/ou
mutacdo do gene FMRI seriam excluidos da etapa seguinte do projeto, que foi a
avaliagdo molecular dos genes sinapticos pela técnica de Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA). O fluxograma relacionado a triagem dos individuos,

considerando-se os critérios de inclusdo e exclusdo, estd apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Fluxograma das estratégias para realizagdo do projeto.

3.2.1 Coleta de sangue periférico

A coleta de sangue venoso periférico foi realizada por profissionais de satde
habilitados em local adequado. Assim, de cada individuo que entrou para o estudo,
foram colhidos um total de 10ml de sangue venoso periférico em seringa seca e estéril,
de onde 5ml foram transferidos para tubos vacutainer heparinizados e os 5Sml restantes
armazenados em tubos vacutainer com EDTA. O primeiro foi utilizado para realizagdo

de cultura temporaria de linfécitos e o outro para os estudos moleculares.

3.3 Métodos de Triagem da Casuistica

3.3.1 Cultura de linfécitos e bandamento GTG

As culturas de linfécitos foram desenvolvidas de acordo com o protocolo padrio
utilizado pelo Laboratério de Genética da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto - FAMERP/FUNFARME.

Em dois frascos de cultivo foram colocados Sml de meio de cultura RPMI1640
suplementado com 20% de soro fetal bovino, penicilina (100U/ml), fito-hemaglutinina
(PHA-Gibco 0,3ml/5ml de meio) e 0,2 ml de sangue total. Posteriormente os frascos

foram incubados a 37°C em estufa de CO; por 72 horas.
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Apds esse periodo, foi adicionado 0,Iml de solugcdo de colquicina Houdé
(4x10M), para interrup¢do da divisdo celular, e os tubos foram reincubados por 20
minutos antes da colheita. Em seguida ao bloqueio celular, o material foi centrifugado a
1.000rpm durante sete minutos, o sedimento foi hipotonizado de forma progressiva com
I11ml de KCl a 0,075M por 40 minutos, a 37°C, e fixado em metanol: acido acético
(3:1). A suspensdo celular foi gotejada em laminas limpas, molhadas e geladas, que
foram submetidas a técnica de bandamento GTG. Para esta finalidade, foram
mergulhadas sequencialmente em tampao Sorensen pH 6,8, solucdo de tripsina 0,2% e
solugdo salina de PBS, respectivamente, por 15 minutos, dois a 10 segundos e um
minuto. Posteriormente, foram coradas em solug¢do de Giemsa a 2% por cinco minutos e
lavadas em agua destilada.

Cada individuo foi identificado por um coédigo conhecido apenas pelos
responsaveis pela pesquisa.

O cariotipo (resolugdo de 300-450 bandas) foi analisado em 20 metafases de
cada caso. Todas as analises foram realizadas por dois observadores. Os achados ¢ a
descri¢do dos mesmos foram colocados em um laudo e seguiram os critérios contidos na

ISCN (2013). As metafases que apresentaram alteragdes foram fotodocumentadas.

3.3.2 Extracdo de DNA de leucdcitos por Ficoll

O DNA de cada individuo foi obtido a partir de leucécitos de sangue venoso
periférico, segundo a técnica descrita por Miller et al., (1988), com modificagdes. O
volume de 5ml de sangue foi coletado em tubo vacutainer com EDTA, conforme
descricdo anterior. Em 84 casos, a extragdo foi feita por Ficoll.

Em um tubo de polipropileno de 15ml foram adicionados 3,5ml de FICOLL
PAQUE e os 5ml de sangue periférico, este ultimo, pela parede do tubo. O material foi
centrifugado por 30 minutos a 3.500rpm e o sobrenadante (plasma) retirado e
desprezado. O anel de leucocitos foi transferido para outro tubo e o volume de 15ml
completado com PBS 1X. Apds nova centrifugacdo a 3.500rpm por 12 minutos e
retirada do sobrenadante, foi ressuspendido o “pellet” e o volume de 15ml foi
novamente completado com PBS 1X. Apds nova centrifugacdo a 3.500rpm por 12
minutos, o sobrenadante foi descartado. O “pellet” de leucdcitos foi ressupendido, e em
seguida foram adicionados 1ml de PBS 1X, 3ml de Lysis Buffer, 0,2ml de SDS 10%,
50ul de proteinase K (20mg/ml) e 40ul de RNAse (20mg/ml). O material foi agitado e
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incubado a 37°C overnight. Em seguida, o “pellet” de leucdcitos recebeu Iml de NaCl
6M saturado, seguido de agitacdo vigorosa, até formar espuma, e foi colocado no gelo
por 15 minutos. O material foi novamente agitado e centrifugado a 3.500rpm por 15
minutos, o sobrenadante transferido para um novo tubo de 15ml e adicionados 10ml de
etanol absoluto gelado, para a precipitacdo do DNA. O tubo foi invertido delicadamente
até a visualizagdo do DNA precipitado, que foi colocado em um microtubo de 1,5ml
com 500ul de etanol 70% gelado. Apos nova centrifugacdo a 14.000rpm por trés
minutos, o etanol 70% foi descartado e o tubo deixado em repouso por 15 minutos. O
DNA foi diluido em 4gua ultra-pura e incubado a 37°C por dois dias para elui¢do. Apds
este periodo, o material foi estocado a -20°C. A estimativa da concentragdo foi realizada

pela leitura em espectrofotdmetro NanoDrop ND 1000.

3.3.3 Extracao de DNA por robo

Duzentas e dezesseis amostras de DNA foram extraidas pelo protocolo Increased
Spin Fresh Whole Blood DNA Purification Protocol, do rob6 Autopure LS (Gentra

Systems), que incluiu as seguintes etapas:

A) Lise das Células Vermelhas

-Escaneamento e verificacdo dos cdodigos de barras das tampas dos tubos de
entrada e saida, para verificagdo da existéncia de amostra no tubo de entrada (tampa
rosa) e garantia de que os tubos de saida estejam vazios (tampa azul).

-Distribuicdo de 15-19mL (para protocolo de 1 a SmL) do reagente 1 (RBC
Lysis Solution) em cada tubo de entrada. O sistema usou o reagente 1 para balancear os
tubos antes da centrifugagdo. A quantidade dispensada variou dependendo do volume
inicial da amostra. O volume total de amostras mais o reagente 1 foi de de 20mL para
protocolo de 1 a SmL.

-Incubagdo das amostras em RBC Lysis Solution para lisar as células vermelhas
durante 10 minutos. As amostras permaneceram rodando levemente para
homogeniza¢do durante a incubag@o.

-Centrifugacdo a 3.000rpm a 10°C por 2 minutos para formar um pellet de
células brancas, com adicdo de SmL (para protocolo de 1 a 5SmL) do Reagente 4

(Isopropanol 100%) nos tubos de saida da linha C do Rack.
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- Descarte do sobrenadante composto pelas células vermelhas lisadas.

B) Lise das Células Brancas e Precipitaciao das Proteinas

Nesta etapa, o robd dispensou 1,67mL (para protocolo de 1 a 5SmL) do Reagente
3 (Protein Precipitation Solution) vigorosamente no centro do tubo de entrada para
desmanchar o pellet de células brancas e precipitar as proteinas. Dispensou SmL (para
protocolo de 1 a SmL) do Reagente 2 (Cell Lysis Solution) em cada tubo de entrada
para lisar as células brancas e misturou as amostras vigorosamente por 02 minutos para
precipitar as proteinas. Em seguida centrifugou as amostras a 3.000rpm a 10°C por 10
minutos. O precipitado de proteinas formou um pellet escuro. Em seguida, transferiu o

sobrenadante com o DNA nos tubos de saida contendo Isopropanol a 100%.

C) Precipitacio do DNA

Os tubos de saida foram girados levemente 50 vezes para precipitacdo do DNA.
Apds esta etapa as amostras foram centrifugadas a 3.000rpm a 10°C por 5 minutos para
formar um pellet de DNA. O sobrenadante de Isopropanol foi descartado e os tubos de
saida foram invertidos pelo robé por um minuto para evaporacdo do alcool

remanescente.

D) Lavagem do DNA

O robd dispensou SmL (para protocolo de 1 a SmL) do Reagente 5 (Etanol 70%)
em cada tubo de saida, centrifugou as amostras a 3.000rpm a 10°C por trés minutos para
formar um pellet de DNA, descartou o sobrenadante de etanol e inverteu os tubos de

saida por um minuto para evaporar qualquer dlcool remanescente.

E) Hidratacdao do DNA

O volume do Reagente 6 (Hydration Solution) que foi selecionado pelo usuario
nos tubos de saida para reidratar o DNA foi descartado. Depois de remover as amostras
do instrumento, os tubos foram incubados por uma a duas horas a 65°C e deixados pelo

menos por uma noite a temperatura ambiente. Para estocar, os tubos foram
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centrifugados rapidamente e o DNA foi transferido para o tubo final. As amostras foram

estocadas a 4°C.

3.3.4 PCR para FRAXA

A determinagdo do numero de repeticdes CGG dos alelos do gene FMRI foi
realizada segundo a técnica de Haddad et al. (1996).

A PCR foi processada em termociclador SelectCycler (98 tubos), em volumes de
25ul, contendo 50ng/ul de DNA gendmico, 2,3ul de Tris-HCI-KC1 10mM (pH 8,3), 1ul
de MgCl, 50mM, 4ul dNTP 1,25mM - 75% 7TEAza dGTP, 2,5ul de DMSO, 1ul de
work solution (7,5uM Eag-U / 5uM f/ 2uM Eag-L) dos primers (F, Eag-L e Eag-U) e
2ul do mix de TagDNA polimerase a SU.

A preparacdo da dNTP (1,25mM - 75% 7TEAza dGTP) foi realizada
misturando-se 308,75ul de 4gua ultra-pura, Sul dATP [100mM], 5ul de dTTP [100mM],
S5ul de dCTP [100mM], 1,25ul de dGTP [100mM] e 75ul de 7-TEAsa dGTP [SmM],
para um volume final de 400ul. Em todos os experimentos, um dos tubos ndo recebeu
DNA e este foi utilizado como controle de contaminagao.

O mix da TagDNA foi preparado misturando-se momentos antes da reagdo,
0,2ul de Tampao 10x Invitrogen, 0,32ul Taq (5U/ul) Invitrogen e 1,48ul de agua ultra-
pura para o volume final de 2ul.

A preparagdo da work solution dos trés primers (7,5uM Eag-U / 5SuM f / 2uM
Eag-L) foi realizada homogeneizando 7,5ul do primer Eag-U [100mM], 2ul do primer
Eag-L [100mM], 5ul de f [100mM] e 85,5ul de agua ultra-pura, para o volume total de
100ul. A amplificagdo dos primers do gene FMRI foi realizada de acordo com os
programas HOTFRA e XFRA de amplificagdo da reagdo apresentado nos Quadros 1 e

2, respectivamente.

Etapa Temperatura (°C) Duracao
Pré- )
_ 98 10 minutos
aquecimento
Adigdo da
72 o0
Taq

Quadro 1. Programa de amplificacgio HOTFRA.
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Etapa Temperatura (°C) Duracio
Pré-
_ 94 2 minutos
aquecimento
Anelamento* 65 1 minuto
Extensdo* 72 2 minutos
Denaturagao™ 94 1,5 minutos
Extensio final 72 10 minutos
*Q ciclo desnaturag@o-anelamento-extensdo sera repetido 35 vezes.

Quadro 2. Programa de amplificacio XFRA.

Os trés primers (f, Eag-L e Eag-U) utilizados amplificam a regido do gene
FMRI e produzem fragmentos de tamanhos diferentes. Conforme o tamanho dos
fragmentos pode ser identificada a presenca de alelos normais ou com a mutagio
completa.

As sequéncias de bases dos primers f(reverse 1), Eag-L(reverse 2) e Eag-U
(foward), o tamanho esperado dos produtos e os seus resultados estdo apresentados nos

Quadros 3 e 4, respectivamente.

Tamanho do

Primer Primers 5’ a3’
amplicon (pb)
f AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA 30
Eag-L CGCTGCGGGTGTAAACACTGAAACCACGTC 30
Eag-U CGACCTGTCACCGCCCTTCAGCCTTCC 27

Quadro 3. Sequéncia de amplificagdo dos primers f, Eag-L e Eag-U.
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Tamanho esperado dos

Primers Resultado
produtos
223 pb Eag-U e Eag-L
alelos normais
488 a 632 pb Eag-UeF
223 pb Eag-U e Eag-L
pré-mutacgdo
635 a 1070 pb Eag-UeF
223 pb Eag-U e Eag-L ~
: mutacdo completa
Auséncia de banda Eag-UeF

Quadro 4. Tamanho esperado dos produtos da PCR, primers utilizados ¢ defini¢do dos

possiveis resultados.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%
(120 Volts por 60 minutos), juntamente com um marcador de peso molecular (Ladder
Gibco DNA 100pb), o que permitiu observar se houve amplificagdo e se o tamanho do
segmento obtido coincidiu com o esperado. A Figura 8 mostra o esquema de um perfil
eletroforético do gel de acrilamida de resultados possiveis.

Nos casos em que houve suspeita de mutacdo completa, as rea¢des foram
repetidas e, se confirmado o resultado prévio, o caso foi enviado para o Laboratorio da
Profa. Dra. Angela Maria Vianna Morgante da USP-SP, para realizacio da técnica de
Southern Blotting e confirmacdo ou nido do achado, o que ndo foi necessario nesse

estudo.
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Figura 8. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 6% correspondente a amplificacdo
do gene FMRI de sete individuos do sexo masculino. A coluna 1, referente ao
pogo 1, mostra o padrdo de peso molecular de 50bp; os pogos 2, 3, 4,5, 7 ¢ 8 sdo
de pacientes normais, que apresentam a banda controle de 223bp e a de 600pb,
que referem-se as bandas de controle interno e de expansdo da trinca CGG,
respectivamente. O pogo 6 representa um paciente com mutagdo completa
(positivo). Observa-se a banda controle de 223bp, mas ndo a banda da regido de

repeticdes. O poco 9 representa o controle branco (teste de contaminagao).

3.4. Método de avaliacdo da variacido do nimero de copias (CNVs)

3.4.1 Escolha dos genes sinapticos, programas de desenho de sondas in house e Kits
comerciais de Multiplex Ligation dependent-Probe Amplification (MLPA)

A escolha dos genes sindpticos foi feita com base na literatura cientifica e pelo
estudo realizado da inter-relacdo direta e indireta existente entre os genes testados com a
utilizagdo do programa IPA (Ingenuity Pathways Analysis) v.11631407
(Ingenuity®Systems), que possui a funcdo de estabelecer a relagdo funcional entre os

genes, entre outras fungdes.
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Assim, foram escolhidas trés vias principais, conforme anteriormente citado e
apresentado na Tabela 1, onde também constam os genes estudados por via: UBE34,
DLGAP2, NRXNI, NEDD4, GRM5, CASP3, MAGI2, SHANKI, SHANK?2 ¢ PTEN.

O desenho de hondas in house para screening de CNVs em genes candidatos
sem disponibilidade de kits comerciais foi realizado com a colaborag@o da Dra. Juliana
Mazzeu, da Universidade de Brasilia — UnB. Foram desenhadas sondas in house pelo
programa MEL tingeny 1.0 para seis genes: DLGAP2, NEDD4, GRM5, CASP3, MAGI2
e SHANK].

Os outros quatro genes, UBE34, NRXNI1, SHANK? e PTEN, foram estudados
por kits comerciais d¢ MLPA da MRC-Holland. O gene UBE3A foi avaliado pelo kit
SALSA MLPA ProbeMix P343, que permite a investigacdo das regides 15ql11-ql3,
16p11.2 e 22q13,3. Para 15q11-q13, o kit contém sondas para os éxons 6, 7,9, 12 ¢ 13
do UBE3A4, além de sondas para os genes SNRPN-HB2-85, ATP10A4, GABRB3, OCA2,
APBA2, NDNL2, TJP1, TRPMI, KLF13, CHRNA7, SCGS. Para 16pl11.2, tem sondas
para os genes LAT, SPN, MAZ, MVP, SEZ6L2, HIRIP3, DOC2A4, MAPK3 ¢ CD2BP2, ¢
para 22q13.3, sondas para os éxons 3, 15 ¢ 22 do gene SHANK3. Assim, por este kit os
pacientes foram triados também para mais duas regides.

A escolha dos éxons envolveu possibilidade de desenho de sonda adequada para
MLPA in house, evitando-se regides que continham CNVs descritas na populagdo
normal.

O gene da NRXNI! foi avaliado pelo kit SALSA MLPA Probemix P379, que
contém sondas para os 25 éxons do gene. SHANK? foi avaliado pelo kit SALSA MLPA
Probemix P396, que contém sondas para os éxons 1 ao 25, com excec¢do dos éxons 8 ¢
9.

Para o gene PTEN foram utilizados os kits SALSA MLPA Probemix P225-B3 ¢

P225-Cl(nova versdo do mesmo kit), que contém sondas para os 25 éxons do gene.

3.4.2 Parametros do desenho de sondas in house

Para o desenho foram seguidos os seguintes passos:

1) Obtencdo preferencial das sequéncias exdnicas (regido codante) de interesse,
correspondente ao gene estudado;

2) Confirmacao destas sequéncias pela ferramenta USCS BLAT da plataforma
Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat);
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3) Sequéncias colocadas em formato FASTA, convertidas em arquivos ‘txt’e,
entdo, importadas para o programa Allele ID ou pelo NM_ numero de acesso, obtidas
no endereco eletronico (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene).

Os parametros seguidos para obten¢@o de sondas de qualidade foram :

a) A diferenca entre o comprimento minimo necessario das sondas deve ser de
quatro nucleotideos (nt);

b) O comprimento da sonda deve estar entre 100 a 140nt ;

¢) O comprimento maximo absoluto para sondas sintéticas ¢ de 168nt — quando
utilizadas sequéncias stuffer ;

d) Temperatura de melting (Tm) de cada sequéncia de hibridagdo (LHS, RHS
separadamente) deve ser > 71 ° C — o minimo absoluto ¢ 68 °C ;

e) AG (estrutura secundaria) (LHS / RHS), de preferéncia > 0;

) % GC = ~ 50%, especificamente em torno do 5 'e 3' do LHS.

g) Auséncia de SNPs no sitio de ligacdo entre LHS e RHS, pois alteram o sinal
da sonda;

h) Auséncia de sobreposi¢do de sondas, uma vez que elas irdo competir para a
mesma sequéncia alvo.

1) A regido 5 ' da sonda LHS ndo comeca com uma adenina (se ndo houver uma
sequéncia stuffer, deve ser usada)

j) Teste da especificidade da sonda unindo as sondas LHS e RHS e inserindo-as
no website do Genoma Humano Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=9606) ou pelo
USCS BLAT.

k) Todas as sondas RHS devem ser fosforiladas na regi¢do 5.

Como o tamanho dos amplicons produzidos sdo muitos grandes, maiores que
100pb, a instabilidade do oligo € prevista, ¢ a escala de sintese deve ser em 4nmol.

A representagdo esquematica de uma sonda de MLPA estd na apresentada na
Figura 9 (Adaptagdo- Designing synthetic MLPA probes-MRC Holland, 2011). As

sondas compuseram trés kits apresentados no Quadro 5.
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Sonda MLPA

LPO RPO

Sequéncia Hibridizante

LHS RHS

Sequéncia Alvo
Figura 9. Terminologia dos componentes da sonda. Uma sonda de MLPA consiste em
no lado esquerdo estd (LPO) Left Probe
Oligonucleotide e no direito estd (RPO) Right Probe Oligonucleotide (azul).

dois oligonucleotideos,
LPO e RPO podem conter uma sequéncia opcional denominada Stuffer
(verde listrado) e as sequéncias de reconhecimento dos primers Foward e

Reverse (rosa e preto).

Gene 1 Gene 2 | Gene 1 controle | Gene 2 controle | Total de sondas
Kit1 | CASP3 NEDD4 VIPR?2 KIAA0056
4 3 1 1 9
Gene 1 Gene 2 | Gene 1 controle | Gene 2 controle | Total de sondas
Kit2 | DLGAP2 | MAGI2 VIPR?2 KIAA0056
4 7 1 1 13
Gene 1 Gene 2 | Gene 1 controle | Gene 2 controle | Total de sondas
Kit 3 | GRMS5 SHANK ] VIPR?2 KIAA0056
5 6 1 1 13

Quadro 5. Distribui¢@o das sondas dos seis genes nos kits in house.

As sequéncias das 31 sondas in house desenvolvidas e utilizadas neste estudo, a
localizag@o exdnica/intronica nos respectivos genes e o tamanho do amplicon em pares
de bases (pb), de acordo com GRCh (hgl9/Human) do banco de dados do UCSC
Genome Browser, estdo descritas no Quadro 6, assim como as sondas controles

fornecidas pela Profa Dra. Juliana Mazzeu — UnB/Brasilia.
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Gene/Exon/Intron

Sequéncia LHS+RHS (5>3")

NEDD4 Ex 2

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAACCTTCTCCTCTACCTCCAGGGTG
GGAAGAGAGGCAGGATTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

84

NEDD4 In 8

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGAGCCAATACAGCACAGAATGTA
GGCTCCAGGTGGTGATGTTCAGGGAAGGGTCTAGATTGGATCTTG
CTGGCAC

96

NEDD4 Ex_10

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTAGGCCACAGTGGAGACCAGTCAGC
TGACCTCAAGCCAGAGTTCTGCAGGCCCTCAATCTAGATTGGATC
TTGCTGGCAC

100

CASP3_Ex_1

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAAGCAGTGCAGACGCGGCTCCTAGC
GGATGGGTGCTATTGTGAGGCGGTTCTAGATTGGATCTTGCTGGC
AC

92

CASP3_Ex 2

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGCGAGCCCTGCTCACACTCGGCGCTC
TGGTTTTCGGTGGGTGTGCCCTGCACCTGCCTCTTCTCTAGATTGG
ATCTTGCTGGCAC

104

CASP3_Ex 8a

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCATGAAGGCAGAGCCATGGACCAC
GCAGGAAGGGCCTACAGCCCATTTCTCCATACGCACTGGTATCTA
GATTGGATCTTGCTGGCAC

108

CASP3_Ex_8b

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTCAGCCCGGGAGGCAGGCTCCAGGC
CTCAGCAGGTGCGGAGCCGTCACTGCACCAAGTCTCACTGGCTGT
CTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

112

DLGAP2 Ex 6

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGACAGCCGCGGCCTCTACAACTCCAC
GGACAGCCTGGACAGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

84

DLGAP2 Ex 9

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGAGGACAAAGGCCTTCAGTTCGGCT
CATCCTTCCAGCGGCACTCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

88

DLGAP2 Ex_12

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGCGAGCGGCGTCCTTCCGGCAGAATT
CCGCCTCCGAGCGCGCGGACAGCATCTAGATTGGATCTTGCTGGC
AC

92

DLGAP2 Ex 11

GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGACGTCAGCATGAAGTTCGACGAGC
TGCAGCGGCTGCGGCTCAACGACTGGAAGATGATGGTCTAGATTG
GATCTTGCTGGCAC

104

MAGI2_Ex_1

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTCTGCCCAGCCGTCCCTCTCATCCTC
TCCACGGACAGCCTGGACAGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCA

96

MAGI2_Ex_10

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAGATCGGCCGCCTCATTCTCTGCAC
TCCATGC
CAACTGATGGTCAGCTAGACGGCACGTATCCACTCTAGATTGGAT
CTTGCTGGCAC

108

MAGI2_Ex_12

GGGTTCCCTAAGGGTTGGACGAGTTTATCTGCTCCGGCCATACCG
CAGAACCTGCCCTTCCCACCTGCCCTTCACAGGAGCTCCTTTCCTC
TAGATTGGATCTTGCTGGCAC

112

Quadro 6. Sondas in house de MLPA. As sequéncias em vermelho correspondem as

sequéncias dos primers universais foward e reverse, respectivamente.
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Gene/Exon/Intron Sequéncia LHS+RHS (5>3")

MAGI2 Exon 15 | GGGTTCCCTAAGGGTTGGACGGCAAAACCCACCGCTATGTCATCG 116
ACCTCATGCACCACGCAGCCCGCAATGGGCAGGTCAACCTCACTG
TGATCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

MAGI2 Ex 16 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCTGCCCAGAGAACGGGAGAAGTCC 120
AGGCTCTGTATCCACCCACCACAGCTCTCCACGCAGTGACTACGC
AACCTACATCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

MAGI2 Ex 19 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCGACACCAGGCAGTACCCTCTGTCG 124
GACTACAGACAACCCCAGGTACCTCCTCCCGGAGAGCAGGGTGG
GTCCTGACCAAGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

MAGI2 _Ex 22 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCAAGGCCTGGGAGCATCGACGTGAA 128
GTCCCACGTGTCCGGTGTGCTTGGGCGGCATCGCATCAACGCGCA
GACCTAAACTGATCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

GRMS _Ex 2 GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGAGGGTTGTGCCTTCAGATGCTCAGC 84
AGGCAAGGGCCATGGTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC
GRMS5 Ex 3 GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGGTGGTGGCCTGCTTCTGTGAGGGC 88
ATGACGGTGAGAGGTCTGCTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC
GRMS5 _Ex 5 GGGTTCCCTAAGGGTTGGATGGGCTCCACAACATGCAGATGTCCC 92
TCTGCCCAGGCTATGCAGGACTCTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCA
C

GRMS5_Ex 8 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACATCCTCCGCAGCCAGCAGATCCAGC 96
AGCCTAGTCAACCTGTGGAAGAGAAGGGTCTAGATTGGATCTTGC
TGGCAC

GRMS _Ex 10 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCTCGCAGGGCTCCCTCATGGAGCAG 100
ATCAGCAGTGTGGTCACCCGCTTCACGGCCAATCTAGATTGGATC
TTGCTGGCAC

SHANKI1 Ex 1 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAGACGACGCCCACTTCAGCATGATG 104
GTCTTCAGGATTGGCATCCCGGACCTGCACCAGACATCTAGATTG
GATCTTGCTGGCAC

SHANKI1 Ex 5 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCACATTGACTTCCGGGCCCGGGATG 108
GCATGACCGCACTGCATAAGGCCGCATGCGCCCGACACTGTCTAG
ATTGGATCTTGCTGGCAC

SHANKI1 Ex 2 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACGATGCCACCATCTGGACGGCCAAGC 112
AGCAGGTGCTCTGTGCCCTGAGCGAGAGCCTGCAGGATGTGCTCT
CTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

SHANKI Ex 16 | GGGTTCCCTAAGGGTTGGACGGTGGACGAGGGTGGCGTGGCATG 116
GCGAGCTGGACTGCGAATGGGAGACTTCCTCATCGAGGTCAGTCC
AGGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

Quadro 6 - Continuacido. Sondas in house de MLPA. As sequéncias em vermelho
correspondem as sequéncias dos primers universais foward e reverse,

respectivamente
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Gene/Exon Sequéncia LHS+RHS (5™>3")

SHANKI1 Ex 21 | GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCACCACCGTGCCCAGCCAAGTTACG 120
AGCGTCCTTCTTCCTGCCTCCAGGACCTGGGTTGATGCTCCGGCAA
AAATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

SHANKI1 Ex 20 | GGGTTCCCTAAGGGTTGGACCTGGCCGCAGCTCAACAGACCATCA 124
GTGCAAGCGAAAGCCCTGGTCCCGGTGGCCTCGCGTCCCTGGGCA
AACACCGACCCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

VIPR2 Ex 19 GGGTTCCCTAAGGGTTGGACAAACAGGAAAATGGGACTTTGGTTG 132
TGCTGAAGACGGGCCTGCGGTGAACACTGTGAACGTGCAGATCGC
CTTCTCCGGTTTGACAGAGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC
KIAA0056_Ex_22 GGGTTCCCTAAGGGTTGGAACTCAGGCCCTGGCTCCTTCTCGAAC 136
GAATTAGCGGAACACCCGCAGGAGCCTTGTTTGGCTTCCACTTTTC
GGCCCGCCCAGTTCTCTGAGCGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

Quadro 6 - Continuacdo. Sondas in house de MLPA. As sequéncias em vermelho
correspondem as sequéncias dos primers universais foward e reverse,

respectivamente.

3.4.3 Preparacio do probemix e montagem dos Kkits caseiros

Por recomendacdo da MRC Holland, todos os oligos devem ser diluidos em TE
pH=7,5 (Tampao de Elui¢cdo). Assim, as solucdes estoque dos oligos que estavam em
concentracdo maior que 15nmol foram diluidas para obten¢do de uma concentracio
final de 100mM e aquelas que estavam a uma quantidade menor do que 15nmol foram
diluidas para 10mM. As solug¢des de trabalho foram preparadas a partir das solucdes
estoque, onde todos os oligos (foward e reverse) devem estar na concentracdo final de
ImM. Desta solugdo de trabalho foram pipetados 0,8ul de cada oligo (foward e reverse)
de cada sonda selecionada, para compor um kit e completados com TE para um volume

final de 200ul.

3.4.5 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA).

A técnica de MLPA foi realizada segundo Schouten et al. (2002), com um
protocolo adaptado pelo Centro de Estudos do Genoma Humano (USP-SP). Para
realizacdo da mesma foram sintetizadas sondas in house (IDT Technologies), obtidos os

reagentes separadamente, pelo kit comercial EK1 (MRC Holland).
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A primeira etapa dos experimentos para as sondas in house dos seis genes
consistiu na padroniza¢do, na qual amostras de cinco individuos fenotipicamente
normais foram utilizadas para observar a qualidade do resultado obtido com as sondas
desenhadas, antes de aplica-las na casuistica. Assim, foram estudados os genes com
mais detalhes, contendo mais do que duas sondas por gene e sondas de controle interno

da reagao.

a) Desnaturacao do DNA e hibridacio das sondas

As amostras de DNA foram diluidas em TE para obter-se uma concentracio de
50ng/ul de DNA. Os DNAs diluidos foram submetidos a uma temperatura de 98°C por
cinco minutos e, em seguida, a 25°C, antes de serem retirados do termociclador. Apds a
desnaturagdo, foram acrescentados 0,375ul da Probemix in-house ¢ 0,375ul do MLPA
buffer e 0,25ul de H,O ultra-pura a cada tubo. O mix foi incubado a 95°C por um

minuto e em seguida permaneceu a 60°C por quatro horas.

b) Reacio de ligacido

No termociclador, em uma temperatura de 54°C, foram adicionados 8ul de mix
ligase-65 as amostras. As amostras foram incubadas a 54°C por 15 minutos e, em

seguida, a 98°C por cinco minutos.

¢) Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com os tubos ainda na maquina, a uma temperatura de 60°C, foram adicionados
20ul do (mix Polymerase) e imediatamente se iniciou a reagdo de PCR nas seguintes
condi¢des: 32 ciclos por 20 segundos a 95°C; 30 segundos a 60°C; 60 segundos a 72°C

e, no final dos ciclos, 20 minutos a 72°C.

¢) Separacio dos produtos amplificados

Em uma placa de sequenciamento foram adicionados 2ul do produto da PCR,

0,3ul de ROX (sizer) e 9ul de HiDi formamida. A leitura dos produtos amplificados foi
feita no sequenciador automatico ABI-3730 DNA Analyzer (48 capilares).
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d) Visualizacio e analise dos resultados

A andlise dos picos foi feita pelo programa Genemapper (versdo 4.0) e a
interpretagdo e normalizagdo dos resultados no programa Genemarker (versdo 1.97),
considerando-se razdes de referéncia abaixo de 0.75 e acima 1.30 como delecdo e
duplicacdo, respectivamente.

Apos screening pela técnica de MLPA dos genes selecionados, os resultados
indicativos de alteragdes foram validados por sequenciamento Sanger ou array-

CGH180K(Agilent Technologies).

3.5. Técnicas de Validaciao

3.5.1 Sequenciamento Sanger

Os produtos das PCRs foram purificados com a utilizagdo dos reagentes
Exonuclease I (Exo I) para digerir o excesso de primers e Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) para degradar o excesso de nucleotideos provenientes da PCR.

A programacdo para o termociclador padronizada para a reacdo de
sequenciamento foi: denaturagdo inicial: 96°C por 1 minuto, seguida por 30 ciclos de
denaturag@o a 96°C por 10 segundos, anelamento a 50°C por 5 segundos, alongamento a
60°C por 4 minutos e espera a 6°C.

O produto final foi submetido a filtragem e purificacdo em placa de Sephadex®
(GE), segundo protocolo proprio. Entdo, as amostras foram submetidas a eletroforese
em capilares no sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyser (Applied

Biosystems) e o resultado analisado no programa Sequencher®.

3.5.2 Hibridizacdo Gendomica Comparativa (array-CGH)

Foram utilizados 500ng de DNA de cada amostra que no NanoDrop
(PeglabBiotechnologie™) exibiam razdo A260/280 entre 1,8 ¢ 2,0 (indicando baixa
contaminagao por proteinas) e razdo A260/280 > a 2 (indicando baixa contaminac¢do por

compostos organicos) e apos corrida em gel de agarose a 1,2%.
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Inicialmente, as moléculas de DNA foram fragmentadas pelas enzimas de
restricdo Alul e Rsal. Subsequentemente, os fragmentos foram amplificados e marcados
com fluorofos de cores diferentes (cyanine3 e cyanine5) para serem detectados pelo
laser do scanner (Agilent’s High-Resolution C Scanner). Para tanto se utilizou o
Genomic DNA EnzymaticLabeling Kit,Agilent Technologies®. Apds a marcacdo dos
foi realizada a purificcacdo utilizando-se colunas Microcon YM30 (Millipore®) para a
retirada dos nucleotideos ndo incorporados. A quantificagdo do DNA marcado foi
realizado no NanoDrop NDI1000 (espectofotdmetro da PeqlabBiotechnologie™). Aa
absorbancia foi medida em A260nm (DNA), A550nm (cyanine3) e A650nm (cyanine5).
Para medir a atividade especifica (AE) do DNA gendmico marcado, o seguinte calculo

foi efetuado:

AE= (Pm!/, de cyanine3 + cyanine5)
("9, gGDNA)

Em seguida as amostras foram tratadas com Cot-1 DNA humano, com o
objetivo de bloquear ligagdes inespecificas, precipitadas com acetato de sddio e etanol
e, por fim, ressuspensas em um tampao TE (pH 8,0; Integrated DNA Technologies, Inc.,
Coralville, TA; United States). Para hibrida¢do foi usado o Agilent Oligo aCGH
Hybridization Kit, de acordo com especificagdes do fabricante.

Os DNAs marcados foram hibridados as laminas em um forno de hibridagdo a
65°C. Cada lamina possuia quatro areas com aproximadamente 180.000 sondas. Em
uma area da ldmina o DNA de um paciente é marcado com cy3 e comparado com o
DNA de outro paciente, marcado com cy5. Em outra drea, o DNA do primeiro paciente
estd marcado com cy5 e ¢ comparado com o DNA de um terceiro paciente, marcado
com cy3. Ou seja, cada amostra estava em duplicata e foi comparada a duas outras
amostras diferentes.

Apbs o periodo de 24 horas de hibridagdo, as ldminas foram submetidas a varias
lavagens subseqiientes (com Agilent Oligo aCGH Wash Buffer 1 e Agilent Oligo aCGH
Wash Buffer 2) e a uma secagem final (com Stabilization and Drying Solution, 500 ML,
Agilent Technologies®).

As imagens foram obtidas com o uso do scanner Agilent e do programa Feature

Extraction v10.5. As anélises foram feitas com o programa Agilent Genomic Workbench
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Lite Edition v6.5, usando o algoritmo estatistico ADM-2 e limiar 7.0. Apenas as
altera¢des que continham no minino trés oligonucleotideos consecutivos com razdo log2

cy3/cy5 alterada foram consideradas pelo programa como uma possivel alteracdo no

numero de copias de determinado segmento gendmico.




Resultados
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4. RESULTADOS

Foram estudados 300 individuos com caridtipo e avaliagdo molecular do gene
FMRI normais, e ndo dismorficos, com TEA idiopatico. A investigagdo de CNVs nos
10 genes sinapticos foi realizada nos 300 casos.

No periodo do estudo foram realizadas 108 culturas de linfocitos com analise
dos cariotipos e 134 andlises moleculares do gene FMRI. Alguns individuos ja haviam
realizado estas andlises vinculadas a exames particulares ou a projetos de pesquisas
anteriores desenvolvidos na FAMERP e na USP/SP.

Nos 10 genes sindpticos e outras regides/genes possiveis de serem avaliados
pelos kits comerciais e in house, mas nao incluidos nos objetivos do estudo, foram
encontrados 23(8%) individuos com alteragdes, 15 (5,21%) com CNVs, cinco (1,74%)
com indel, dois (0,7%) com muta¢des ndo descritas, e um (0,35%) SNP (polimorfismo
de nucleotideo tnico). Nenhum caso apresentou mais do que uma alteragdo nos genes

avaliados.

4.1 UBE3A, NEDD4, CASP3 (Protein Ubiquitination Pathway), 16p11.2 e 15q11-13

Para o gene UBE3A ndo foram encontradas altera¢des a partir do kit comercial
P343, entretanto dois achados em outras duas regides avaliadas pelo mesmo kit foram
visualizados. O primeiro deles foi detectado em um paciente (caso F-7150-1/4906) com
diagndstico de Sindrome de Asperger, que apresentou uma microduplicacdo da regido
16p11.2. Esta mesma alteracdo foi verificada nos progenitores e nas duas irmas, sendo
uma delas gémea dizigdtica do afetado. Apds analise da familia foi observado que a
mae e as duas irmds apresentam a mesma duplica¢do, mas sem fenotipo autistico. As

analises dos afetados da familia estdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Razdo dos picos do MLPA mostrando a microduplicacdo na regido
16p11.2, observada no caso F-7150-1/4906, que abrange os genes HIRIP3,
MAPK3, MAZ, MVP e SEZ6L2 (vermelho) do paciente (A), da mae (B), da
irma gémea dizigotica (C) e (D) da outra irma, portadoras da mesma
alteragdo, analisados pelo programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo
indicadas as sondas localizadas nos outros genes da regido 16pl1.2 e em

azul, as sondas controle.

O segundo achado com o mesmo kit foi no paciente F-7285-1/08 e diagnostico
de Autismo, uma dele¢do no exon 7 do gene GABRB3, localizado na regido 15q11-q13
(Figura 11A), herdada da mée e também presente na irma mais velha. O pai e a segunda
irma apresentaram resultados normais. Para esclarecimento do caso, pois somente uma
sonda mostrava a delecdo, foi realizado o sequenciamento direto do exon 7 e foi
verificado que o paciente (Figura 11B), a mae e a irma mais velha apresentavam um
que impede sua hibridacdo de forma

O SNP foi identificados como

polimorfismo na regido de ligagdo da sonda,
correta e, consequentemente, acusa a delecdo.
rs75015217 (A>G), descrito na populagdo, com frequéncia alélica de f(A)= 0,998 e
f(G)=0,002 no dbSNP do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Para

a regido 22ql1 nao foram encontradas alteracdes.
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Figura 11. (A) Razao dos picos do MLPA no caso F7285-1/08, que acusa a dele¢do da
sonda localizada no éxon 7 do gene GABRB3 (vermelho) analisado no
programa GeneMarker v.1.97. Esta sonda est4 localizada na regido 15q11-
q13. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene e em
azul estdo representadas as sondas controle. (B) Analise do cromatograma
do exon 7 do gene GABRB3 mostrando a regido do SNP (rs75015217)

circulado em vermelho, analisado pelo programa Sequencher 5.0.

Cinco casos, F6249-1, 1318-B, F1611-1, F6251-1 e 5509, os trés primeiros
meninos € os dois ultimos meninas, todos com diagnostico de Autismo, apresentaram
delecdo de uma sonda no exon 2 do gene NEDD4 (Figuras 12A e B), identificada como
falta de uma trinca (GAG) na posi¢do gendmica (56155207 — 56155210), com base na
sequéncia referéncia NM 001284338.1 (UCSC Genome Browser). Sua frequéncia na
casuistica foi, portanto, de 0,017(1,7%). A delecdo foi verificada nos bancos de dados
1000 Genomes- Deep Catalog of  Human Genetic Variation
(http://browser.1000genomes.org/index.html), e ndo foi encontrada qualquer descri¢do
desta alteragdo. No NHLBI Exome Sequencing Project (ESP) Exome Variant Server
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), foi encontrada esta dele¢do descrita como c.1616 —
1618del p.(Pro539del) (Figura 12C), com frequéncia de 50/12.468(0,4%). As familias

nio foram estudadas.
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Figura 12. (A) Razdo dos picos do MLPA do caso F6249-1 que acusa a dele¢do no
éxon 2 do gene NEDD4 (vermelho), analisados no programa GeneMarker
v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene
CASP3 e NEDD4 e em azul estdo representadas as sondas controle. (B)
Andlise do Cromatograma do éxon 2 do NEDD4 da paciente 5509
mostrando a dele¢do da trinca CTC. (C) Posicdo da mutagdo c.1616—
1618delp.(Pro539del) com base no NM 001284338.1 que resulta na perda
de uma prolina na sequéncia da proteina Nedd4 pelo UCSC Genome

Browser.

O paciente F-6232-1 apresentou dele¢do de uma sonda no éxon 1, que se trata da
regido 5'UTR do gene CASP3 (Figura 13), visualizadas pelo kit 1 in house. A validagdo
por seqiienciamento identificou um SNP no sitio de ligagdo da parte F e R, o
rs374692744 (C>QG), descrito na populacdo. Consequéncias clinicas ndo foram

avaliadas segundo dbSNP do NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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Figura 13. (A) Razdo dos picos do MLPA do caso F6232-1 que acusa a delecdo do

éxon 1 do gene CASP3 (vermelho) analisados no programa GeneMarker
v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene
CASP3 e NEDD4 e em azul estdo representadas as sondas controle. (B)
Anadlise do cromatograma do éxon 1 do gene CASP3 mostrando a regido

do SNP (rs374692744) com a troca de C>G.

4.2. PTEN, DLGAP2, MAGI2 (PTEN signaling pathway), PTENPI e KLLN

O kit comercial para o gene PTEN, que também avalia os genes PTENPI ¢ KLLN e
o kit in house para DLGAP2 e MAGI2, revelaram alteragdes em seis casos.

Para o gene PTEN ndo foram encontradas alterag¢des, entretanto, no paciente F-
7133-1/4333, diagnosticado com TID-SOE, foi observada uma duplicacdo de duas
sondas na regido upstream ao gene, denominadas sondas Upstream D e E (Figura 14).
Estas sondas correspondem na nova versao do kit P225-C1, a regido do €xon 1 do gene
KLLN com tamanho de 1,6Kb, segundo a sequéncia referéncia NM 001126049.1
(UCSC Genome Browser) e ela ndo esta descrita no DGV- Database of Genomic
Variants (DATABASE OF GENOMIC VARIANTS, 2012). A familia ndo pode ser

contatada, para esclarecimento da heranca ou nao da alteragao.
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Figura 14. Razdo dos picos do MLPA do caso 4333 que mostra a duplicagdo das
sondas upstream D e E do gene PTEN (vermelho) analisados no programa
GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros

¢xons do gene e em azul estdo representadas as sondas controle.

Trés pacientes do sexo masculino, F6180-1 com TID-SOE, F1356-4 com
Sindrome de Asperger e F6607-1 com Autismo, apresentaram uma mesma dele¢do de
uma Uunica sonda, no exon 1 do gene PTENPI (Figura 15), localizado na regido
cromossdmica 9q13.3. O fato de envolver apenas uma sonda necessita de confirmagdo

por técnica complementar, o que ndo foi realizado.
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Figura 15. Razdo dos picos de MLPA do caso F6180-1 eu mostra a delecdo de uma
sonda do exon 1 do gene PTENPI (vermelho) analisados no programa
GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros

¢xons do gene e em azul estdo representadas as sondas controle.

O paciente 4423, um menino com Autismo, apresentou delecdo de uma sonda do

éxon 11 do DLGAP2 (Figura 16A). O éxon 11 foi sequenciado (Figura 16B) e foi
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detectada uma mutagdo resultante da troca de G>A na posi¢do 887 da trinca
CAG—CAA, que codificam glutamina. Trata-se de uma troca sindnima
NM_004745.4:c.2661G>A na posicdo gendmica 16.454.17 do gene, ainda ndo descrita
(UCSC Genome Browser), verificada nos bancos de dados de controles 71000 Genomes-
A Deep Catalog of Human Genetic Variation
(http://browser.1000genomes.org/index.html) e NHLBI Exome Sequencing Project
(ESP) Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). A familia nao foi

avaliada.
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Figura 16. (A) Razdo dos picos do MLPA do caso 4423 que acusa a dele¢cdo do éxon

A
T

11 do gene DLGAP2 (vermelho) analisados no programa GeneMarker
v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene
DLGAP2 e MAGI2 e em azul estdo representadas as sondas controle. (B)
Andlise do Cromatograma do exon 11 do gene DLGAP2 do paciente 4423.

A seta indica a mutacdo sindnima em que ocorre a troca de G>A no gene.

O caso F1621-1, um menino com Autismo, mostrou dele¢do também de apenas

uma sonda no éxon 22 do MAGI2 (Figura 17), ndo validada e nio avaliada nos

genitores.
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Figura 17. Razao dos picos do MLPA do caso F1621-1 que acusa a dele¢do do éxon 22
do gene MAGI2 (vermelho) analisados no programa GeneMarker v.1.97.
Em verde estdo marcadas as sondas localizadas nos outros éxons do gene

DLGAP2 e MAGI2 e em azul estdo representadas as sondas controle.

4.3. NRXN1, SHANK?2, SHANKI1 e GRMS5 (Axonal Guidance pathway)

A investigacdo do gene NRXNI mostrou alteragdes em trés casos.

O paciente F-6236-1/5364, diagnosticado com autismo, apresentou
microdele¢do em heterozigose dos exons 4 ¢ 5 do gene NRXNI, com tamanho de
103,8Kb, nao descrita no DGV- Database of Genomic Variants (DATABASE OF
GENOMIC VARIANTS, 2012) (Figuras 18A). A mae apresentou resultado normal,
mas o estudo do pai ndo possivel devido a impossibilidade de contato com o mesmo,
que ndo se comunica com a familia hd anos (segundo informagdes coletadas). Portanto,
nao foi possivel saber se esta CNV foi herdada ou nio.

Outro caso, F7286-1, um individuo do sexo masculino diagnosticado com
Autismo, apresentou microdelecdo do exon 19 do gene NRXNI. A CNV do exon 19 foi
observada em heterozigose, com tamanho de 110,8Kb. Os pais deste paciente foram
testados e apresentaram resultados normais, caracterizando o achado como uma CNV
de novo (Figura 18B).

Os resultados meleculares destes dois ultimos pacientes, inclusive com detalhes
fenotipicos, resultaram na elabora¢do do artigo cientifico intitulado “NRXNI exonic
deletions in Brazilian patients with idiopathic autistic spectrum disorders” apresentado

no Apéndice B.
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Figura 18. Razdo dos picos do MLPA. (A) Dele¢do das sondas localizadas nos éxons 4
e 5 do gene NRXNI (vermelho) do caso F6236-1 e (B) Delecdo das sondas
localizadas no éxon 19 do gene NRXN! (vermelho) do caso F7286-1/4452-

B, analisados no programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas

localizadas nos outros éxons do gene e em azul estdo representadas as

sondas controle.

Uma menina com Autismo, caso F3282-1, apresentou uma dele¢do no exon 20

do gene NRXNI. O sequenciamento esclareceu tratar-se de uma mutagdo sindénima

caracterizada como NM_001135659(NRXN1):¢c.3702G>C no codon 1234, que codifica

uma prolina, ndo descrita na posi¢do gendmica 50.318.597(UCSC Genome Browser)

(Figura 19A e B). Esta variante foi investigada no 1000 Genomes-A Deep Catalog of

Human Genetic Variation (http://browser.1000genomes.org/index.html) ¢ NHLBI
(ESP) Exome

Exome Sequencing Project

(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), e ndo foi encontrada.

Variant Server

Os pais foram testados e a alteracdo foi herdada da mae, que ndo apresenta

alteracdes de comportamento.
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Figura 19. (A) Razdo dos picos do MLPA do caso F3282-1, que acusa a dele¢do da
sonda localizadas no éxon 21 do gene NRXNI (vermelho), analisado no
programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos
outros €éxons do gene e em azul estdo representadas as sondas controle. (B)
Andlise do Cromatograma da paciente F3282-1. A seta indica a mutacdo

sindbnima em que ocorre a troca de G>C no gene NRXNI.

Para o gene SHANK2, um menino com diagnostico de Autismo (caso 4398)
apresentou CNV caracterizada como delecdo no éxon 11, com tamanho de 13,4kb

(Figura 20).
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Figura 20. Razao dos picos do MLPA do caso 4398, que mostra a delecdo das sondas
localizadas no éxon 11 do gene SHANK2 (vermelho), analisado no
programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos

outros €xons do gene e em azul estdo representadas as sondas controle.
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Cinco outros casos, F6265-1, F6270-1, F6280-1, F6012-1 e F3151-1, apenas o
ultimo do sexo feminino, todos com diagndstico de Autismo, apresentaram delecdo em
todos os éxons estudados (04 sondas) do gene GRMS5 (Figura 21), cuja validagdo por
array-CGH 180K (Agilent Technologies®) estava em andamento na entrega deste
trabalho.
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Figura 21. Razdo dos picos do MLPA do caso F6270-1, que mostra a delecdo dos
éxons 2, 3, 8 e 10 do gene GRMS5 (vermelho) analisados no programa
GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons

do gene GRM5 e SHANK e em azul estdo representadas as sondas controle.

Para o gene SHANKI nenhuma altera¢do foi encontrada nos 300 individuos
avaliados.

Parte dos resultados dos genes sinapticos, resultaram no artigo cientifico
“Screening de genes sinapticos em autistas brasileiros” apresentado em Apéndice C.

Em Apéndice D consta o artigo intitulado “Is the autism phenotype in Rett
Syndrome only due to mutations in MECP2?”. Trata-se da descricdo de uma CNV em
16p11.2, observada em uma paciente diagnosticada inicialmente como autista e incluida
na casuistica, mas depois excluida por ter sido concluido seu diagndstico como
Sindrome de Rett. Entretanto, a mesma paciente compos a casuistica de um estudo em
colaboragdo, que confirmou que a mesma também apresenta mutacdo em MECP2. A
op¢do por incluir este artigo nesta tese se deveu a importancia cientifica do achado e a
proposta cientifica que ele sugere.

As alteragdes encontradas em todos os genes investigados, sua localizagdo

exoOnica, heranga e frequéncia na casuistica estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Alteracdes observadas nos 23 individuos com TEA.

Gene/regido  Alteracio Posicao Heranca N° de Frequéncia
afetados
NEDDA4(S) del Exon 2 NE 5 1,7%
CASP3(S) del Exon 1 NE 1 0,3%
DLGAP2(S) c.2661G>A  Exon 11 NE | 0,3%
MAGI2(S) del Exon 22 NE 1 0,3%
NRXNI(S) del Exons 4-5 NE 3 1%
del Exon 19 de novo

¢.3702G>C Exon 21 materna

SHANK2(S) del Exon 11 NE 1 0,3%
GRMS5(S) del Exon 2-10 NE 5 1,7%
GABRB3(S) SNP Exon 7 materna 1 0,3%
PTENPI(NS) del 9p21 NE 3 1%

KLLN(NS) dup Exon 1 NE 1 0,3%
16p11.2 dup lépll.2 materna 1 0,3%
Total 23

del=delecdo; dup=duplicacdo; S=gene sinaptico; NS=gene nao sinaptico; NE=ndo esclarecido;




Discussdo
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As analises do cariotipo e da Sindrome do Cromossomo X Fragil (FRAXA) sdo
recomendadas como parte do protocolo de investigagdo de TEA, pois estdo entre as
causas genéticas de TEA (MOESSNER et al., 2007; NEWBURY et al., 2009; SHEN et
al., 2010). As alteracdes cromossdmicas estdo entre as mais frequentes, encontradas em
2-6% dos afetados (KUMAR; CHRISTIAN, 2009; BREMER et al, 2011). Estas podem
causar alteracdes na migragdo neuronal e no crescimento do cérebro, com subsequente
alteracdo na organizagdo cortical, mudancgas sindpticas e dendriticas, e resulatar no
fenotipo autistico (BENVENUTO et al., 2009). Frequéncias entre 2% e 3% de FRAXA
tém sido observadas em estudos de meninos com TEA, enquanto que em meninos com
FRAXA, as frequéncias de TEA variam de 20% a 40% (KAUFMANN et al., 2004;
SHIBAYAMA et al.,, 2004). Assim, por serem causas ja vinculadas ao fendtipo
autistico, os pacientes que as apresentaram ndo foram incluidos no estudo. Individuos
dismorficos também ndo foram incluidos pelo fato de ter sido proposto investigar
alteracdes que poderiam resultar no fendtipo comportamental (genes candidatos ao
autismo) e ndo com efeitos pleiotropicos.

Aqui foram estudados 300 individuos, um niimero adequado considerando-se
que casuisticas compostas de individuos com TEA para estudo molecular variam de 145
(WISNIOWIECKA-KOWALNIK et al., 2013) a 3000 individuos (MATSUNAMI et
al., 2013) e as maiores estdo vinculadas a estudos de consorcios (ANNEY et al., 2010;
HOLT et al., 2010).

CNVs sdo comumente descritas em TEA e muitas, herdadas e de novo ja foram
associadas ao fenodtipo autistico (LEVY et al., 2011; RONEMUS et al., 2014). Além
destas alteragdes, SNPs e mutacdes raras também sdo frequentemente relatadas na
literatura (YANG; PAN, 2013; BEN-DAVID; SHIFMAN, 2013).

Muitas técnicas sdo utilizadas para detectar CNVs (GOUAS et al., 2008).
Entretanto, ¢ importante notar que cada método possui vantagens e limitagdes em
diferentes circunstancias. As tecnologias baseadas em microarray e MLPA estdo entre
os métodos mais confidveis e efetivos para investigacdo destas alteragdes. Devido ao
seu baixo custo, sensibilidade e facilidade de desenvolvimento e implementagdo, a
técnica de MLPA se tornou muito popular como ferramenta diagnostica € na pesquisa

de CNVs (SHEN, WU, 2009), motivo pelo qual foi a op¢ao deste estudo.
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Também, a opg¢do por genes sinapticos foi feita por seu envolvimento nas
funcdes biologicas cerebrais comumente descritas como alteradas em TEA
(BETANCUR et al., 2009; HUGUET; EY; BOURGERON, 2013).

Nao foram encontrados estudos que estimaram frequéncias de alteragdes nos
mesmos genes que os aqui estudados conjuntamente e com os mesmos critérios de
inclusdo/exclusdo, o que dificulta a comparacdo da frequéncia total de alteracdes
encontradas.

Entre os 10 genes sinapticos selecionados para este estudo, ndo foram
encontradas alteragdes em UBE3A, PTEN e SHANK .

UBE3A4 é um candidato a predisposi¢@o aos TEA e ja foi observado em cerca de
1% dos casos (GLESNER et al, 2009). A auséncia de altera¢des neste estudo pode ter
ocorrido pelo fato de terem sido avaliados alguns, e ndo todos os éxons do gene. Assim,
alterag¢des nos éxons 6, 7, 9, 12 e 13 ndo puderam ser relacionadas ao fendtipo autistico
na casuistica avaliada.

O gene PTEN tem sido considerado um candidato em potencial na predisposi¢do
ao autismo, em func¢do do seu papel no desenvolvimento cerebral. Esta localizado em
10g23-31. E um supressor de tumor com papel na etiologia de alguns tipos de cancer.
Mutagdes germinativas resultam em um fendtipo caracterizado por macrocefalia,
convulsoes e deficiéncia intelectual. Sua fungado fosfatase lipidica neutraliza diretamente
a atividade PI3K, inibindo a ativacdo de AKT, uma quinase. A via PI3K/AKT ¢
indispensavel para a regulacdo do crescimento celular, sobrevivéncia e proliferagdo, de
maneira que se for alterada, pode causar doenga psiquiatrica ou tumor (JING-WEN et
al., 2013). Mas ndo se sabe realmente como a perda de uma unica cépia de PTEN altera
a fun¢do neural. A haploinsuficiéncia parece aumentar a expressdo de pequenos canais
condutores de potéssio céalcio-ativados, que resultaria em uma excitabilidade intrinseca
(GARCIA-JUNCO-CLEMENTE et al., 2013). Dele¢cdes parecem desregular a
plasticidade sinaptica (TAKEUCHI et al., 2013). Mutagdes de novo no gene PTEN s@o
a causa de muitos casos de autismo esporadico, sendo observadas entre 1 e 17% das
casuisticas estudadas (JING-WEN et al., 2013). Sua importdncia em TEA ¢ tdo
reconhecida que a literatura propde que mutagdes sejam estudas como parte do
protocolo de investiga¢do clinica de TEA (CARTER, SCHERER, 2013).

A auséncia de alteragdes neste estudo pode significar que alteragdes neste gene
sejam mais raras na populacdo brasileira e que o tamanho da casuistica tenha sido

insuficiente para detecta-las, pois os 25 éxons foram avaliados.
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Em SHANKI néo foram encontradas CNVs. Nesse gene foram descritas uma
microdele¢do segregando somente nos homens em quatro geragdes de uma familia de
individuos com sindrome de Asperger, bem como outra delecio de novo em um
menino com autismo de alto funcionamento. A frequéncia relatada ¢ de 0,02% (SATO
et al., 2012). Na presente casuistica, a auséncia de achados em SHANKI, pode ser
explicada pelo fato de serem CNVs muito raras e o nimero de pacientes estudados pode
nao ter sido suficiente para detecta-las.

Recentemente, quatro estudos relataram coortes de individuos com TEA e
microduplicagdes/delecdes da regido 16p11.2 (KUMAR et al., 2008; MARSHALL et
al., 2008; WEISS et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2012). Esta regido ¢ flanqueada por
segmentos de baixa repeticdo contendo 99% de identidade, que predispde este locus a
uma recombinacdo homologa ndo alélica, o que resulta em uma taxa elevada de
mutagdo, devido a sua estrutura gendomica (KUMAR et al.,, 2008). Fernandez e
colaboradores (2012) sugeriram que as microdelecdes sdo mais penetrantes, comparadas
as microduplicacdes e que estas estdo mais associadas a sinais dismorfismos menores.
Os individuos com esta CNV podem apresentar, entre os sinais clinicos, autismo, atraso
neuro-psico-motor (ADNPM), deficiéncia intelectual, escoliose, facies dismorfica e
baixo peso (TABET et al., 2012).

A duplicacdo observada no paciente aqui estudado envolve o gene HIRIP3, que
produz ligantes que interagem com proteinas histonas, o MAPK3, responsavel por uma
quinase envolvida no progresso do ciclo celular, o MAZ, que codifica uma proteina zinc
finger que atua como fator de transcri¢do ligado a purinas e fator ativante da amildide A
sérica, o gene SEZ6L2, que codifica uma proteina receptora transmembranica tipo 1, e o
MVP, responsavel por uma proteina relacionada com a resisténcia pulmonar. Com
excecdo do gene MVP, os demais genes envolvidos possuem expressdo no sistema
nervoso central (BEDOYAN et al., 2010).

Esta CNV ¢ encontrada em cerca de 1% dos individuos com TEA e o
Aconselhamento Genético ¢ desafiador, pois o fendtipo comportamental inclui autismo
e outras doengas psiquiatricas, como a esquizofrenia, sinais clinicos dismoérficos, como
os referidos anteriormente, como também pode ser normal (FERNANDEZ et al. 2012),
como apresentado pela mae e irmas do paciente. Assim, estudos em casuisticas maiores
s30 necessarios, ndo s0 em autismo, como nas outras doengas psiquidtricas, para uma
interpretagdo mais refinada e precisa. Também, ndo se pode descartar que esse

individuo possua outras alteragdes em seu genoma, como ja proposto pelo modelo
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oligogénico para autismo. Este mesmo paciente comp0s outra casuistica vinculada a um
estudo colaborativo do mesmo grupo de pesquisa e resultou na confec¢do de um artigo
cientifico “CNVs at the 15q13.3, 16pl1.2 and 22q in Brazilian individuals with Autism
spectrum disorders ", enviado para publicacao.

Em um paciente foi observado o polimorfismo »s75015217 herdado, no gene
GABRB3. Este SNP nio possui relevancia clinica para os afetados, segundo o banco do
NCBI dbSNPs (NCBI, 2012), apesar de ser raro e estar localizado em uma regido com
78% de chance de ser sitio aceptor de splacing do transcrito para a proteina, o que foi
verificado pelo programa Human Splicing Finder v. 2.4.1 (DESMET et al., 2009).

Alguns polimorfismos no gene GABRB3 foram descritos como relacionados aos
TEA, mas ndo o relatado aqui. Inclusive, alguns autores destacam a importancia dos
mesmos como auxiliares no diagnoéstico diferencial destes transtornos (JIAO et al.,
2011).

Os receptores GABA sdo importantes canais ligantes de cloreto que possuem um
papel critico no neurodesenvolvimento e participam da maioria das sinapses inibitorias
rapidas no cérebro adulto. A subunidade B3 codifica o maior receptor GABA que € o
gene GABRB3, trata-se da isoforma presente durante o desenvolvimento cerebral e esta
fortemente associado com TEA (SHAO et al., 2003; SAMACO et al., 2005). Um SNP
associado com TEA ¢ o SNP rs25409 depositado no banco dbSNP, que codifica uma
variante ndo sindbnima (DELAHANTY et al., 2011).

Em NEDD4 foi encontrada a dele¢do de uma trinca GAG que corresponde a
mutagdo descrita ¢.1616 — 1618del p.(Pro539del) no banco de dados NHLBI Exome
Sequencing Project (ESP) Exome Variant Server, numa frequéncia cerca de quatro
vezes maior do que a relatada para populacdo normal americana e africana. Esse indel
leva a perda de um aminoacido, uma prolina, que pode causar alteracdes na
conformacgdo e estrutura da mesma, pois a regido N-terminal apresenta-se diminuida,
além disso, na regido de interagdo com a proteina TNIK, que regula a extensdo do
dendrito durante o desenvolvimento e a arborizagdo neuronal (UNIPROT, 2014).
Assim, pode ser proposto o envolvimento desta alteragdo no fenotipo autistico, o que
merece ser investigado em estudos futuros.

A proteina Caspase-3 foi descrita com niveis significativamente aumentados ou
diminuidos em individuos com TEA comparados com controles, que levou alguns
autores a sugerirem um possivel papel desta caspase codificada pelo CASP3 na etiologia

desses transtornos (EL-ANSARY; BEN BACHA; AL-AYADHI, 2011; SINISCALCO
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et al., 2012). H4 evidéncias de que esse gene possua um papel apoptdtico no cérebro
incluindo regulagdo da plasticidade sindptica (MACHNICKA et al, 2012) e da
morfologia neuronal por remodelagdo do citoesqueleto de espectrina (WESTPHAL et
al., 2010). Assim, delecdes e duplicacdes em CASP3 podem interferir nos niveis de
expressdo da proteina, bem como SNPs ou mutacdes raras. A delecdo neste gene
encontrada na paciente F6231-1 poderia explicar, pelo menos em parte, o seu fendtipo
comportamental.

O gene KLLN foi recentemente identificado em 10g23.31. Codifica uma
proteina encontada no nucleo que compartilha um promotor bidirecional com o gene
PTEN. E regulado, como o PTEN, por p53 (proteina supressora de tumor) e participa do
controle de parada do ciclo celular e apoptose, consequentemente, ¢ um potencial gene
supressor de tumor (CHO; LIANG, 2008). A CNV encontrada no paciente 4333,
caracterizada como uma microduplicacdo, ndo estd descrita nos bancos de dados e
também ndo foram encontradas descri¢cdes de alteragdes deste gene em individuos com
TEA. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para obten¢do de esclarecimentos a
respeito do seu papel nestas doengas, mesmo porque ele esta relacionado ao PTEN, um
supressor de tumor sabidamente associado com autismo, conforme referido
anteriormente.

O gene PTENPI ¢ um pseudogene localizado em 9p21 que possui alta
homologia com o gene PTEN. Pseudogenes sdo definidos como loci gendmicos que se
assemelham a genes reais, mas ainda sdo considerados biologicamente sem importancia
porque abrigam cddons de parada prematuros, dele¢des/insercdes e mutacdes frameshift
que anulam a sua tradu¢do em proteinas funcionais. No entanto, as sequéncias
nucleotidicas contidas dentro de pseudogenes estdo bem conservadas, o que sugere que
a pressdo seletiva para manter estes elementos genéticos existe, € que eles podem
desempenhar um papel celular importante. PTENPI parece ser responsavel por um
microRNA cujos niveis de expressdo podem afetar os niveis do PTEN, e esta relacdo ja
foi associada com a patogénese do cancer (POLISENO et al., 2010).

Estes dados podem ser extrapolados e sugerir que alteragdes em PTENPI, como
observado em trés casos desta casuistica, possam diminuir o nivel de microRNas e
consequentemente, diminuir os niveis de expressdo do gene PTEN e resultar em
comportamento autistico. Esta sugestao ¢ refor¢ada pelo fato de dele¢des em PTEN que
levam a nivel baixo de expressdo ja foram relacionadas com alteracdo da

neurotransmissao em autistas (HAWS et al., 2013).
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Foi observada uma alteragio em DLGAP2 em um paciente, uma mutagao
sindnima, ndo descrita em TEA e que ndo estd presente em nenhum dos banco de
controles disponiveis. Mudangas de cddons sinOnimos nem sempre sao neutras,
indicando sua importancia em estudos de associagdo de doengas. As substituicdes
sindnimas podem afetar a estrutura de dobramento da proteina. Alguns estudos sugerem
que os dados de variagdo sindnima devem ser analisados por meio de valores de uso
codon sitio-especificos para inferir o impacto potencial das mudangas no fendtipo
(BHARDWAI, 2014). A selecdo evolutiva dos cddons, cujas propriedades sdo ideais
para uma célula gerar um padrio de preferéncia na utilizagdo de cédons sindnimos, tém
demonstrado fortes efeitos na utilizagdo de coddns nos niveis de expressdo (CHU et al.,
2014). Assim, se este codon encontrado no paciente 4423 desempenhar um papel de
codon preferencial, os niveis de expressio da proteina Dlgap2 podem estar
comprometidos e participar da etiopatogenia dos TEA.

O gene MAGI2 codifica uma proteina também conhecida como de suporte
sindptico expressa apenas no cérebro que estd presente em sinapses excitatorias e
interage com receptores NMDA (YAMADA et al., 2003). H& descrigdes de alguns
SNPs e de CNVs (delegdes) que abrangem somente este gene em esquizofrenia
(KARLSSON et al., 2012; KOIDE et al., 2012). Devido a sua func¢do e envolvimento
com outras doencas do neurodesenvolvimento, a delecdo encontrada no em um dos
individuos aqui estudados pode ter influenciado seu fenétipo comportamental.

O NRXNI (Neuroxina 1) ¢ um dos maiores genes humanos, com 1,1 Mb e 24
exons (TABUCHI; SUDHOF, 2002). Ele codifica uma proteina de superficie celular
envolvida na sinapse e sinalizacdo (NAM; CHEN, 2005) e ha alterag¢des associadas com
TEA, como muta¢des de ponto (FENG et al., 2006; KIM et al., 2008; YAN et al., 2008)
e dele¢des (SZATMARI et al. 2007; MARSHALL et al. 2008; MORROW et al. 2008;
GLESSNER et al. 2009).

Delegdes no gene NRXN1 também foram descritas na populag@o normal em dois
grandes estudos (INTERNATIONAL SCHIZOPHRENIA CONSORTIUM, 2008;
ITSARA et al., 2009). J& foram relatadas frequéncias de delecdes exdnicas de 0,019%
(CHING et al., 2010) e 0,02% (KIROV et al., 2009). Essas dele¢cdes em populacio
controle, associada a relatos de casos em que foram herdadas de pais aparentemente
normais, sugere que elas podem ter penetrancia incompleta ou que o fendtipo
comportamental alterado resulta da interacdo com outros genes, num padrio especifico

e individual (KIM et al., 2008; ZWEIER et al., 2009; CHING et al., 2010).
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Alguns estudos tém sugerido que delecdes envolvendo exons do NRXNI estdo
associadas a susceptibilidade para o autismo e outras doencas do desenvolvimento
neurologico (FRIEDMAN et al., 2006; AUTISM GENOME PROJECT
CONSORTIUM et al., 2007; KIROV et al., 2009; GAI et al., 2012). O efeito destas
dele¢des na expressdo das neuroxinas no cérebro, entretanto, ndo esta esclarecido
(ZWEIER et al.,, 2009). Contudo, os individuos j& descritos com essas perdas
apresentam, além dos TEA, podem apresentar deficiéncia intelectual, atraso de fala,
hipotonia, hemangiomas e Complexo VATER (REICHELT; RODGERS; CLAPCOTE
etal., 2011).

Atraso no desenvolvimento, comportamentos anormais € uma ampla variedade
de caracteristicas dismorficas suaves estdo entre os sinais clinicos mais comuns
(GLESSNER et al., 2009; DABELL et al., 2013). As dele¢des exonicas no NRXNI
foram identificadas em 1% entre os nossos pacientes. Esta frequéncia € consistente com
aquelas previamente relatadas em TEA (PINTO et al., 2010). Desses achados resultou a
elaboragdo de um artigo cientifico intitulado “NRXNI exonic deletions in Brazilian
patients with idiopathic autistic spectrum disorders”(Apéndice B).

Em um caso foi observada uma mutagdo sindnima herdada e ainda ndo descrita
em NRXNI. Como ja referido, variantes sindnimas haviam sido esquecidas e
consideradas como inofensivas, entretanto, alguns estudos demonstraram consequéncias
funcionais destas mutacdes devido a diminui¢do da transcri¢do, da tradug¢do ¢ do
dobramento alterado de proteinas (CHAMARY; HURST, 2005; GINGOLD; PILPEL,
2011). Pode ser sugerido que a utilizacdo de cddons poderia ser o0 mecanismo para a
diminui¢do da traducdo da proteina NRXNI com este tipo de variante. Deve ser também
ressaltado que estas variantes sindnimas também acarretam consequéncias na
sinaliza¢do downstream (NIZIALEK et al., 2013).

Entretanto, no caso aqui estudado, a mesma altera¢do foi também observada na
mae da paciente, sem alteragdes de comportamento. Muitas CNVs e muta¢des pontuais
associadas ao fendtipo comportamental autistico ja foram encontradas em genitores e
irmaos normais. Ha sugestdes de que a penetrancia incompleta e expressividade muito
variavel poderiam ser explicadas pela participacdo adicional de outros fatores genéticos,
ndo presentes em ndo afetados. Por este modelo, a haploinsuficiéncia de NRXNI
predisporia a fenotipos neuropsiquidtricos, mas so resultaria em anormalidades na

presenca de uma ou mais alteracdes aditivas (BENA et al., 2013)
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Um paciente diagnosticado com autismo foi encontrado com delecdo em
SHANK?2, o 4398. Shanks sdo proteinas de suporte da rede de densidade pds-sindptica
de sinapses glutamatérgicas. Estas proteinas sdo fundamentais para formagdo e
manuten¢do das sinapses, € para o equilibrios excitatorio e inibitdrio. O gene SHANK?2
estd localizado em 11q13.3, e tem 621.8 kb, com , trés promotores alternativos e um
stop codon, que resultam em quatro isoformas, com 33 éxons codificantes na isoforma
maior (GUILMATRE et al., 2014).

Alteragdes em SHANK? ja foram descritas em pacientes com TEA com
deficiéncia intelectual leve e moderada. Alguns estudos independentes revelaram a
presenca de microdelecdes heterozigotas de novo neste gene em pacientes com TEA,
atraso de fala e atraso do desenvolvimento (SCHLUTH-BOLARD et al., 2013;
CHILIAN et al., 2013). Entretanto, ao contrario da maioria dos estudos sobre o assunto
descritos na literatura, LIU et al. (2013), em um estudo de 285 pacientes ndo
observaram casos com alteragdo em SHANK?2, questionando um papel “maior” deste
gene em chineses com TEA.

Mas, apesar das diversas descri¢des de microdele¢des em SHANK? na literatura,
o papel desta mutacdo na patogénese dos TEA ndo estd esclarecido. Porém, um estudo
recente e interessante mostrou que ratos Shank2 mutantes apresentam fendtipos
comportamentais que sdo caracteristicos de TEA. Além disso, o estudo sugere que a
hipofun¢do dos receptores NMDA ¢ a causa molecular subjacente da interac¢do social
prejudicada e mostra que esta deficiéncia pode ser farmacologicamente revertida.
NMDAR ¢ um receptor ionotrdpico ativado pelo acido glutamico (glutamato)/Aspartato
e seu agonista exdgeno NMDA. A ativacdo dos receptores de glutamato resulta na
abertura de um canal i6nico néo-seletivo para os catides. Isso permite o fluxo de Na' e
de pequenas quantidade de Ca®" para dentro da célula e de K para fora da célula. O
fluxo de calcio através destes receptores desempenha um papel importante na
plasticidade sinaptica (TSE, 2012).

E interessante que alguns pacientes com microdele¢des de novo no SHANK?2
também apresentam CNVs em 15ql1-ql13, ja associadas a disturbios psiquidtricos,
incluindo TEA, o que reforca a importancia da disfung@o sindptica e da hipdtese de
“multiplos passos complexos” na etiopatogenia dos TEA (LEBLOND et al., 2012).
Assim, pode ser sugerida a participagdo do mesmo na etiologia da doenga do paciente

aqui estudado, que apresentou uma dele¢@o no €xon 11.
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O glutamato ¢ o neurotransmissor mais abundante em sinapses excitatorias no
sistema nervoso central. Ele estd implicado varias fung¢des fisioldgicas vitais, incluindo
memoria, percep¢do sensorial, aprendizagem, regulagdo do desenvolvimento por
proliferagdo e sobrevivéncia de progenitores neuronais e neuronios (RZESKI; TURSKI;
IKONOMIDOU, 2001). O gene GRM5 foi associado previamente com esquizoftrenia,
FRAXA ¢ TDAH, (DEVON et al., 2001; DE VRIJ et al., 2008). Em TDAH, inclusive,
sdo descritas CN'Vs nesse gene (ELIA et al., 2010). O achado de cinco(1,7%) individuos
com a mesma delecdo na casuistica estudada reforca a hipdtese de que esse gene pode
interferir na etiologia dos TEA.

As CNVs, sejam microdele¢cdes ou microduplicagcdes, como detectado em 20
casos parecem alterar a susceptibilidade para doengas comuns ou complexas (como os
TEA), o que ¢ revelado em estudos de larga escala, com grandes populagdes (SEBAT
et al., 2007; YANG et al., 2007; IONITA-LAZA et al., 2009; MCCARROLL, 2008;
STEFANSSON et al., 2008 ; MALHOTRA et al., 2012). Além disso, a detec¢do de
mudangas quantitativas no DNA gendmico € uma estratégia importante para o screening
de mutagdes (SHEN ; WU, 2009; SHEN et al., 2010), e duas puderam ser identificadas
neste estudo.

Neste estudo, as estratégias laboratoriais utilizadas revelaram alteragdes em 23
individuos com TEA, que correspondeu a 8% da casuistica avaliada. Nenhum caso
apresentou mais do que uma alteracdo e as que foram encontradas, algumas ainda nédo
descritas, envolveram oito dos dez genes sindpticos estudados, além de outros dois
genes e uma regido que nio haviam sido selecionados para o estudo, mas puderam ser
avaliados pelos kits utilizados. Apenas os genes sindpticos UBE34A ¢ SHANKI néo
mostraram CNVs. Estes dados mostram a importancia da variagdo do numero de copias
do genoma humano no fenétipo psiquiatrico.

O contexto genético de disturbios neuropsiquiatricos ¢ complexo e altamente
heterogéneo. A auséncia de segrega¢do mendeliana classica reforca os modelos que
propdem o envolvimento de muitos genes com efeito menor e aditivo. Mais
recentemente, no entanto, a identificacdo de formas aparentemente monogenéticas de
mutacdes raras, € o desequilibrio gendmico resultante em variagdes no nimero de

copias, tem motivado diversos estudos, como este que foi apresentado.
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6. CONCLUSOES

Os dados do screening de CNVs em genes que atuam no sistema nervoso central
em vias sinapticas e em neurotransmissdo, em individuos com TEA, sugerem que
duplicagdes, mas especialmente delecdes exoOnicas ndo sdo eventos raros nestes
individuos e parecem participar na patogénese do transtorno psiquiatrico.

Estudos com CNVs em TEA devem ser estimulados e os resultados também

podem direcionar o processo de Aconselhamento Genético em muitos casos.
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8.1 Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saiade, Resolucio 196/96)

Para uma investigacdo cientifica honesta e segura, a pessoa que vai participar do estudo,
ou o seu responsavel legal, deve dar seu consentimento livremente, apds ter sido muito
bem esclarecido sobre os riscos e beneficios do estudo. E da responsabilidade do
pesquisador dar toda e qualquer informag@o necessaria e solicitada. Este documento,

portanto, tem a finalidade de proteger o participante do estudo.

Este documento tem 0 objetivo de convidar 0
(B) ereee et e , pelo qual o (a) senhor (a) é responsavel
legal, a participar do Projeto de Pesquisa “Analise de Genes Envolvidos na
Neurotransmissdo, Formacio e Manutenc¢ao Sinaptica em Individuos com Doencas
do Espectro Autistico”, que estd sob a responsabilidade das pesquisadoras Prof®. Dr?.
Agnes Cristina Fett Conte (orientadora - Depto de Biologia Molecular - FAMERP) e
Ana Luiza Bossolani Martins (doutoranda — IBILCE/UNESP), cujos telefones para
contato sdo: (17)32015000, ramal 1931 (Servico de Genética) e (17)32015000 ramal
5813 (Comité de Etica em Pesquisa/FAMERP)

O objetivo ¢ avaliar algumas regides especificas do material genético,
denominadas genes, que participam de sinapses (regido de interacdo entre células
nervosas) em pessoas com doengas do espectro autistico, que sdo doengas
comportamentais, como a que seu (sua) filho (a) apresenta. Estas regides podem estar
relacionadas com a causa destas doengas e € isso que sera estudado.

Para participar, serd necessaria a coleta de um pouco (10ml) de sangue da veia
do braco do (a) seu (sua) filho (a), sem necessidade de estar em jejum, que sera coletado
por profissional especializado. O sangue do paciente serd utilizado unica e
exclusivamente para atingir o objetivo deste estudo e apos a sua utilizagdo serd
descartado.

Os possiveis riscos para a saude incluem dor, ardéncia, infec¢do ou mancha roxa
no brago no local da retirada do sangue, mas todas as medidas de protecdo serdo

tomadas.




8. APENDICES

Para esclarecimento de duvidas as pesquisadoras responsdveis podem ser
contatadas pelo telefone ou pessoalmente. Em caso de ser detectada alguma alteracio
nos exames, os resultados e todas as informagdes/esclarecimentos serdo oferecidos a
vocé em sessdo de Aconselhamento Genético, que sera realizada pela pesquisadora
orientadora deste estudo. Também, todas as informacdes obtidas da sua participagdo
serdo consideradas confidenciais, ficando a identidade de toda sua familia mantida em
segredo, em qualquer situagdo. As informagdes obtidas desta pesquisa s poderdo ser
divulgadas em reunides ou revistas cientificas e sem revelar o nome do (a) seu (sua)
filho (a). Se decidir ndo participar ou interromper a sua participacdo, em qualquer
época, voc€ ndo tera nenhum tipo de prejuizo, ndo perderd nenhum beneficio e nio
precisara dar justificativas da sua atitude.

Ao assinar este documento, vocé estara confirmando que o leu, recebeu
informagdes claras sobre este estudo, que teve oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas, que esta de acordo em participar livre e espontaneamente ¢ sabe
que, sob hipotese alguma recebera qualquer tipo de gratificagdo pela participagao.

Este estudo podera contribuir para o conhecimento das causas e das
manifestagdes envolvidas no comportamento autistico e que, dependendo do resultado,

no seu caso, podera auxiliar no diagnéstico e orientacdo genética para a sua familia.

Eu dou o meu consentimento para participacio do (a) meu (minha) filho
().
Nome do 1esponsavel [egal: .........ccviieiiiiiiiiee e
Vinculo: Pai( ) mae( ) outro( )e.cccceeeeveeeceveeniieerneeeene.

Quero receber os resultados dos exames? Sim () Ndo ()

DECLARACAO DE RESPONSBILIDADE: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e
beneficios desta investigagcdo. Coloquei-me a disposi¢do para perguntas e respondi a
todas. Obtive o consentimento de maneira livre e me coloquei a disposi¢do para
qualquer outro esclarecimento pelo telefone (17) 3201-5000 ramal 1931.
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ABSTRACT

Autism spectrum disorders (ASD) represent a group of neurodevelopmental
disorders characterized by a core set of social-communicative and behavioral
impairments. The neurexin-1 (VRXNI) gene mapped on chromosome 2p16.3 encodes a
cell adhesion molecule in the nervous system. Inherited or de novo deletions suggested
neurexin as a candidate gene for the ethiopathogenesis of ASD. We present the results
of CNVs screening in NRXN1 of 300 idiopathic ASD using Multiplex Ligation
depedent-Probe Amplification (MLPA). We found a 0.5% frequency of exonic
deletions in ASD population. The clinical data of the affected were compared with those
of previously described patients. We concluded that NRXN/ exonic deletions are no rare
in this population and that there is not a specific phenotype associated with these
deletions. Dysmorphisms and behavioral phenotype can be related to the location of
exonic deletions in NRXN and we suggest global developmental delay, language delay,
seizures/abnormal electroencephalogram, malar hypoplasia/mild midface hypoplasia
and prominent nose like frequently features in ASD with NRXN deletions. Our data
support previous findings that NRXNI may be pathogenic and predispose to autism

spectrum disorders.

Key words: Neurexin-1; ASD; dysmorphic; MLPA;
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INTRODUCTION
Autism spectrum disorders (ASD) are a group of psychiatric disorders
characterized by deficits in the social, communication and behavior areas. The social
interaction and communication skills are qualitatively impaired. The behavior is
characterized by repetitions and stereotypes, with very limited interests [Llaneza et al.,
2010]. The prevalence of ASD is approximately 1:150 and occurs in all ethnic and social
groups [Nassar et al., 2009; Currenti, 2010].

The etiology of ASD is complex and can be determined in about 25% of cases.
Rare de novo or inherited copy number variations (CNVs), mainly those that affect
genes with synaptic function, are observed in 5-10% of idiopathic ASD [Devlin and
Sherer, 2012]. Thus, the genes that participate in the synaptic function may contribute to
the etiology of ASD [Marshall et al., 2008]. One of these genes, the human neurexin 1
gene (NRXNI), maps to chromosome 2p16.3 in a large genomic segment of 1.1 Mb
[Tabuchi and Siidhof, 2002]. Neurexins are neuronal cell-surface proteins that function
as cell-adhesion molecules and receptors in the formation of glutamatergic (excitatory)
and GABAergic (inhibitory) synapses [Siddiqui et al., 2010; Pizzarelli and Cherubini,
2011]. Due to their role in synaptic signaling, neurexins are considered to have a
fundamental importance in brain skills related to information processing [Futai et al.,
2013].

Studies have suggested that deletions involving NRXNI exons are associated
with susceptibility for autism and other neurodevelopmental disorders [Friedman et al.,
2006; Autism Genome Project Consortium et al., 2007; Kirov et al.,2009; Gai et al.,
2012]. Developmental delay, abnormal behavior, and variable mild dysmorphic features
are among the most common clinical signs [Glessner et al., 2009]. The frequency of

exonic deletions varies from 0.3% to 0.8% in ASD populations [Guilmatre et al., 2009;
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Sanders et al., 2011], however there are no data about microdeletions in the Brazilian
population.
This study presents the results of screening for CNVs in the NRXN1 gene in

ASD and reports the clinical features of positive cases.

MATERIALS AND METHODS

We studied 300 unrelated individuals with idiopathic ASD (239 males and 61
females). Ages ranged from 1 to 47 years old (u = 12.1; o = 8.0). All the probands and
their parents were Brazilian. The sample for the present study was recruited in
psychiatric clinics and specialized schools of Sdo Paulo State, Brazil. Diagnosis of ASD
was performed according to DSM-IV-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders - 4™ edition) following previous standardized criteria [Orabona et al., 2009;
Griesi-Oliveira et al., 2012]. All patients were analyzed for possible associated
syndromes, as well as for potential environmental etiologic factors, chromosomal
abnormalities by conventional GTG-band and the males were tested for the FMR1 gene
mutation. Subjects with these alterations were excluded.

Written informed consent was obtained from all the patients, and the research
was approved by the Ethics Research Committee of School of Medicine of Sao Jose do

Rio Preto (n°3306/2010).

CNVs Detection
The individuals were screened by Multiplex Ligation dependent-Probe
Amplification (MLPA). The alterations observed by MLPA were observed in software

of analysis.
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Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples by standard

procedures.

Multiplex Ligation dependent-Probe Amplification (MLPA)

It was performed according to manufacturer protocol using SALSA MLPA P379
-NRXN1 probemix commercial kit (MRC, Holland) according to the reference
sequence NM 001135659.1, with probes for each exon of the gene and second probes
included for exons: 1, 10, 19, 20, 21, 24 and 25. Analysis of the peaks of GeneMapper
program (version 4.0) of (ABI-3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) and the
interpretation of the results were performed in Genemarker program (version 1.97) in
which are considered as reference ratios below 0,75 and above 1,30 as deletion and

duplication, respectively.

RESULTS

We identified heterozygous exon-disrupting deletions of NRXN/ in 2 (0.5%)
patients, males with ASD.

Patient 1 presented a deletion located at the fourth and fifth coding exons of
NRXNI with size 103.8Kb as was first detected by MLPA. He was born after a full-term
pregnancy; his birth weight was 3,200g and length was 47cm. He was diagnosed with
Autism. His father is reported to be socially awkward, although he was never diagnosed
with ASD. The mother does not have the deletion and a blood sample from the father
was not available. The pedigree, MLPA peak ratio for NRXN1! test probes, of Patient 1
are presented in Figure 1 (A and C).

The Patient 2 showed a de novo deletion involving exon 19 of the NRXNI with a

size of 110.8Kb. He was the couple’s second live-born child. His birth weight was
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3,680¢g and length 50cm. He also was diagnosed with Autism. Family history revealed
that the father is alcoholic, among the mother's relatives, there are cases of epilepsy and
among the father’s there are reports of intellectual disability and social isolation. Figure
1 shows the pedigree, MLPA peak ratio for NRXN1 test probes of Patient 2 (B and D).
The Table I showed the laboratorial data of the subjects.

The frontal views of patients are showed in Figure 2 and the clinical features are
presented in Table II. The main features were compared with those previously described
in ASD patients with NRXN/ exonic deletions [Ching et al., 2010; Wisniowiecka-
Kowalnik et al., 2010; Dabell et al.,2013]. Of the 40 phenotypic aspects evaluated,

Patient 1 had 21 (52.5%) and Patient 2 had 17 (42.5%).

DISCUSSION

Exonic NRXN1 deletions were identified in 0.5% of the patients. This frequency
is consistent with those previously reported in ASD [Pinto et al., 2010; Devin and
Sherer, 2012]. Both the CNVs that we found are not described in the Database of
Genomic Variants (DGV) (http://projects.tcag.ca/variation) of healthy individuals, but
have been described in patients with ASD [Szatmari et al., 2007; Hedges et al., 2012].
This finding provides additional support for the importance of these exonic deletions,
which have been proposed not only for predisposition for autism but also for various
neurodevelopmental disorders [Gregor et al., 2011; Schaaf et al., 2012]. According to
Dabell et al. [2013], an exonic NRXN/ deletion can increase the risk for ASD by ~20-
fold.

In addition to the behavioral phenotype, there are descriptions of clinical
dysmorphic features in individuals who have deletions in NRXNI. However, no
syndrome related to these alterations has been described. The clinical features described

are many and highly variable among those affected. But, some features are observed
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more frequently, including global developmental delay, language delay,
seizures/abnormal electroencephalogram (EEG), midface hypoplasia and promiment
nose [Ching et al., 2010; Wisniowiecka-Kowalnik et al., 2010; Dabell et al., 2013]. The
features were less frequent including bulbous nose and high palate, wide/bulbous nasal
tip, wide nasal bridge, flattened philtrum and pointed chin, all with. These
characteristics were observed in our patients (Table II).

However, it should be remembered that the size of deletions varies between
ASD patients. This suggests that the pathogenicity of CNVs of NRXNI may be affected
by the size and location within the gene, as the deletion impairs transcription,
translation, and/or protein structure, which can affect the phenotype [Gauthier et al.,
2011]. Thus, the fact that Patient 1 had a deletion of exons 4 and 5, and Patient 2 had
deletion of exon 19, that is, CN'Vs encompassing ~ 100kb in both cases, may explain
the phenotypic variation between them. Our patients presented EEG alterations and
Patient 2 had seizures. Heterozygous loss of NRXNI shows that haploinsufficiency may
predispose to seizures as have been described in one third of individuals with deletions
in NRXNI [Zweir et al. 2009; Harrison et al., 2011]. We suggest like frequently features
in NRXN1 gene deletions in patients with autism, including global developmental delay,
language delay, abnormal EEG, malar hypoplasia/mild midface hypoplasia and
prominent nose.

Phenotypic variations may also reflect the highly pleiotropic effects observed for
specific CNVs such as those associated with NRXNI [Ching et al., 2010].

Genetic counseling for these exonic deletions should consider a description of
the wide phenotypic spectrum. Further research to investigate variable phenotypes
associated with this genomic region should clarify the role of NRXNI exonic deletions

in the development of ASD and physical features.




8. APENDICES IEX

CONCLUSION

The data of screening for CNVs on NRXN/ gene in ASD Brazilian individuals
suggests that NRXN1 exonic deletions are no rare in this population. Dysmorphisms and
behavioral phenotype can be related to the location of exonic deletions in NRXN1.
Based on gene function NRXN/! in central nervous system, can be suggested the
involvement of CNVs observed in the pathogenesis of psychiatric illness of our

patients, which can direct the process of genetic counseling of the families involved.
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Figure 1. Pedigrees of patients 1(A) and 2(B); MLPA peak ratio of Patient 1 (C) and
Patient 2 (D) for NRXN1 test probes. Red, probes with peak ratios < 0.75,
corresponding to exons of NRXN1 deleted localized in chromosomal region 2p16.3;

Green, normal probes with peak ratios > 0.75 and <1,3 and control probes (blue).
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Table 1. Description of deletions at NRXNI in Patients 1 and 2.

Deletion Patient 1 Patient 2

Size of deletion (Kb) 103.8 110.8
Isoform Neurexin-1-alpha 2 Neurexin-1-alpha 2
Inheritance unknow de novo
Exon — intron deleted 3-5 exons/ 3,4 introns 19 exon
Other genetic tests normal karyotype normal karyotype

Indication for testing

normal molecular fragile X normal molecular fragile X
test test

Autism Autism
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Figure 2. Frontal view of patients 1 (A) and 2 (B).
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Table II. Previously described features of patients with NRXN1 deletions and of ours

subjects.

Described Dysmorphic
Features

Patient 1

Patient 2

Ching et al., 2010;
Wisniowiecka-Kowalnik et
al., 2010; Dabell et al., 2013

Global developmental delay
Motor difficulty
Language delay
Seizures

Abnormal EEG
Dolichocephaly
Plagiocephaly
Bi-temporal narrowing
Long face

Small face

Oval — shaped face
Large ears

Prominent ears

Frontal bossing

High forehead

Arched eyebrows
Deep-set eyes
Strabismus

Short fissures palpebral
Down-slating palpebral fissures
Up-slating palpebral fissures
Epicanthal folds

Malar hypoplasia/ mild midface
hypoplasia

Flated nose

Bulbous nose
Prominent nose
Wide/bulbous nasal tip
Wide nasal bridge
Wide mouth

Flattened philtrum
Everson of upper lip
High palate

Narrow palate

Widely spaced teeth
Mild retro/micrognathia
Pointed chin

Large chin

Finger abnormalities
Cardiac abnormalities
Skin abnormalities

+ + + + +

+ +

+

+ + +

+ + + +

+

15,7%

15,7%

21%

+ = presence of the characteristic; - = ausence of the characteristic; EEG = electroencephalogram
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8.3 Apéndice C - Screening de genes sinapticos em autistas brasileiros

Screening de genes sinapticos em autistas brasileiros

Resumo

A triagem de alteragdes em genes sinapticos em individuos com Transtornos do
Espectro do Autismo (TEA) tem possibilitado a identificagdo de muitas alteracdes como
mutacdes, Indels, Polimorfismos de Nucleotideos Unico (SNP) e Variacdo no Numero
de Copias (CNVs). O objetivo desse trabalho foi investigar a presenca destas variantes
nos genes sinapticos UBE34, NEDD4, PTEN, DLGAP2, SHANKI ¢ SHANK?2 em 300
individuos com TEA idiopatico da populagdo brasileira. Seis individuos (2,3%)
apresentaram alteragdes, que foram caracterizadas como mutacdes sindbnimas no gene
DLGAP2 em um caso, uma Indel no gene NEDD4 em cinco casos € uma CNV
(microdelecdo) no gene SHANK?2 em outro. Nenhum individuo apresentou mais do que
uma alteragdo. Estes genes participam de vias importantes do neurodesenvolvimento,
como as vias da ubiquitina¢do, da sinalizagdo do PTEN e da orientagdo axonal. As
alteragdes encontradas podem ter contribuido com a etiologia dos TEA nos pacientes

estudados.

Introducio

Os Transtornos do Espectro do Autismo (TEA) constituem um grupo de
condigdes graves também atualmente referidas como “autismo” que, de acordo com o
novo DSM-5, compromete dois dominios, comunica¢do social e comportamental,
incluindo interesses restritos, estereotipias € comportamentos repetitivos (LAURITSEN,
2013). A prevaléncia na populagdo é muito alta, recentemente estimada em 62:10.000
(ELSABBAGH et al., 2012).

As causas genéticas dos TEA s3o muito variaveis, com envolvimento de
alteragdes génicas e cromossdmicas. Sao identificadas alteracdes moleculares em cerca
de 20% dos casos, com herdabilidade estimada em 90% e a maioria dos casos ndo tem
etiologia conhecida (HALLMAYER et al., 2011; DEVLIN; SCHERER, 2012; ROSTI
etal., 2014).

Muitos genes identificados como alterados em TEA estdo envolvidos na mesma

funcdo bioldgica, cuja consequéncia final pode ser a mesma, ou seja, o fenotipo autista
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(CUSCO et al., 2009; GLESSNER et al., 2009; BUCAN et al., 2009; SBACCHI et al.,
2010). Por exemplo, algumas CNVs e mutagdes pontuais detectadas em genes que
participam do complexo neuronal sinaptico ja foram propostas como envolvidas na
etiologia genética dos TEA (SATO et al., 2012).

Ja foi proposto que o gene UBE3A4, que codifica uma ligase E3, participa da via
de ubiquitinacdo de proteinas, seja um candidato provavel para conduzir ao fendtipo
comportamental autistico, em fun¢do da sua expressdo no cérebro adulto (LEHMAN,
2009; SMITH et al., 2011). Na mesma via, ¢ pouco estudado em TEA, atua o gene
NEDD¢4, outro possivel candidato, pois também codifica uma ligase do tipo E3 e possui
um papel crucial em todos os estagios do desenvolvimento neuronal (SAKATA et al.,
2004; BAKKERS et al., 2005; DALTON et al., 2011).

O gene PTEN ¢ o regulador principal da via de sinalizagdo PTEN. Codifica uma
proteina fosfatase lipidica que participa da regula¢do do crescimento, sobrevivéncia,
orienta¢do e proliferacdo neuronal (GREGORIAN et al., 2009). Anormalidades nesta
via j& foram associadas a distirbios neurologicos e psiquidtricos, como tumores
cerebrais, autismo e esquizofrenia (JING-WEN et al., 2013). Nesta mesma via atua o
gene DLGAP2 que codifica uma proteina guanilato quinase associada a membrana, que
atua na densidade pos-sinaptica (PSD) e desempenha um papel na organizacio
molecular de sinapses e na sinaliza¢do de neurdnios. Varios estudos t€ém sugerido que as
proteinas sindpticas localizadas na densidade pds-sinaptica estdo envolvidas na
fisiopatologia de disturbios psiquiatricos (RANTA et al., 2000; WU et al. 2013).

SHANKI e SHANK? s3ao membros da familia Shank, que codifica proteinas
suporte de sinapses glutamatérgicas e participam da via de orientacdo axonal
Organizam-se em grandes plataformas moleculares interligando proteinas de membrana
pos-sindpticas com o citoesqueleto de actina de espinhas dendriticas (GRABRUCKER
et al., 2011; VERPELLI et al., 2012). Alteragdes em SHANK? j4 foram associadas com
TEA e deficiéncia intelectual leve a grave, enquanto alteragdes em SHANKI tém sido
associadas com autismo de alto funcionamento em pacientes do sexo masculino e com
ansiedade e timidez em mulheres (BERKEL et al., 2010; SATO et al., 2012).

Este estudo investigou CNVs e outras variantes nos genes sinapticos UBE3A4,
NEDD4, PTEN, DLGAP2, SHANKI ¢ SHANK?2 de individuos brasileiros com TEA

idiopatico.
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Material e Métodos
Casuistica

Foram selecionados para o estudo 300 individuos ndo dismdrficos, 239 do sexo
masculino e 61 do sexo feminino, com idades entre um e 47 anos e diagndstico de TEA,
sem etiologia presumida ou conhecida. O diagndstico psiquidtrico foi realizado de
acordo com os critérios do Diagndstico e Manual Estatistico de Doengas Mentais
(DSM- 1V) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 200) e com a utilizagido de
testes de avaliagdo complementar, aplicados pelos psiquiatras responsaveis pelos casos.
Os pacientes foram provenientes de clinicas psiquiatricas e escolas especializadas do
Estado de Sao Paulo, Brasil.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da FAMERP ¢ o consentimento
informado foi obtido de familiares ou outros cuidadores legais de todos os participantes.

Todos os pacientes foram testados para alteragdes de cariotipo, por bandamento

GTG, e para mutagdes no gene FMR, pela técnica de PCR (HADDAD et al. , 1996).

Selegdo dos genes sindpticos

A escolha dos genes sindpticos e das regides destes genes que foram avaliadas
foi feita com base na literatura cientifica e pelo estudo realizado da inter-relagdo direta e
indireta existente entre eles, com a utilizacdo do programa IPA (Ingenuity Pathways
Analysis) v. 11631407 (Ingenuity® Systems). Foram estudados UBE3A4, NEDDA,
PTEN, DLGAP2, SHANKI e SHANK?2.

Customizagdo de Multiplex Ligation dependent Probe Amplification (MLPA) e uso de
kits comerciais

MLPA foi realizada segundo Schouten et al. (2002). Para os estudo dos genes
NEDD4, DLGAP2 e SHANK1 foram desenhadas sondas in house pelo programa MEL
tingeny 1.0., sintetizadas pela empresa IDT Technologies, e com a utilizagdo dos
reagentes do kit comercial EK1 (MRC Holland-Amsterdan).

As sondas in house foram desenhadas com base nas sequéncias de referéncia

NM _001284338.1 (NEDD4), NM_004745.4 (DLGAP2) ¢ NM 016148.2 (SHANKI),
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segundo o protocolo Synthetic Probe Design (MRC-Holland). Para o gene NEDD4
foram desenhadas sondas para os éxons 2 e 10, além do intron 8; para DLGAP2 foram
desenhadas para os exons 6, 9 ,11 e 12 ¢ SHANKI para os exons 1, 2, 5, 16, 20 e 21.
Cada um dos trés genes foram incluidos em kits diferentes e os trés kits receberam duas
sondas controles (VIPR2 ; KIAA0056).

Para o estudo do gene UBE3A foi utilizado o kit comercial SALSA MLPA
probemix P343, para o PTEN os kits SALSA MLPA probemix ( P225-B3 ; P225-Cl) e
para o SHANK? foi utilizado o kit SALSA MLPA probemix P396 da (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands).

A andlise dos picos de MLPA foi feita pelo programa Genemapper (versao 4.0)
do ABI-3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) e a interpretacdo e normalizagdo
dos resultados no programa Genemarker (versdo 1.97), considerando-se razdes de

referéncia abaixo de 0.75 e acima 1.30 como dele¢do e duplicagdo, respectivamente.

Sanger Sequencing

Para esclarecimento dos achados de MLPA foi realizado o sequenciamento de
Sanger dos exon 11 do gene DLGAP2 (8p23) e do exon 2 do gene NEDD4 (15q). A
metodologia incluiu a realizagdo de PCRs, purificagdo do produto por Exonuclease I
(Exo I) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), rea¢do de sequenciamento e purificacio
do produto por Sephadex® (GE), segundo protocolo proprio. A amostra foi submetida a
eletroforese em capilares no sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyser

(Applied Biosystems) e o resultado analisado no programa Sequencher®.

Resultados

Foram observadas alteracdes em sete casos (2,3%), envolvendo os genes
NEDD4, DLGAP2 e SHANK?.

Nenhum paciente apresentou alteracdes nos genes UBE3, PTEN e SHANK]I.

Cinco casos (1,7%), trés meninos (F6249-1, 1318-B e F1611-1) e duas meninas
(F6251-1 e 5509), todos com diagndstico de Autismo, apresentaram dele¢do de uma
sonda no exon 2 do gene NEDD4 (Figuras 1.A e B), identificada como falta de uma
trinca (GAG) na posicdo gendmica (56155207 — 56155210), com base na sequéncia
referéncia NM_001284338.1 (UCSC Genome Browser). A delecdo encontrada foi

verificada nos bancos de dados 71000 Genomes- Deep Catalog of Human Genetic
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Variation (http://browser.1000genomes.org/index.html), e ndo foi encontrada descri¢do
da mesma. No NHLBI Exome Sequencing Project (ESP) Exome Variant Server
(http://evs.gs.washington.edu/EV'S/), foi encontrada esta dele¢do descrita como c.1616 —
1618del p.(Pro539del) (Figura 1C), com frequéncia de 0,4%.
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Figura 1. (A) Razdo dos picos do MLPA do caso F6249-1 que mostra a dele¢do no
éxon 2 do gene NEDD4 (vermelho), analisados no programa GeneMarker
v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene
CASP3 e NEDD4 e em azul estdo representadas as sondas controle. (B)
Andlise do Cromatograma do éxon 2 do NEDD4 da paciente 5509
mostrando a dele¢do da trinca CTC. (C) Posicdo da mutagdo c.1616—
1618delp.(Pro539del) com base no NM 001284338.1 que resulta na perda
de uma prolina na sequéncia da proteina Nedd4 pelo UCSC Genome

Browser.
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Alteracdo no gene DLGAP2 foi observada em um (0,3%) caso (4423), um
menino com Autismo, que apresentou delecdo de uma sonda do éxon 11 do (Figura
2A). O éxon 11 foi sequenciado (Figura 2B) e foi detectada uma mutacao resultante da
troca de G>A na posicdo 887 da trinca CAG—CAA, que codifica uma glutamina.
Trata-se de uma troca sindnima NM 004745.4:c.2661G>A na posicdo genOmica
16.454.17 do gene, ainda nao descrita (UCSC Genome Browser), verificada nos bancos
de dados de controles 1000 Genomes-A Deep Catalog of Human Genetic Variation
(http://browser.1000genomes.org/index.html) e NHLBI Exome Sequencing Project
(ESP) Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/).
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Figura 2. (A) Razdo dos picos do MLPA do caso 4423 que mostra a delegdo do éxon

11 do gene DLGAP2 (vermelho) analisados no programa GeneMarker
v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos outros éxons do gene
DLGAP2 e MAGI2 e em azul estdo representadas as sondas controle. (B)
Analise do Cromatograma do exon 11 do gene DLGAP2 do paciente 4423.

A seta indica a mutacdo sindnima em que ocorre a troca de G>A no gene.

Quanto ao gene SHANK2, um (0,3) paciente, um menino com diagndstico de
Autismo (caso 4398), apresentou uma CNV caracterizada como microdelecdo no éxon

11, com tamanho de 13,4kb (Figura 3).
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Figura 3. Razdo dos picos do MLPA do caso 4398, que mostra a delecdo das sondas
localizadas no éxon 11 do gene SHANK2 (vermelho), analisado no
programa GeneMarker v.1.97. Em verde estdo as sondas localizadas nos

outros éxons do gene e em azul estdo representadas as sondas controle.

Discussiao

Muitas técnicas sdo utilizadas para detectar variantes genomicas (GOUAS et al.,
2008). Entretanto, ¢ importante notar que cada método possui vantagens e limitacdes
em diferentes circunstincias. As tecnologias baseadas em microarray e MLPA estio
entre os métodos mais confidveis e efetivos para investigacdo destas alteragcdes. Devido
ao seu baixo custo, sensibilidade e facilidade de desenvolvimento e implementagdo, a
técnica de MLPA se tornou muito popular como ferramenta diagndstica e na pesquisa
de CNVs (SHEN, WU, 2009), motivo pelo qual foi a op¢do deste estudo.

Entre os 10 genes sinapticos selecionados para este estudo, ndo foram
encontradas altera¢des em UBE3A, PTEN e SHANK .

UBE3A ¢ um candidato a predisposi¢do aos TEA e ja foi observado em cerca de
1% dos casos (GLESNER et al, 2009). A auséncia de altera¢des neste estudo pode ter
ocorrido pelo fato de terem sido avaliados alguns, e ndo todos os éxons do gene. O gene
PTEN também tem sido considerado um candidato em potencial na predisposi¢do ao
autismo, em funcdo do seu papel no desenvolvimento cerebral. Mutacdes de novo no
gene PTEN sao referidas como a causa de muitos casos de autismo esporadico, sendo
observadas com frequéncias que variam entre 1 e 17% nas casuisticas, muito
provavelmente devido a variagdes genéticas entre as populagdes (JING-WEN et al.,
2013). A auséncia de alteragdes neste estudo pode significar que alteragdes neste gene
sejam mais raras na populacdo brasileira e que o tamanho da casuistica tenha sido

insuficiente para detecta-las, uma vez que todos os 25 éxons do gene foram avaliados.
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J& as alteragdes em SHANKI parecem estar relacionadas com fendtipos mais leves de
autismo e sdo detectadas com frequéncias muito baixas nas casuisticas avaliadas, de
cerca de 0,02% (SATO et al., 2012), o que também pode explicar a auséncia de
alteragcdes neste estudo.

Quanto aos genes sinapticos nos quais foram observadas variantes, em NEDD4
foi encontrada uma dele¢do de uma trinca GAG que corresponde a mutagdo descrita
c.1616 — 1618del p.(Pro539del) no banco de dados NHLBI Exome Sequencing Project
(ESP) Exome Variant Server, numa frequéncia cerca de quatro vezes maior do que a
relatada para a populagdo normal americana e africana. Apesar de se tratar de uma
mutagdo sindnima, ocorre a perda de um aminoécido, uma prolina, que pode causar
alteragdo da estrutura da mesma que apresenta a regido N-terminal diminuida, além
disso, na regido de interacdo com a proteina TNIK, que regula extensdo do dendrito
durante o desenvolvimento e a arboriza¢cdo neuronal (UNIPROT, 2014). Assim, pode
ser sugerido o envolvimento desta alteragdo no fenotipo autistico, o0 que merece ser
investigado em estudos futuros.

Também foi observada uma alteracio em DLGAP2 em um paciente, uma
mutagdo sindnima, ndo descrita em TEA e que ndo esta presente em nenhum dos banco
de controles disponiveis. Mudangas de cddons sindnimos nem sempre s3o neutras,
indicando sua importancia em estudos de associagdo de doengas. As substituicdes
sindnimas podem afetar a estrutura de dobramento da proteina. Alguns estudos sugerem
que os dados de variagdo sindnima devem ser analisados por meio de valores de uso
cddon sitio-especificos para inferir o impacto potencial das mudangas no fendtipo
(BHARDWAJ, 2014). A selecdo evolutiva dos cddons, cujas propriedades sdo ideais
para uma célula gerar um padrdo de preferéncia na utilizagdo de cédons sindnimos, t€m
monstrado fortes efeitos na utilizacdo de coddns nos niveis de expressdo (CHU et al.,
2014). Assim, se este codon encontrado no paciente desempenhar um papel de codon
preferencial, os niveis de expressdo da proteina Dlgap2 podem estar comprometidos e
participar da etiopatogenia dos TEA.

Em um caso foi observada delecdo em SHANK? e alguns estudos independentes,
j& revelaram a presenga de microdelecdes heterozigotas de novo neste gene em
pacientes com TEA, atraso de fala e atraso do desenvolvimento (SCHLUTH-BOLARD
et al., 2013; CHILIAN et al., 2013). Entretanto, ao contrario da maioria dos estudos,
LIU et al. (2013), em um estudo de 285 pacientes ndo observaram casos com alteragao

em SHANK?2, questionando um papel “maior” deste gene em chineses com TEA. Mas,
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apesar das diversas descricdes de microdelecdes em SHANK?2 na literatura, o papel
desta mutagdo na patogénese dos TEA ndo esta esclarecido. E interessante que alguns
pacientes com microdelecdes de novo no SHANK2 também apresentam CNVs em
15q11-q13, j& associadas a distirbios psiquiatricos, incluindo TEA, o que reforca a
importancia da disfun¢@o sinaptica e da hipdtese de “multiplos passos complexos” na
etiopatogenia dos TEA (LEBLOND et al.,, 2012). Assim, pode ser sugerida a
participacdo do mesmo na etiologia da doenca do paciente aqui estudado, que
apresentou uma delecdo no éxon 11.

Neste estudo, a estratégia de screening utilizada possibilitou a identificacdo de
2,3% de alteracdes que podem estar relacionadas com o fendtipo autistico, inclusive, em
NEDD4, ainda pouco estudado em TEA. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para

avaliar os tipos e frequéncias de alteragdes gendmicas em casuisticas brasileiras.
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ABSTRACT

Autism Spectrum Disorders (ASD) represent an heterogenous group of
neurodevelopmental disorders characterized by a core set of social-communicative and
behavioral impairments. The genetic causes of ASD are heterogeneous and still not
fully known, but about 5-10% of ASD individuals harbors rare micro-chromosome
alterations (CNVs). ASD is part of several genetic disorders, as Rett syndrome (RTT),
a Mendelian disorder caused mainly by mutations in MECP2. It has been shown that
30-50% of RTT patients present autistic behavior. In the present report, we describe a
girl with autistic-like behavior and with clinical diagnosis of RTT who presented both
de novo mutations on MECP2 and the CNV at 16p11.2. These results raise the
possibility that a second hit may contribute to the autistic behavior in RTT, a hypothesis
that deserve to be investigated in a larger number of RTT cases. Genetic counseling in
affected individuals with two genetic hits might have different outcomes depending on

the inheritance of the causative or predisposing mutation.

KEY WORDS

Multiple hits; Methyl-CpG-Binding Protein 2; Autism Spectrum Disorders; DNA Copy

Number Variation; 16p11.2, genetic counseling
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INTRODUCTION

Autism Spectrum Disorders (ASD) and Rett syndrome (RTT) are classified as
distinct disorders based on their clinical features and etiology. ASD are common
neurodevelopmental disorders, with prevalence of 1:110 [Kogan et al., 2009],
characterized by three core symptom domains: ritualistic-repetitive behaviors, impaired
social interaction and impaired communication and language [Alarcon et al., 2008;
Cargile et al., 2002;]. Several candidate loci, particularly micro-alterations or copy
number variations (CNVs), have been identified as causative of ASD using genomic
tools [International Molecular Genetic Study of Autism Consortium, 1998; Philippe et
al.,1999]. Most of the causative mutations of ASD are private. Exceptions to this rule
are the CNVs at 15q11-q13.3, 16p11.2 and 22q13 and point mutations at CHDS8
[Christian et al., 2008; Horev et al., 2011; Schroer et al., 1998], which accounts for
nearly 4% of all ASD individuals. These ASD mutations are also usually associated
with phenotypic non-penetrance. A growing number of evidences suggest that the
penetrance of the phenotype depends on multiple hits [Bijlsma et al., 2009; Ghebranious
et al., 2007; Grayton et al., 2012; Walker; Scherer, 2013].

Rett syndrome is a rare neurodevelopmental disorder that affects 1/10,000 to
1/15,000 females [Laurvick et al., 2006]. RTT is characterized by an initial period of
apparently normal development until 6 to 12 months, followed by a period of rapid
decline with loss of hand use and spoken language and the onset of stereotypic hand
movements, abnormal gait, and growth failure [Hagberg et al., 2002]. RTT is an X-
linked dominant disorder caused mainly by de novo mutations in methyl-CpG-binding
protein 2 (MeCP2), at Xq28 [Amir et al., 1999]. Autistic-like behavior is observed in

30-50% of the cases with RTT [Wulffaert et al., 2009].
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Here we present a girl with autistic-like behavior for whom it was requested

molecular tests both for RTT as well as for ASD.

MATERIAL AND METHODS

Genomic DNA was extracted from peripheral white blood cells by standard
procedures. The third and fourth coding exons of MECP2 were analyzed by the
Sequencing facility of the Human Genome Research Center
(http://genoma.ib.usp.br/?page 1d=922), using standardized protocols (ABI-3730 DNA
Analyzer;Applied Biosystems). Primers and detailed PCR conditions are available
under request. The sequences were aligned with normal MECP?2 reference sequence
(NM_004992.3) using DNA Sequence Analysis Software - Sequencher 5.1 software.

SALSA MLPA P343 Autism-1 probemix commercial kit (MRC, Holland), with
probes for 15q11-q13, 16p11.2 and 22q13, was used for Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) test, according to manufacturer protocol. Analysis of the
peaks of GeneMapper program (version 4.0) and the interpretation of the results were
performed in Genemarker program (version 1.97) in which were considered as
reference ratio below 0,75 and above 1,30 as deletion and duplication, respectively.
This study was approved by the Ethical Committee of the Institute of Biosciences,
University of Sdo Paulo (IB-USP) protocol n°121/2011. Written consent for the study

was given by the proband’s parents.

Clinical history

The propositus, female was first evaluated by us at the age of 7 years old. She

was born at 35 weeks gestation by normal vaginal delivery, with less than 2kg and from
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a dizygotic twin pregnancy. The parents are non-consanguineous, mother was 24 years
old and father was 25 years old at time of the infant’s birth, in Saboya Hospital, Sao
Paulo city, Brazil. The patient’s mother has multiple episodes of vaginal bleeding,
threatened miscarriage with hospitalization for inhibition of delivery in the 6™ month.
Family history included one spontaneous abortion (I1I-2) at the 4™ month of pregnancy.
Other family members were considered healthy (FIG.1).

Developmental history revealed hypotonia from birth, difficulties in breast
feeding, never crawled, falling very often when started to walk at 2 years old. She
walked, with the legs extended and rocking the body laterally, with no signs of
scoliosis. At the age of 3 years old, she started to show stereotypic movements of the
hands and body, twisting her fingers and taking them to her mouth, retained some
manual skills, holding objects and dropping them. She also presented hyperpnea,
bruxism and poor eye contact, impairment of speech, echolalia, autistic behavior and
intellectual disabilities. At 5 years old, she was diagnosed with autism, according to
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th. Edition - DSM-IV criteria
(APA, 2000), P04 and E45, according to International Classification of Diseases - ICD-
10.

She also met criteria for RTT at 6 years old after another clinical assessment.
Her head circumference in this period was 47cm (p<2™ percentile), weight was 14,7Kg
(< 31 percentile) and stature was 105cm (<3rd percentile). Clinical evaluation revealed
facial abnormalities as frontal bossing, deployment of high hair on the forehead,
slanting down palpebral fissures, short philtrum, wide mouth, protruding auricles and
prognathism. The head MRI (magnetic resonance imaging), echocardiogram,
TSH/T4L/PKU and karyotype by conventional G-band were all normal. The brain stem-
evoked response audiometry (BERA) was intact indicating normal hearing in the left

and right sides. The main phenotypic features of the proband are shown in Table I.
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Molecular and Genotype-Phentoype correlation analysis

Molecular analysis in the proband revealed the mutation ¢.763C>T (p.Arg255X)
at MECP2 and one heterozygous deletion at 16p11.2 spanning about 716Kb and
encompassing DOC2, HRIP3, MAPK3, MAZ, MVP, SEZ6L2 and SPN (FIG. 2). The
mother and twin sister were also tested for MECP2 and the results were normal. With
the exception of the individual I1I-9 (FIG. 1), the other siblings were tested for the
16p11.2 CNV and none of them carry this alteration. Thus, both the ¢.763C>T at
MECP?2 and the 16p11.2 CNV in the proband are de novo mutations (FIG. 2).

We have next compared the clinical features of our patient with those reported in
typical RTT patients and 16p11.2 deletion cases (Table I). We observed that the
proband presented nearly all the clinical features of RTT or of thel6p deletion

syndrome.
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DISCUSSION

We here describe the occurrence of two de novo pathogenic mutations, a CNV at
16p11.2 and a nonsense mutation in MECP2, in a single patient with RTT and autistic
features. The mutation ¢.763C> T in MECP?2 is located in one of the hotspots of the gene
and has already been described in several RTT patients with no doubts about its
pathogenicity. The 16p11.2 microdeletion consistently impacts cognitive functioning and
behavior, and it is considered a risk factor to autism [Zufferey et al, 2012]. Despite being one
of the most recurrent rearrangement among ASD patients accounting for about 1% of ASD
cases, it is not found in controls [Glessner et al., 2009; Shen et al., 2010; Shinawi et al., 2010,
Moreira et al., 2013 manuscript in preparation)

The clinical features of this girl fulfill the diagnostic criteria of RTT. Although there
is a great clinical overlap between RTT and 16p11.2 deletion syndrome, we observed that the
proband does not present some of the specific clinical features of the 16p11.2 deletion
syndrome, such as overweight or macrocephaly. It is of particular interest that autistic features
occurs in 30-50% of the RTT individuals, while they are present in about 18% of individuals
with 16p11.2 deletion syndrome [Shinawi et al., 2010]. It is known that MECP?2 regulates
UBE3A4 and GABRB3 in 15q region [Samaco et al., 2005], a region also known to be
associated with ASD. Dysregulation of these genes by lack of MECP2 could thus explain the
autistic features among RTT individuals. It is noteworthy that recently, Longo et al, [2004]
reported three RTT individuals with MECP2 mutations and also carriers of 15q11-13
rearrangements. These observations raise the possibility that other hits along the genome
might contribute to the penetrance of autistic features in RTT individuals. Therefore, it is
possible that the autistic feature found in 30-50% of RTT patients also depends on a second

hit, such as CNVs at 16p11.2 or 15q11-q13.
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The genetic counseling involving two independent alterations can be
challenging, particularly for the CNVs at 15q11-q13 or 16p11.2, which are associated with
an still unknown penetrance [Ciuladaité et al., 2011; Urraca et al., 2013]. It has been
observed that about 40% of ASD carriers of 15q11-q13 or 16p11.2 CNVs have inherited the
CNV from one healthy parent [Devlin; Sherer, 2012]. In our case, as both mutations were de
novo, we considered low the recurrence risk for RTT or ASD. However, if the 16p11.2 CNV
had been inherited from a non-penetrant parent, a risk for ASD should also be considered.

In summary, we discovered two rare mutational events in the present proband, which
have raised the question about the need to test MECP2 and ASD CNVs in patients with
clinical features of RTT and autistic features. In addition, our data suggest the importance to
verify in larger cohorts if the autistic features in RTT patients depend on additional genomic

hits.
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Table I. Comparison of phenotypic features of the proband and phenotypic features present in affected
individuals with RTT and 16p11.2 deletion.

Features clinical Rett Syndrome 16p11.2 deletion Proband (Rett syndrome and
(763C>T/p.Arg255X) 16p11.2 deletion)

Abnormal sleep patterns + - +
Respiratory dysfunctions (hiperpnea)
Constipation

Microcephaly

Eating difficulties

1
+ o+ + + 4

Loss of purposeful hand motions
Muscle rigidity/spasticity

1
+

Repetitive hand motions
Scoliosis

Bruxism -
+(100%)
Motor delay +(50%)

4
Developmental delay +
+
Speech delay/ Non verbal + +(100%) +
+
+
4

+ + + + + + o+ o+ o+
1

Autism +(31-50%) +(18%)

Short palpebral fissures - -

Long philtrum - -

Thin upper lip - - -

Maxillary hypoplasia - - -

Short nose - - -

Hypotonia + + +

Low weight after birth - - +

Overweight after birth -

Macrocephaly(Infancy and Childhood)

Hypertelorism + +

Wide mouth + + (1/3 =33%)
+ +(1/3 =33%) -

+
+ -

Pointed chin

+ = presence of the characteristic; - = absence of the characteristic

[Ghebranious et al., 2007; Bijlsma et al., 2009; Shimojima et al., 2009; Bardakjian et al., 2010;
F;rnandez et al., 2010; Hanson et al., 2010;Allanson et al., 2011; Shinawi et al., 2010; Schaaf et al., 2011;
Ciuladaite et al., 2011; http://omim.org/entry/312750].
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LEGENDS FOR FIGURES

FIG. 1. Summarized genealogy of the proband (III-5) with Rett Syndrome and16p11.2

deletion.

FIG. 2. (A) DNA sequence chromatogram from RTT patient showing an heterozygous
mutation in MECP2 (¢.763C>T/p.Arg255X). (B) MLPA peak ratio for 15q11-q13, 16p11.2
and 22q13 probes of patient. Red, probes with peak ratio <0,75, corresponding to deletions
of DOC2, HRIP3, MAPK3, MAZ, MVP, SEZ6L2 and SPN genes localized on chromosomal
region 16p11.2; Green, normal probes with peak ratio >0,75 and <1,3 and control probes

(blue).
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