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Resumo

As Perturbacdes do Espectro do Autismo (PEA) sdo um grupo de doengas com uma forte
etiologia genética que afectam o neurodesenvolvimento, caracterizando-se por dificuldades na
interaccdo social e comunicacdo e comportamentos repetitivos e estereotipados, sendo o seu
diagndstico baseado nos critérios presentes nos manuais de diagndstico, como o DSM-V (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders). AS PEA tém uma elevada prevaléncia, o que torna
importante o seu estudo genético, tendo ja sido executados estudos em gémeos e familias, analises
citogenéticas, estudos de Linkage e de Associa¢do, sequenciacdo de genes candidatos e do exoma e
anadlise de variantes estruturais (Copy Number Variants, CNV).

O principal objetivo deste trabalho foi a identificacdo de CNV patogénicos e loci de
suscetibilidade para o autismo. Para isso, foram analisados os CNV identificados no rastreio
gendmico efetuado pelo Autism Genome Project (AGP), sendo realizada a validagdo de alguns dos
CNV e identificados os seus pontos de quebra, sendo analisados os genes candidatos presentes e
estabelecida uma relacdo entre o fendtipo clinico das criangas e os genes duplicados ou deletados.
Nos CNV que se concluiu serem herdados foi, também, analisado o padrdo de transmissdo dos CNV
herdados e feita uma correlagdao do seu contetido génico com tragos autistas dos familiares. Foram
ainda estudados os potenciais mecanismos que poderdo estar na base do fenétipo de autismo.

No decorrer do estudo, foram inicialmente escolhidos os CNV com base no seu tamanho e
conteldo génico, presentes nos cromossomas 3p22.1-22.2, 9qg31.1, 11ql14.3, 16p13.11-13.12 e
20p13. Para validar estes CNV, foi usada a técnica de PCR quantitativo em tempo real (Quantitative
Real Time PCR, gPCR), sendo validadas duas duplicagcdes, uma presente na zona 3p22.1-22.2, como
sendo herdada do pai e outra na zona 20p13, que se verificou ser herdada da mae. Foram ainda
validadas as delec¢des existentes na banda 9931.1, como sendo de novo e na banda 16p13.11-13.12,
herdada numa das criancas e de novo noutra. A deleccdo na banda 11g14.3 revelou ser um falso
positivo em dois individuos. Os pontos de quebra foram identificados nos CNV presentes nas regides
9g31.1 e 20p13, com recurso a técnica de PCR de cadeia longa (Long Range PCR, LR-PCR). Além disso,
foi realizado um rastreio populacional da duplicagdo na regido cromossémica 9921.13, em 104 casos
de autismo e 265 controlos e foi identificado um novo caso com esta duplicacdo, tendo sido
sequenciados os seus pontos de quebra.

Na analise do fenétipo clinico e da histéria familiar de cada crianca com estes CNV, observou-
se uma grande hetrogeneidade clinica das PEA, a nivel da presenca de deficiéncia mental e dos
atrasos do desenvolvimento motor e da linguagem e, alguns deles, tinham uma histdria familiar de
doengas psiquidtricas ou atrasos cognitivos. Depois da andlise do padrdo de transmissao dos CNV nas
familias em que este era herdado, pode-se concluir que ocorria uma co-segregacdo com tragos
autistas ou psicopatologias no individuo que transmite o CNV, em duas das familias estudadas.

Foi ainda realizada uma relacdao dos fendtipos das criangas com os genes afetados pelos CNV,
concluindo-se que a maioria deles continha genes relacionados com o mecanismo de transmissao
sindptica ou apresentavam func¢Ges importantes relacionadas com o desenvolvimento e plasticidade
neuronais, como os genes ANXA1, SCN11A, MOBP, SLC44A1, GRIN3A, NDE1, NTNA1, PDYN, SIRPA.

Futuramente é importante identificar um maior nimero de genes associados as PEA e os
mecanismos moleculares envolvidos nesta patologia, o que serd possivel com o desenvolvimento das
técnicas de sequenciacdo, que permitem identificar mutacGes genéticas significativas o autismo. Isto
podera permitir a descoberta de novos alvos terapéuticos, bem como o desenvolvimento de um
teste genético para o diagndstico molecular de autismo.

Palavras chave:

Perturbacbes do Espectro do Autismo| Mapeamento Genético| Caracterizagdo de variantes
estruturais| Sequenciagcdo Gendmica



Abstract

Autism Spectrum Disorders (ASD) are a group of conditions, with a strong etiology and they
consist in a syndrome that affects neurodevelopment. They are characterized by impairments in
social interaction and communication and presence of restricted and repetitive behaviours and their
diagnostic is based in the diagnostic criteria present in the DSM-V. They have a high prevalence, wich
means that it is important their genetic study, wich is based in studies in twins and families,
cytogenetic analyses, linkage and association studies, candidate gene and exome sequencing and
CNV analysis.

The central objective of this work was the identification of pathogenic CNV and susceptibility
loci for autism. There were analysed the CNV identified in the AGP genomic screen, with the
validation and breakpoint identification of these CNV, the analysis of the candidate genes present,
and the establishement of a relation between the clinical phenotype and the duplicated or delected
genes. It was also analysed the transmission pattern of the heritable CNV, making a correlation with
the autistic traces in the family members and studied the potential mechanisms in wich the autism
phenotype is based.

In this study, the CNV were chosen based on their size and genetic characteristics and there
were chosen the CNV present in the regions 3p22.1-22.2, 9931.1, 11q14.3, 16p13.11-13.12 e 20p13.
To validate the CNV, we used the gPCR technique and there were validated two duplications, one
inherited from the father in 3p22.1-22.2, and one in 20p13, inherited from the mother. Three
deletions were also validated, one in the 9q31.1, appearing de novo and onde in the 16p13.11-13.12
region, that was de novo in one child and inherited from the mother in the other one. It was also
identified a false positive in the 11g14.3 in two individuals.The breakpoints were sequenced with the
technique LR-PCR, in two CNV, 9g31.1 and 20p13. Furthermore, we have done a genomic screen of
the 9¢21.13 duplication, in 104 cases and 265 controls and it was identificated a new case with this
duplication and the ponto de quebras were sequenced.

Then, we realized a detailed analysis of the clinical phenotype and family history of the
children with these CNV, wich conducted to the ASD clinical heterogeneity, presenting mental
retardation e impairements in the motor development and of the language and, some of them, have
a family history of psychiatric illness or cognitive impairements. We also analysed the transmissiona
pattern of the heritable CNV, wich lead to the conclusion that there was a co-segregation with the
autistic traits or pshycopatologies in the individual that transmitted the CNV, in two of the families.

We also stablish a relation between the phenotype of the autistic children and the genes
present in the CNV, that were, most of them, related to the synaptic transmission or have important
functions in the neuronal development and plasticity, like ANXA1, SCN11A, MOBP, SLC44A1, GRIN3A,
NDE1, NTNA1, PDYN, SIRPA.

In future studies, it is important to identificate more genes associated to ASD and the
mechanisms envolved, wich will be possible with the development of the sequencing techniques,
that allow the identification of significative mutations to autism. This will allow the identification os
novel therapeutical targets and the design of a genetic test, that could be involved in autism
diagnostic.

Keywords:
Autism Spectrum Disorders| Genetic Mapping| Copy Number Variants characterization| Genomic
Sequencing
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I. INTRODUCAO

1. Perturbagoes do Espectro do Autismo

1.1 O Autismo visto como um espectro

O termo Perturbacdes do Espectro do Autismo (PEA) é frequentemente usado para referir o
conjunto complexo de perturbac¢des a nivel do neurodesenvolvimento, que se manifestam como um
espectro de problemas linguisticos, cognitivos e comportamentais. As PEA incluem o autismo, a
sindrome de Asperger e o autismo atipico (Pervasive developmental disorders not otherwise
specified, PDD-NOS), sendo estes subtipos diferenciados entre si com base na idade em que se
manifestam e a sua severidade e sintomas. Assim sendo, para que haja um diagndstico de sindrome
de Asperger, a crianca nao pode manifestar atrasos na linguagem e sdao colocadas na categoria de
diagndstico de autismo atipico, as criangas cujos sintomas ndo se enquadram nas duas outras
categorias (APA, 2010; Bacchelli & Maestrini, 2006; Oliveira et al., 2007; Lord & Bishop, 2010).

As PEA estdo inseridas num grupo mais amplo designado Perturba¢des Globais do
Desenvolvimento (Pervasive Developmental Disorders, PDD), do qual também fazem parte a
sindrome de Rett e o Distlrbio Desintegrativo da Infancia (Childhood Desintegrative Disorder, CDD),

cujo fendtipo clinico ndo se enquadra nos padroes de diagndstico das PEA (Figura 1) (OMS, 2010).
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Figura 1. Espectro das PEA (adaptado de EGL, 2012 — online [http://genetics.emory.edu/egl/featuredtests/
index.php/ 1643]).




As PEA manifestam-se, geralmente, antes dos trés anos de idade e o seu espectro clinico
caracteriza-se por varios graus de atraso ao nivel da intera¢do social, dificuldades na comunicagdo
verbal e ndo verbal e presenca de comportamentos repetitivos e estereotipados (Challman et al.,

2003; Fombonne, 2005; Geschwind, 2008).

1.2 Evolugdo histérica do conceito de autismo

Kanner foi o primeiro a usar o termo autismo, descrevendo pormenorizadamente as criancas
autistas e esta patologia, que denominou de Early Infantile Autism. Estas criangas eram, na maioria,
rapazes e tinham dificuldade em relacionar-se com outras pessoas, sendo descritas como
autossuficientes e solitarias. Tinham, ainda, dificuldade em usar a linguagem como forma de
comunicacgdo e podiam apresentar atrasos na linguagem, além de aprenderem a repetir varias coisas,
desde a infancia. Revelavam uma excelente memoria visual, mas as mudancas nas rotinas, padrdes e
ordem dos actos do dia a dia podiam levar a crianca ao desespero (Kanner, 1943).

Asperger, um ano depois, descreveu criangas que seguiam um curso normal de
desenvolvimento, mas com atrasos primarios na capacidade de socializagado e interagao interpessoal
e com dificuldades no uso normal do contacto visual e linguagem gestual. Além disso, adquiriam a
capacidade de inventar palavras, tinham défices na coordenag¢do motora, resisténcia a mudancgas,
ligacdo exagerada a certos objetos e tinham tendéncia para obter resultados mais elevados em
testes de Ql, podendo ser adultos bem sucedidos (Asperger & Frith, 1991).

Mais tarde, houve ainda quem estudasse e descrevesse o autismo, mas foi Michael Rutter
gue permitiu que este fosse reconhecido como uma doenca distinta (Rutter, 1978). Da analise em
conjunto de todas estas ideias, evoluiu a atual definicdo de PEA e PGD e a partir delas foram
elaborados os seus critérios de diagndstico, descritos nos manuais em que se baseia, atualmente, o

diagndstico de autismo, como o DSM-V.

1.3 Prevaléncia

As estimativas da prevaléncia global das PEA tém vindo a aumentar ao longo das ultimas
décadas, afetando esta quantro vezes rapazes do que raparigas (Bacchelli & Maestrini, 2006).
Inicialmente eram reportados nos estudos valores compreendidos entre 0,7 e 2,33 por 10000
(Treffert, 1970; Hoshino et al., 1982; Steinhausen, 1986), mas com a aplicacdo dos critérios de
diagndstico contantes no ICD-10, estas estimativas aumentaram para 8,7 em 10000 (Taylor et al.,

1999). Com o aparecimento do manual DSM-IV, as estimativas passaram para valores compreendidos



entre 58,7 e 62,6 em 10000, dos quais, entre 16,8 e 22 sdo criangas com autismo (Chakrabarti &
Fombonne, 2001; Chakrabarti & Fombonne E, 2005; Elsabbagh et al., 2012).

Pensa-se que este aumento, observado a nivel mundial, se deva ndo sé a um verdadeiro
acréscimo da prevaléncia, como também, a uma maior consciencializagdo das pessoas em relagdo a
este problema, ao estabelecimento de critérios de diagndstico mais inclusivos e a diferencas nos
métodos de estudo e na amostragem populacional (Oliveira et al., 2007; Wing & Potter, 2002).

Em Portugal, a prevaléncia de autismo correspondendo a 9,2 em 10000 criangas, havendo
uma variacdo regional nas estimativas de prevaléncia, o que sugere que fatores como as
caracteristicas genéticas populacionais ou fatores ambientais observados a nivel regional possam

contribuir para as discrepancias encontradas (Oliveira et al., 2007).

1.4 Processo de Diagndstico

Para realizar um diagndstico de PEA s3o analisadas vdrias caracteristicas clinicas e
comportamentais das criancgas, que incluem uma descricdao detalhada do seu historial clinico e de
desenvolvimento, descri¢des do seu comportamento no dia-a-dia e avaliagdo direta da sua interagdo
social, comunica¢do e funcdo intelectual, com recurso a varios testes e de acordo com critérios
descritos nos manuais de diagnéstico (Charman, 2008).

Os dois manuais de diagndstico mais utilizados sdo o Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais IV — Edicdo Revista (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 1V —
Text Revision, DSM-IV-TR) (APA, 2010) e a Classificacdo Internacional de Doengas e Problemas de
Saude (International Classification of Mental and Behavioral Disorders, ICD-10) (WHO, 2010).

O ICD-10 é usado para a classificacdo de varias doencas, estando algumas delas relacionadas
com a saude mental. Neste manual, as PEA encontram-se inseridas no grupo das doengas mentais e
do comportamento, mais propriamente nas doencas relacionadas com o desenvolvimento
psicoldgico e sdo descritas como um grupo de doencas caracterizadas por anomalias qualitativas na
interacdo social reciproca e nos padrées de comunicacdo e por interesses e atividades restritos,
estereotipados e repetitivos (WHO, 2010).

O DSM-IV-TR é o manual de diagndstico mais usado por profissionais da drea da saude no
diagndstico de doencas mentais. De acordo com este manual, as PDD s3o caracterizadas por atrasos
severos e limitantes em varias dreas do desenvolvimento, entre as quais a capacidade de interagdo
social reciproca e de comunicacdo e a presenga de comportamentos, interesses e atividades
estereotipados. Estas caracteristicas comecam a ser evidentes nos primeiros anos de vida,

encontrando-se por vezes associadas a deficiéncia mental ou outras condigdes médicas (APA, 2010).



Atualmente, esta a ser revisto este manual para o DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders V), que vai ser disponibilizado no préximo ano e no qual serd feita uma
unificacdo dos critérios de diagndstico das PEA (Tabela 1), com a existéncia de vdrios niveis de
severidade da doenca (Tabela Suplementar 1). Foi feita esta mudanca porque faz sentido diferenciar
as PEA de outras doencas que afetam o neurodesenvolvimento, mas que ndo fazem parte deste
espectro, como por exemplo, a sindrome de Rett. Por outro lado, uma diferenciagcdo dentro das PEA
foi-se tornando inconsistente ao longo do tempo, sendo esta melhor representada como uma

categoria Unica de diagndstico (APA, 2012 — online [http://www.dsm5.org/ Pages/Default.aspx]).

Tabela 1. Critérios de diagndstico das perturbagdes do espectro do autismo do DSM-V (adaptado de APA, 2012

—online [http://www.dsm5.org/Pages/Default.aspx]).

A. Défices persistentes na comunicacdo e interagdo social
(tém que se manifestar os trés seguintes)

[EnN

. Défice na reciprocidade socio-emocional:
Interagdo social anormal
Incapacidade de estabelecer uma conversa
Capacidade reduzida de partilhar interesses, emogdes e afeto
Auséncia de iniciativa de interagao social

2. Défice na comunicagdo ndo verbal usados na interagdo social:
e Reduzida integragdo entre as comunicag¢des verbal e ndo verbal
e Contacto visual e linguagem corporal anormais

Défice no entendimento e uso da comunicacdo nao verbal

°

e Auséncia total de expressoes faciais e gestos

3. Défice no desenvolvimento e manutengdo de relacionamentos préprios do nivel etario:
¢ Dificuldade no ajustamento do comportamento a diferentes contextos sociais
e Dificuldade na partilha de brincadeiras imaginativas e em fazer amigos
e Aparente auséncia de interesse nas pessoas

B. Padroes de comportamento, interesses e atividades restritos e repetitivos
(apenas tém que ser manifestados dois dos seguintes)

1. Didlogo, movimentos motores ou uso de objetos estereotipados ou repetitivos:
e Esteredtipos motores simples
e Repetigdo automatica de vocalizagGes
e Uso repetitivo de certos objetos e frases idiossincraticas

2. Adesdo excessiva a rotinas, padrdes ritualizados de comportamentos verbais e ndo verbais ou resisténcia
excessiva a mudangas:

® Rjtuais motores

® |[nsisténcia na mesma rotina ou alimento e questionamento repetitivo

e Stress extremo em pequenas mudangas

3. Interesses anormalmente restritos e fixos, na intensidade ou foco:
® Forte apego ou preocupagao com certos objetos
® |nteresses excessivamente limitados ou repetitivos

4. Hiper ou hiporeactividade a estimulos sensoriais:
e Aparente indiferenga a algumas sensacgdes
e Resposta adversa a sons ou texturas especificos
® Fascinio por luzes ou certos objetos

C. Estes sintomas tém que estar presentes no inicio da infancia
(podem ndo se manifestar todos até que as exigéncias sociais excedam as capacidades limitadas das criangas)

D. Os sintomas em conjunto limitam e prejudicam as atividades do dia-a-dia




S3o ainda usadas outras ferramentas para fazer uma confirmac¢do do diagndstico de PEA,
entre as quais a Escala de Diagndstico de Observagdo de Autismo e Perturba¢des do Espectro do
Autismo (Autism Diagnostic Observation Scale, ADOS) (Lord et al., 2000), a Entrevista de Diagndstico
de Autismo revista (Autism Diagnostic Interview-Revised, ADI-R) (Lord et al., 1994), a Escala de
reciprocidade social (The Social Responsiveness Scale, SRS) (Constantino et al, 2003) e o
Questionario de Preferéncias e Tipos de Personalidade (Personality Styles and Preferences
Questionnaire, PSP-Q) (Hurley et al., 2007), sendo as duas primeiras aplicadas as criancas para avaliar
caracteristicas relacionadas com o fendtipo autista e as duas ultimas aos pais, para fazer uma
avaliacdo dos tracos autistas, nomeadamente, das caracteristicas de sociabilidade dos pais. E ainda
importante o cdlculo do quociente de inteligéncia (Ql), para avaliar se a crianga tem deficiéncia
mental (DM) e cujo resultado permite atribuir varios niveis de disfun¢do cognitiva e que estdo

descritos na tabela seguinte (Tabela 2) (Emerson et al., 2012).

Tabela 2. Niveis de disfungdo cognitiva das DM (adaptado de Emerson et al., 2012).

Nivel das DM
Ligeiro Qlde50a70
Moderado Qlde35e49
Severo Qlde20a34
Profundo Ql inferior a 20

Esta avaliacdo pode ser realizada com recurso a vdrias escalas, como a Escala Il de Ruth
Griffiths de desenvolvimento mental (Ruth Griffiths Mental Scale I, GRIFFITHS) (Griffiths, 1984) e a
Escala de Inteligéncia de Wechsler para criancas (Wechsler Intelligence Scale for Children, WISC)
(Cruz, 2005). A primeira permite fazer uma integracdo da capacidade de aprendizagem,
desenvolvimento locomotor, ajustamento social e didlogo e coordenacdao motora da crianga, sendo
calculado um quociente geral a partir da andlise de varias subescalas (Tabela Suplementar 2) e na
segunda é feita uma avaliacdo da capacidade de raciocinio e intelectual, sendo o seu resultado
apresentado sob a forma de trés quocientes, Ql verbal, de execugdo e total (Tabela Suplementar 3)

(Cruz, 2005; Griffiths, 1970; Griffiths, 1984).

1.5 Deficiéncia mental e outras patologias associadas as PEA

S3o varias as doengas que surgem nos individuos com PEA, o que revela a importancia do seu
estudo, visto que muitos dos fatores de risco genéticos para o autismo poderao ser partilhados com
estas doencas. Assim sendo, o seu diagndstico nos casos de autismo é muito importante, pois estas
podem causar alguns dos sintomas clinicos e aumentar a severidade das PEA e dos atrasos de

linguagem observados e aumentar a gravidade dos comportamentos estereotipados e repetitivos das



criangas, permitindo ainda sugerir uma intervencdo especifica (Leyfer et al., 2006; Matson & Nebel-
Schwalm, 2007).

A DM é uma das doengas que mais se observa em conjunto com o autismo, uma vez que,
aproximadamente 50% dos individuos com PEA, tém um QI abaixo de 70. Esta consiste em défices a
nivel da fungdo intelectual, aprendizagem e raciocinio. No diagndstico de deficiéncia mental, faz-se
uma avaliacdo da capacidade intelectual dos individuos, através dos testes de Ql e das limitacdes a
nivel do desenvolvimento motor, cognitivo ou da fala (Charman, 2008; Emerson & Hatton, 2007,
Mefford et al., 2012).

Um dos exemplos de fatores de risco genéticos partilhado pelas PEA e DM sdo as
microdele¢Ges raras observadas na banda 15q13.3, que ja foram detetadas em casos de ambas as
doengas (Pagnamenta et al., 2009; Sharp et al., 2008).

Existe também um risco acrescido de epilepsia nas criancas com autismo, o que pode
denotar a existéncia de fatores genéticos ou mecanismos patolégicos comuns em ambas as doengas.
A prevaléncia de epilepsia nos casos de PEA é cerca de 30%, sendo esta mais elevada nos individuos
que revelam maiores défices a nivel mental, motor e da linguagem (Tuchman & Rapin, 2002). Outro
diagndstico muito comum nas criangas com ASD é o Défice de Atencdo e Hiperatividade (Attention
Deficit Hiperactivity Disorder, ADHD), sendo este diagnosticado em cerca de 31% das criangas com
autismo (Leyfer et al., 2006).

No caso da esquizofrenia, apesar de esta ndo ser diagnosticada em individuos com autismo e
ser distinta clinicamente das PEA, pensa-se que, em ambas, o neurodesenvolvimento esta afetado,
além de partilharem uma elevada heritabilidade e varios fatores de risco genéticos e ambientais
(Burbach & Zwaag, 2009). A esquizofrenia é uma doenca mental, cujos principais sintomas sdo
psicose, apatia, isolamento e atrasos a nivel cognitivo, o que leva a varios problemas a nivel pessoal e
social (Mueser & McGurk, 2004).

Segundo Cheung et al. (2010), existe uma concordancia a nivel da estrutura cerebral de
pacientes com PEA e esquizofrenia, além de ja terem sido identificados, noutros estudos, varios CNV
recorrentes em casos de autismo e esquizofrenia. Stefansson et al. (2008) identificou pequenas
dele¢bes nas bandas 1g21.1 e 15gq13.3 em pacientes com esquizofrenia, que também ja foram
consideradas regides importantes para a etiologia do autismo, por Szatmari et al. (2007) e Miller et
al. (2008).

Também a banda 16p11.2 parece ser importante etiologicamente para ambas as doencas,
visto que CNV nesta zona estdo associados a casos de autismo e esquizofrenia (McCarthy et al., 2009;
Weiss et al., 2008).

Cerca de 5% dos casos de autismo estdo associados a alteragdes cromossémicas, sendo mais

frequentemente observadas as duplicacbes 15q11-q13 e as dele¢des 2937, 22qll1.2 e 22q13.3.
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Existem ainda alguns sindromes que estdo associados a cerca de 10% dos casos de autismo, sendo o
mais preponderante, o sindrome do X fragil. Este observa-se em cerca de 3% a 5% das criangas com
PEA, é causado pelo silenciamento do gene FMR1 e apresenta sintomas como défice cognitivo e a
nivel da memdria, auséncia de certas capacidades executivas, matematicas e espaciais,por vezes
também observados nos casos de PEA (Betancur, 2011; D’Hulst & Kooy, 2009; Freitag et al., 2010;
Lintas & Persico, 2009).

Outros sindromes associados as PEA sdo, por exemplo, a esclerose tuberosa, a qual se
observa em 1% a 4% dos casos de PEA e é causada por mutagdes nos genes TSC1 ou TSC2, cuja
principal funcdo é o controlo do crescimento e proliferacdo celular em varios érgaos, incluindo o
cérebro. Pode ainda estar presente em cerca de 0,5% dos casos de autismo, o sindrome de Rett, o
qual se caracteriza por um desenvolvimento inicial normal, comegando as criangas, gradualmente, a
perder capacidades motoras e a nivel da fala, afastamento social e auséncia de contacto visual e de
resposta a estimulos sociais (Abrahams & Geschwind, 2008; Caglayan, 2010; Wiznitzer, 2004).

Estdo ainda associados ao autismo, mas numa menor frequéncia, sindromes como a
neurofibromatose, provocada por mutagdes no gene NF1, os sindromes de Angelman e Prader-Willi,
devidos a mutagdes no gene UBE3A e o sindrome de Down, correspondente a uma trissomia do
cromossoma 21 (Betancur, 2011; Caglayan, 2010).

Os casos sindromicos referidos correspondem a 10% a 20% dos casos de autismo, sendo os
restantes designados idiopaticos, os quais correspondem a 80% dos casos de autismo, nos quais a
causa n3o é conhecida (Lintas & Persico, 2009). E sobre estes que incidem principalmente os estudos

genéticos e moleculares.

1.6 Estrutura cerebral alterada e influéncia do ambiente no fenétipo de autismo

Atualmente, na area da neuropatologia do autismo, umas das teorias mais proeminentes é a
de que o cérebro destas criancas passa por uma fase de crescimento lento durante o periodo
neonatal, seguido por um crescimento rapido e excessivo do mesmo, que ocorre depois do
nascimento. Este crescimento anormal do cérebro nos primeiros anos de vida nas criancas com
autismo é entre a 5% a 10% maior, quando comparado com o cérebro de criangas com a mesma
idade mas sem o fendtipo autista e parece envolver, principalmente, a matéria branca do cérebro,
em detrimento da matéria cinzenta (Amaral et al., 2008 Courchesne et al., 2003).

Existem ainda outras teorias que implicam que varias estruturas cerebrais possam estar
afetadas nas criangas com autismo, incluindo o cerebelo, a amigdala, o cdrtex cerebral, o sistema

limbico, o corpo caloso, os ganglios basais e o tronco encefdlico (Figura 2) (Akshoomoff et al., 2002).
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Figura 2. Principais estruturas cerebrais implicadas no autismo (adaptado de NIMH, 2008).

Também a amigdala, que esta envolvida na modulagdo do comportamento social e respostas
emocionais, e o cerebrelo foram implicados no desenvolvimento das PEA. Os resultados do estudo
de Schumann & Amaral (2006) revelam que existe um menor nimero de neurdnios na amigdala das
criancas autistas, em comparagao com controlos. Além disso, os ganglios basais dos circuitos frontal
e subcortical do cerebrelo apresentam deformacgdes, que podem contribuir para as incapacidades a
nivel motor, social e da comunicac¢do (Qiu et al., 2010).

No que diz respeito ao cerebelo, este também parece ser importante para a etiologia das PEA
visto que regula a atividade motora, equilibrio, coordenagdo e movimentos corporais e nas criangas
autistas, podem ser detetadas anomalias nesta estrutura cerebral, entre as quais um menor nimero
de células de Purkinge (Whitney et al., 2008).

Observadas todas estas alteragGes a nivel do cérebro, sabe-se que estas deverdo ser
provocadas por fatores genéticos, mas sendo a concordancia de autismo em gémeos monozigéticos
inferior a 100%, outros fatores deverdo interferir no fendtipo de autismo, como os fatores
ambientais. Visto haver a grande complexidade das PEA, o mais provavel é que estes agentes
ambientais contribuam para o aumento da suscetibilidade de alguns individuos, o que em
combinacdo com a sua predisposi¢cdo genética, pode levar ao desenvolvimento deste fenétipo, mas
ainda ndo foi feita nenhuma associacdo concreta entre o fendtipo de autismo e os agentes
ambientais (Daniels, 2006; London & Etzel, 2000).

Apesar disso, existem alguns estudos que sugerem a associagado de certos fatores ambientais
ao autismo, como a vitamina D ou certos agentes mutagénicos, os quais poderao ter influéncia no
fendtipo, quando ocorre uma exposicao do individuo num periodo critico do desenvolvimento, seja
durante a gestacdo ou nos primeiros anos de vida. A existéncia de vdrias combinacGes de genes e
agentes ambientais faz com que o fenétipo de autismo possa ser mais ou menos acentuado (Daniels,

2006).



2. Investigagao genética e molecular do autismo

Varias abordagens gendmicas tém vindo a sugerir que hd uma disrupcao de varias vias
bioldgicas importantes funcionalmente no cérebro e SNC nos individuos com autismo, alguns dos
quais também estdo implicados noutras doengas neuropsiquidtricas e que afetam o
neurodesenvolvimento. Apesar disso, ainda ndao foram identificados grande parte dos loci que
tornam um individuo mais suscetivel ao autismo (Geschwind, 2011; Kumar & Christian, 2009; Muhle
etal., 2004).

Nos estudos de doencas genéticas complexas, entre as quais as PEA, comegaram por ser
realizadas analises citogenéticas e sé mais tarde foram desenvolvidos os estudos de Linkage e de
Associagdo, os quais foram realizados numa fase inicial em genes candidatos e depois no rastreio de
todo o genoma (Risch et al., 1999). A identificacdo de fatores de risco genéticos para as PEA tem
vindo a ser feita com varias abordagens diferentes ao longo do tempo, como se pode observar na

figura seguinte (Figura 3).

1980 1985 1990 1995 2000 2005 Present

Analises Citogenéticas e identificagdo de casos sindromicos
Reconhecimento do elevado risco das PEA como doenga genética

Defini¢do dos critérios de Diagndstico para as PEA (ADOS e ADI-R)
Estudos de associagdao com genes candidatos

Estudos de Linkage gendmicos
Sequenciagdo dos genes candidatos

Detecgdo e caracterizagao de CNV
Estudos de associagdo em todo o genoma com SNP e CNV

Sequencia¢do do exoma em familias multiplex

Figura 3. Estudo das PEA ao longo do tempo (adaptado de Abrahams e Geschwind, 2010).

Foram as vdrias as mudancas efetuadas a nivel metodoldgico no estudo das PEA, que fizeram

com que ocorressem avancos significativos na genética do autismo.

2.1 Estudos epidemioldgicos e analises citogenéticas

Os estudos realizados em familias revelaram-se muito importantes para determinar a taxa de
autismo nos irmdos e pais das criancas autistas, para ver os padrdes de transmissdao ao nivel da
familia e assim determinar qual a extensdo do fendtipo (revisto em Rutter, 2000). Bolton et al. (1994)
realizou um dos primeiros estudos em familias, tendo constatado que a taxa de autismo em irmaos é

cerca de 3%, o que revela uma agregacao familiar desta patologia.



Foram também realizados estudos em gémeos, os quais tiveram como principal objetivo
verificar se a agregacao familiar observada nos estudos de familias se devia a fatores genéticos ou
ambientais. O primeiro estudo deste género a ser efetuado em individuos com autismo foi o de
Folstein & Rutter (1977), no qual foi utilizada uma amostra de 21 pares de gémeos, que apesar de
reduzida, permitiu concluir que havia uma diferenga significativa no nivel de concordancia para o
autismo em gémeos monozigéticos e dizigdticos.

A partir da andlise destes estudos epidemioldgicos conclui-se que as PEA estdo entre as
doengas complexas com uma maior heritabilidade, visto o seu nivel de concordancia ser 60% a 90%
nos gémeos monozigdticos, que partilham uma maior informacdo genética, sendo que nos
dizigéticos corresponde a 2% a 3%. Além disso, foi possivel excluir a possibilidade do autismo ser
causado por apenas um gene, sendo mais provavel ser a interagdo entre varios genes a responsavel
por esta patologia, visto que a concordancia de autismo em familiares é tanto maior quanto mais
proxima for a sua relagdo de parentesco, o que significa que a partilha de um maior nimero de
caracteristicas genéticas aumenta a probabilidade de desenvolvimento de autismo (Bacchelli &
Maestrini, 2006; Rutter, 2000).

Outra das abordagens realizadas nos estudos de autismo consistiu em analises citogenéticas,
tendo-se observado uma progressdo no seu estudo, que permitiu aumentar a resolucdo e
sensibilidade destas técnicas. Comecaram por ser realizadas Andlises de Bandas G (G-Banding
Analysis) e, mais tarde, outras técnicas, como a Hibridacdo /n Situ por Fluorescéncia (Fluorescence In
Situ Hibridization, FISH) e a Hibridacdo Gendmica Comparativa com Arrays (Array Comparative
Genomic Hibridization, aCGH). O estudo das anomalias citogenéticas € muito importante visto que
estas podem levar a vdrias mudancas a nivel funcional, devido ao efeito que tém nos genes, como
modificagdes da sua dosagem ou a sua disrupgao.

O rearranjo cromossémico mais comum identificado em estudos citogenéticos é a duplicacao
herdada da mae presente na regido 15q11-q13, a qual ocorre em cerca de 1 a 3% dos pacientes com
autismo, observando-se, normalmente, nos individuos que apresentam um fendtipo mais severo,
com maiores atrasos no desenvolvimento, deficiéncia mental e alguns dimorfismos. Existem ainda
outros rearranjos citogenéticos que tém vindo a ser descritos com uma elevada frequéncia, sendo
exemplos destes os que estdo presentes nas bandas 2937, 5p14, 16922.3, 7p, 22911.2, 22ql3.3 e
Xp22.2—p22.3 (Battaglia, 2005; Castermans et al., 2004; Galasso et al., 2008; Scherer et al., 2003;

Vorstman et al., 2006).
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2.2 Estudos de Linkage e Associagao e sequenciagao de genes candidatos

Nos estudos de Linkage e de Associagao, o principal objetivo é fazer o mapeamento genético
dos loci de suscetibilidade para as doencas estudadas, neste caso o autismo. Os métodos usados nos
estudos de associagao sdao mais eficientes na identificacdo de genes com um menor efeito do que os
utilizados nos estudos de linkage. Ambos os estudos comecaram por ser realizados em genes
candidatos presentes em zonas previamente implicadas no autismo, passando depois a ser feitos ao
nivel de todo o genoma com o desenvolvimento de novas técnicas de biologia molecular.

O método de linkage usado para o estudo de doencas genéticas multifatoriais como o
autismo é o ndo paramétrico, no qual varios genes podem contribuir para o risco de ter a doenga,
ndo havendo um modelo claro de hereditariedade. Sdo analisados os hapldotipos partilhados por
individuos com algum grau de parentesco entre si e que manifestam a doencga, sendo que nas regides
onde ha uma partilha de um maior nimero de haplotipos, considera-se que estdo presentes os genes
gue aumentam a predisposicdo para a doenca em estudo (Teare & Barrett, 2005).

Até a data, ja foram identificados varios loci de suscetibilidade para o autismo com base nos
resultados dos estudos de linkage, mais propriamente nas bandas 1q21-23, 2q24-32, 3g25-27,
5p13-14, 7q22-31, 7934-36, 9933—-34, 11p12-13, 16p13 e 17q11-21, resultados estes que s6é foram
replicados para as bandas 7g22-31 e 17q11-21 (Abrahams & Geschwind, 2008; Auranen et al., 2002;
Cantor et al., 2005; IMGSAC, 2001; Risch et al., 1999; Szatmari et al., 2007).

No que diz respeito aos estudos de associacdo realizados em genes candidatos, é feita uma
selecdo destes genes com base na sua fung¢do ou posicdo em regides previamente identificados
noutros estudos de autismo. Atualmente, realizam-se estudos de associacdo ao nivel de todo o
genoma, designados Genome Wide Association Studies (GWAS) e nos quais se faz a analise de varios
marcadores em simultaneo. Em cada GWAS, sdo usados dois grupos de individuos, casos e controlos,
com caracteristicas idénticas e as suas amostras de DNA s3o colocadas em microarrays, a partir das
quais é obtidoo genoma dos individuos, com o uso de marcadores selecionados estrategicamente
com base na doenca que se esta a estudar. Durante o processo de genotipagem, ocorre hibridacdo
de sondas especificas as amostras de DNA colocadas nas microarrays, sendo cada uma delas marcada
com uma fluorescéncia especifica, cuja intensidade permite identificar o genétipo dos individuos nas
zonas estudadas (Buxbaum et al., 2010; McCarthy et al., 2008; NHGRI, 2011 — online [http://www.
genome.gov/20019523]).

Nos estudos de associacdo ja realizados nas pesquisas de autismo, identificaram-se varios
genes de suscetibilidade para esta doenca, como AVPR1A, CNTNAP2, DISC1, GABRB3, GRIK2, MET,
OXTR, RELN e SLC25A12 (Abrahams & Geschwind, 2008; Alarcon et al., 2008; Buxbaum et al., 2002;

11



Campbell et al., 2007; Kilpinen et al., 2008; Lerer et al., 2008; Jamain et al., 2002; Segurado et al.,
2005; Serajee et al., 2006; Yirmiya et al., 2006).

A sequenciacdo de genes candidatos tornou possivel a obtencdo de evidéncias do
envolvimento de outros genes nas PEA, permitindo identificar mutac¢des raras ligadas ao autismo,
como s3ao exemplos as mutacdes observadas nos genes NLGN3 e NLGN4X, ambas envolvidas na
funcdo sindptica. Foram ainda identificadas mutagGes no gene SHANK3, cujo produto interage com
as neurolininas, aumentando a probabilidade da sinaptogénese estar relacionada com as PEA. Outros
exemplos de mutacdes identificadas por estes mecanismos sdo as identificadas nos genes NRXN1 e
CNTNAP2 (Abrahams & Geschwind, 2008; Jamain et al., 2003; Yan et al., 2005).

ApOds trés décadas de pesquisa na drea do autismo, um dos resultados mais marcantes é a
descoberta dos CNV, que sdao uma das fontes de variacdo estrutural, podem aparecer de novo ou ser
herdados e tém vindo a emergir como importantes causas das PEA. Estes podem funcionar como
variantes raras que modulam o risco para esta doenga ou como potenciais novos sindromes que se

encontram associados as PEA (Jacquemont et al., 2006; Sebat et al., 2004; Sebat et al., 2007).

2.3 Autism Genome Project

Em cada um destes tipos de estudos é importante a existéncia de projetos de colaboracao a
nivel internacional, visto que permitem que as amostras analisadas tenham um maior tamanho, o
que é relevante para o estudo de doencas genéticas complexas, como é o caso do autismo. Um dos
exemplos destes projetos que foi desenvolvido especialmente para estudar o autismo a nivel
genético é o Autism Genome Project (AGP).

O AGP é um projeto de pesquisa da base genética das PEA, tendo surgido com os objetivos
de fazer a identificacdo dos fatores genéticos que estdo na base desta sindrome, criar o maior bio
banco genético para o autismo e fazer um rastreio gendmico em familias de criangas autistas.
Incluem-se neste consdrcio cerca de 50 centros presentes nos EUA, Europa e Canada (AGP, 2012 —

online [http://www.autismgenome.org/]).

Numa primeira fase deste projeto realizou-se um screen completo de uma amostra de mais
de 1400 familias multiplex, com o uso da plataforma Affymetrix 10K v2 SNP arrays e depois fez-se
uma analise de Linkage, que corresponde a maior alguma vez efetuada em individuos com PEA. Na
segunda fase, foram genotipadas 3000 familias simplex e multiplex, com o uso da plataforma /llumina
1M beadchip, fazendo-se depois andlises de associacdo destes dados. Além disso, efetuou-se uma
andlise e caracterizagdo dos CNV presentes nas amostras e dos dados fenotipicos obtidos, entre os
quais, ADI, ADOS, 1Q, Vinelands, medicGes corporais e tipo de familia e feita a sua relacdo com os

resultados observados a nivel genético (AGP, 2012 — online [http://www.autismgenome.org/]).
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Nos estudos realizados no ambito deste projeto identificaram-se diversas regides
cromossémicas que parecem contribuir para um risco acrescido de autismo, como é o caso da analise
de linkage e de CNV realizada por Szatmari et al. (2007), no qual foram encontradas evidéncias de
linkage nas regides 2q, 5p, 7q e 9p e permitiu identificar um novo loci de suscetibilidade para o
autismo na regido 11p12—p13. Em relacdo ao estudo do conteiudo de CNV é de denotar uma
importante delecao identificada no gene NRXN1.

O The Autism Simplex Collection (TASC) consiste num biobanco que surgiu com o objetivo de
armazenar estas amostras bioldgicas que iam sendo obtidas no ambito do projeto AGP, tendo sido
colocada neste toda a informacdo clinica e genética correspondente aos individuos afetados com PEA

e aos seus familiares.

3. Estudo de CNV no autismo

Os grandes avancos tecnoldgicos a nivel da investigacgdo molecular nas Ultimas décadas
permitiram um rdpido desenvolvimento das tecnologias de microarrays, arrays de genotipagem de
SNP (SNP genotyping arrays) e das técnicas de sequenciagdo. Isto permitiu que se fizesse uma analise
completa do genoma com uma boa resolugao, com a descoberta, entre outras coisas, dos CNV que
contribuem para cerca de 17,7% da variagcdo genética humana, sendo importante o seu estudo nas
doencas genéticas complexas como o autismo (Mefford, 2012; Stankiewicz & Lupski, 2010; Stranger
et al., 2007).

O autismo é uma doenca complexa e heterogénea, no qual sdo observados efeitos
cumulativos de diversas variantes estruturais, que podem incluir CNV, mutacdes pontuais e
rearranjos cromossdmicos em combinagcdo com fatores ambientais. Os CNV sdo uma forma de
variacdo genética nos humanos e podem ou ndo ser patogénicos. Estes sdo constituidos por um
grande numero de nucledtidos, aparecem com uma maior frequéncia do que os SNP e parecem ser
responsaveis por varios mecanismos, entre eles a evolucdo humana, diversidade genética entre
individuos e aumento da suscetibilidade para certas doencas (Cook & Scherer, 2008; Korbel et al.,

2007; Stankiewicz & Lupski, 2010).
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3.1 Caracterizagao e obtencao dos CNV

Os CNV sdo segmentos de DNA com um tamanho compreendido entre 1 kilobase (Kb) e
varios megabases (Mb) e representam um desequilibrio gendmico, que altera o balango bioldgico
normal da diploidia, num determinado locus. Estes podem ser dele¢Oes, inser¢ées ou duplicagdes e
ocorrem em cerca de 12% do DNA gendmico humano. Sabe-se que os CNV tendem a aparecer em
regides com sequéncias genéticas repetitivas como é o caso dos Low Copy Repeats (LCR), estando
estes envolvidos na sua formacgdo. Alguns CNV sdo comuns e transmitidos de geracdo, enquanto
outros aparecem de novo e de uma forma recorrente. Pensa-se que os CNV mais raros sdo os que
apresentam uma maior probabilidade de serem patogénicos (Redon et al., 2006; Stankiewicz &
Lupski, 2010).

A técnica usada com uma maior frequéncia para pesquisar CNV é o aCGH, que permite
detectar a mudanca no nimero de cépias de um determinado gene. Esta baseia-se na cohibridi¢cdo
de amostras de DNA gendmico, coradas diferencialmente, provenientes do individuo que estd a ser
testado e de um individuo de referéncia com as microarray, o que permite que seja gerado um sinal.
Os sinais de hibridagdo sdao determinados ao longo de toda o genoma dos individuos testado e de
referéncia e sdo comparados estes valores, o que fornece informagdes acerca do ndmero relativo de
copias de cada sequéncia (Figura 4) (Albertson & Pinkel, 2003; Korbel et al., 2007; NCBI, 2007 —

online [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/microarrays.html]).
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Figura 4. Diagrama representativo do processo de aCGH para detecdo de CNV (1. Hibridagdo do DNA do
individuo testado e do individuo de referéncia com a microarray; 2. Geragao do sinal de hibridagdo que permite

verificar se o CNV estd presente (adaptado de Theisen, 2008).
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O aCGH consiste numa técnica fidvel e com grande resolugao e um dos resultados esperados,
a longo termo, do seu estudo reside é o diagndstico molecular de determinadas doengas e a sua

integracdo com as terapéuticas adequadas.

3.2 Mecanismos de formagdo dos CNV

Os CNV podem ocorrer de uma forma recorrente ou ndo recorrente, consoante sejam ou nao
identificados em vdrios individuos diferentes. Geralmente, os rearranjos gendmicos que surgem de
uma forma recorrente, tém pontos de quebra organizados em clusters e resultam do mecanismo de
recombinacdo homadloga ndo alélica (Non-allelic homologous recombination, NAHR). No caso dos
rearranjos ndo recorrentes, os pontos de quebra ndo se encontram agrupados e estes podem
resultar do mecanismo de NAHR ou de outros, como o mecanismo de juncao de extremos de cadeias
ndo homdlogas (Non-Homologous End Joining, NHEJ) e a Fork Stalling and Template Switching

(FoSTeS) (Lee et al., 2006; Shaw & Lupski, 2004; Stankiewicz & Lupski, 2002).

3.2.1 Recombinagdo homoéloga nao alélica mediada por LCR

Na maioria das doengas gendmicas conhecidas provocadas por duplicacdes ou dele¢es de
segmentos de DNA, as regides duplicadas e deletadas sdao originadas pelo mecanismo de NAHR que
ocorre entre os LCR, durante a meiose.

Os LCR sdo estruturas com 97% a 98 % de homologia e um tamanho superior a 10 kb, que
atuam como substratos de recombinacdo, provocando alteracdes na cadeia de DNA mediado por
eles, o que pode resultar em dele¢des ou duplicacdes (Shaw & Lupski, 2004; Gu et al., 2008). Estes
podem conter entre um a varios genes, pseudogenes, fragmentos genéticos, sequencias retrovirais
ou regides regulatdrias e sdo tanto mais suscetiveis a rearranjos gendmicos quanto maior for o seu
tamanho e percentagem de similaridade (Lee & Lupski, 2006).

No mecanismo de NAHR ocorre recombinacdo entre LCR, devido ao seu alinhamento em
posicdes ndo alélicas, o que leva ao aparecimento de dele¢des, duplicacbes e inversdes. Esta
recombinacgdo ocorre devido aos LCR terem elevada homologia entre si e pode acontecer entre LCR
diretos (Figura 5a), o que origina as duplicacdes e dele¢des do material genético ou entre LCR

invertidos (Figura 5b), o que resulta na inversao da sequéncia (Gu et al., 2008; Lupski, 2004).
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Figura 5. Esquema do mecanismo de NAHR entre os LCR o que resulta nos CNV. a) NAHR entre LCR diretos
(origina duplicagGes ou delegdes); b) NAHR entre LCR invertidos (d4d origem a inversdes) (adaptada de Lee &

Lupsky, 2006).

3.2.2 Ligacao de cadeias ndao homadlogas devido a Double Strand Breaks

O mecanismo de NHEJ é o mais usado para a reparac¢do dos Double Strand Breaks (DSB) e, ao
contrario do NAHR, ndo é necessario que haja qualquer tipo de homologia das cadeias de DNA. Os
DSB podem aparecer espontaneamente durante a o processo de replicacdo ou ser induzidos por
radiacdo ionizante ou certos quimicos. Durante o NHEJ, hd uma ligacdo entre os extremos das
cadeias nucleotidicas onde ocorrem os DSB, o que conduz ao aparecimento de dele¢Ges (Figura 6)

(Hefferina & Tomkinson, 2005; Pastwa & Btasiak, 2003).

1. Aparecimento do DSB 2. Ligagdo entre os extremos das cadeias de DNA
N
—_—
LY
4. Cadeia reparada com parte da sequéncia delectada 3. Alinhamento mediado por uma microhomologia
— | |

Figura 6. Mecanismo reparagdo de DSB por NEHJ (qunado ocorre uma quebra na cadeia de DNA, os extremos
das cadeias podem voltar a alinhar-se, com base numa microhomologia, o que provoca a delegdo de parte da

sequéncia) (adaptado de Hefferina & Tomkinson, 2005).

Para fazer a reparagdo dos DSB, sdo necessarias proteinas especificas, que tornem possivel
uma nova ligacdo entre as cadeias que foram quebradas. Sendo assim, ocorre uma justaposicao dos
extremos da cadeia onde ocorreu a quebra, o que permite o seu alinhamento com base em
sequéncias semelhantes, a que se da o nome de microhomologias. Participam ainda neste processo
nucleases e polimerases. Uma das consequéncias deste mecanismo é o aparecimento de gaps na
sequéncia, devido ao alinhamento nao ser feito exatamente no mesmo local (Hefferina & Tomkinson,

2005).
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3.2.3 Rearranjos gendmicos que ocorrem durante a replicagao

O FosTEs é outro dos mecanismos que provoca o aparecimento de rearranjos gendmicos nao
recorrentes, especialmente dele¢des, devido a ligagdo da cadeia transcrita noutro garfo de replicacdo
diferente, mediada pela presenca de microhomologias, sendo continuando o processo de replicagao
num local diferente. Sendo assim, durante a replicagdo do DNA, o garfo de replicacdo para a sua acdo
numa determinada posi¢cdo (normalmente em sitios instaveis e préximos de LCR, o que faz com que a
cadeia que esta a ser replicada se desligue da original e se ligue noutra posi¢do, através de uma
microhomologia. Neste novo local, outro garfo de replicagdo reinicia a sintese de DNA. Este processo
pode ocorrer mais do que uma vez durante o replicagdo, mas os garfos de replicacdo tém que estar
relativamente préximos fisicamente (Figura 7) (Gu et al., 2008; Lee et al., 2007).

1. Cadeia que estd a ser replicada desliga-se da 2. Reinicio da sintese de DNA no novo
cadeia original e liga-se a outro garfo de replicacdao local
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4. No final, a cadeia liga-se ao garfo de replicagdo 3. A cadeia pode desligar-se e ligar-se a um terceiro
original, onde se inicia novamente a sintese de DNA garfo de replicagdo, onde se reinicia a replicagdo
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Figura 7. Rearranjos genémicos que ocorrem durante a replicagdo (primeiro garfo de replicagdo: cadeia molde

é azul e a que esta a ser replicada é vermelha; segundo garfo de replicagdo: cadeia molde é roxa e a que esta a
ser replicada é verde; terceiro garfo de replicagdo: cadeia molde é cinzenta e a que esta a ser replicada é preta)

(adaptado de Gu et al., 2008).

Caso este mecanismo provoque a mudanca da cadeia para um garfo de replicagdo presente
num local proximal da cadeia, é originada uma delegdo e se a cadeia se ligar a um garfo de replicagao
localizado distalmente na cadeia, sdo originadas duplicagdes, pois sdo replicadas cadeias de DNA que
ja tinham sido replicadas. Este mecanismo pode ainda dar origem a inversGes, consoante o sentido

com que o garfo de replicacdo reinicia a replicacdo (Lee et al., 2007; Gu et al. 2008).
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3.3 Mecanismos de agao dos CNV

Apesar das variantes estruturais poderem ser benignas, podem também ter influéncias no
fendtipo, pois podem aumentar a predisposicdo ou ser causadores de uma determinada doenga,
guando envolvem genes candidatos para certas patologias. Os CNV podem ser causadores de doenca
através de diversos mecanismos, como a modificagdo do numero de cépias de um determinado
gene, através de inser¢Ges ou dele¢des, a redugdo ou eliminagdo da expressdo dum gene, por
sobreposicdo desse mesmo gene ou por interagdo com elementos regulatdrios, fazendo com que
haja subexpressdo ou sobreexpressao genética (Feuk et al., 2006).

Os CNV ocorrem em sequéncias genéticas com um ou varios genes e podem afetar a regido
codificante ou nao codificante de um gene, o que se manifesta como uma alteracdo da sua dosagem
e pode ou ndo ter uma influéncia no fendtipo. Além disso, os CNV podem também afetar elementos
regulatdrios importantes, o que pode alterar a expressdo genética. No caso das doengas complexas,
como estas sdo influenciadas por varios CNV, é provavel que ocorram estes mecanismos de
disrup¢cdo em conjunto e que todos contribuam para certas caracteristicas fenotipicas do autismo,
pois provocam a disrupgao de varias regides cromossdmicas (Figura 8) (Feuk et al., 2006; Freeman et

al., 2006; Toro et al., 2010).
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Figura 8. Influéncia dos CNV no fendtipo das PEA. Os CNV atuam em alelos de suscetibilidade, sobre uma

combinagdo de varios fatores genéticos (adaptado de Feuk L et al., 2006).

3.4 Influéncia dos CNV na etiologia das PEA

Existem varios estudos que indicam a influéncia deste tipo de variantes estruturais no
fendtipo das PEA, como o de Sebat et al. (2007), no qual foram identificados CNV que apareram de
novo em 3% das criangas autistas em familias multiplex e em 10% em familias simplex. Podem conter
entre um Unico gene a regiées cromossdmicas com varios genes, correspondendo 70% a delecGes e
30% a duplicagBes. Nos varios estudos de pesquisa de CNV no autismo, foram identificados varios

CNV que aumentam a susceptibilidade para esta doenca, apesar de alguns dos resultados ainda nao
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terem sido replicados. Como se pode observar na figura seguinte, existe uma maior frequéncia de

CNV nos cromossomas 5,9, 12, 15 e 17 (Figura 9).
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Figura 9. CNV relacionados com o autismo presentes em todos os cromossomas do genoma humano (as barras
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verdes representam os locais onde est3o presentes CNV) (Adaptado de SFARI, 2012 — online [https://gene.sfari.

org/autdb/CNVHome.do]).

Em varios estudos de CNV em individuos autistas, concluiu-se que a proporg¢do de CNV de
novo é maior em familias simplex (7% a 10%) do que em multiplex (2% a 3%), sendo nos controlos
cerca de 1%. Além disso, varios individuos com autismo tém ainda CNV de novo ou herdados em
varios loci relacionados com doencgas gendmicas conhecidas ou outros genes relacionados com
outras patologias, como a deficiéncia mental (Cook & Scherer, 2008). Num outro estudo realizado
por Jacquemont et al. (2006) em casos de autismo sindrémico, concluiu-se que 27% das families com
PEA tinham varios CNV de novo.

Foram ja identificadas varias variantes estruturais gendmicas relacionadas com o autismo,
como delec¢des raras dos genes SHANK3, NLGN4X, PCDH10 e NHES9. Uma das regides mais comuns
identificada em vérios estudos de autismo é uma microdelecdo/microduplicacdo da banda 16p11.2,
estando este CNV também relacionado com dismorfologias e deficiéncia mental. Outros CNV
encontrados em casos de autismo, associados a fungdo sindptica e neurotransmissao, incluem genes
candidatos como NRXN1, CNTN4, PARK2, GRIN2A, NCAMZ2, GRM8 e RCAN1 (Cook & Scherer, 2008;
Gai et al., 2011; Kumar et al., 2008).

3.4.1 Disrupg¢ao do mecanismo sinaptico e de certos neurotransmissores

Acualmente, pensa-se que alteragdes no mecanismo sinaptico pode levar ao fendtipo de
PEA, devido a varias razdes, como o overlap que se observa a nivel fenotipico entre o autismo, as
sindromes do X fragil e de Rett (Zoghbi, 2003), visto que estes sindromes sdo provocados por

mutacdes em repressores dos mecanismos de translacdao, no gene FMR1, no caso da sindrome do X
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fragil e de transcricdo, no gene MEPC2, no caso da sindrome de Rett. Isto pode fazer com que haja
uma sintese proteica aberrante, o que pode ter alguma influéncia no autismo se esta regulagido
negativa da sintese proteica ocorrer nos neurdnios e afetar certas proteinas que possam ter alguma
influencia nas sinapses (Kelleher & Bear, 2008).

Existem dois tipos de sinapses, as elétricas, que consistem em jun¢des GAP, permitindo a
transferencia direta de corrente ionica entre os neuronios, através de conexinas e as quimicas,cujo
mecanismo é mediado por neurotransmissores e que compreendem a maioria das sinapses no SNC e

sobre as quais ha mais evidéncias de que possam estar afetadas no autismo (Figura 10) (Bear et al.,

2007).
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Figura 10. Tipos de sinapses do SNC a) Sinapse elétrica (os ides sdo transportados do neurénio pré-sinaptico
para o pds-sindptico, através de jungdes GAP; b) Sinapse quimica (os neurotransmissores passam por canais

idnicos, do neurdnio pré-sinaptico para o pds-sinaptico) (adaptado de Purves et al., 2007).

Nas sinapses quimicas, as quais ocorrem em maior nimero no SNC, entre as membranas pré
e pos-sindpticas, existe uma matriz constituida por proteinas de adesdo, que permitem que estas
membranas estejam ligadas enre si. Durante o mecanismo de neurotransmissao, sao libertados
neurotransmissores, como o GABA ou glutamato, dos canais de calcio, que permitem que haja uma
comunicagdo entre os neuronios pré e pds sinapticos, pois ativam as proteinas recetoras presentes
na célula pds-sinaptica. Estes neurotransmissores afetam o neurdnio pds-sinaptico pela sua ligacdo a
recetores especificos ai presentes, os quais podem ser transmitidos a outros canais iénicos, como os
canais iénicos dependentes de neurotransmissores ou os recetores acoplados a proteina G (Bear et
al., 2007).

Qualquer tipo destes elementos que participam no mecanismo sinaptico podem ser afetados
por mutagdes, estando a disrupcao de alguns deles implicada em casos de autismo. A partir da
andlise dos resultados de varios estudos genéticos das PEA, conclui-se que sdo importantes os CNV
qgue provocam a disrupgdo de genes que codificam proteinas envolvidas em varios pathways. Estes

genes podem ser importantes na etiologia do autismo, como aqueles que influenciam as interacg¢des
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neuronais e 0 mecanismo sinaptico e que incluem genes como o NRXN, NLNG, CNTN3/4, CNTNAP2 e
SHANK3, os que estdo relacionados com a migracdo e crescimento neuronal, relacionados com os
genes LAMBI1, EN2 ou com os receptores da tirosina cinase e os que englobam genes que regulam ou
participam no mecanismo de neurotransmissdo, como os receptores do glumato e dos GABA (Freitag

et al., 2010).
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Il. OBJECTIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi a identificacdo de genes ou regides de susceptibilidade

para o autismo, com base no estudo de CNV.

1.

Validagdo dos CNV identificados no rastreio gendmico efetuado pelo AGP, como variantes
raras e potencialmente patogénicas.

Identificacdo rigorosa dos pontos de quebra dos CNV.

Analise dos genes candidatos presentes e estabelecimento de uma relagdo entre o fendtipo
clinico das criangas e os genes duplicados ou deletados.

Andlise do padrdo de transmissdao dos CNV, nas familias em que estes eram herdados e
correlagdo com os tragos autistas nos familiares.

Identificacdo de CNV patogénicos

Estudo dos potenciais mecanismos que poderdo estar na base do fendtipo de autismo, com

base nos genes presentes nos CNV.
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lIl. MATERIAL E METODOS

1. Colheita de amostras e caracterizagao clinica dos pacientes

A escolha dos CNV foi realizada numa amostra populacional portuguesa inicial com 342
individuos, provenientes de Portugal Continental e Acores, sendo a maioria caucasianos. Estas
amostras encontram-se sediadas no repositério portugués do autismo, no Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge, estando organizadas em trios, constituidos pela crianca com o fenétipo
de uma das PEA e os seus pais. No rastreio populacional da duplicagdo na zona 9q21.13, foram
usadas as amostras de casos de autismo, que nado foram incluidas no GWAS realizado pelo AGP e
populagdes controlo provenientes de varios pontos do pais.

Os dados clinicos e amostras sanguineas dos pacientes foram obtidos no decorrer de uma
consulta realizada pela D™ Guiomar Oliveira no Hospital Pedidtrico de Coimbra, mediante obtenc3o
de consentimento informado. Estes dados foram, posteriormente, enviados para o departamento de
Promocgdo da Saude e Doencgas Crdnicas, sediado no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA), onde foi realizado o restante trabalho laboratorial e de investigac¢ao.

A colheita de sangue realizada no decorrer da consulta é feita em dois tipos diferentes de
tubos, que sdo posteriormente enviados para o INSA. Sdo usados tubos CPT (Cell Preparation Tubes),
a partir dos quais é feito o isolamento de células e respectiva contagem (protocolo 1), para posterior
extraccdo de RNA (protocolo 2) e tubos EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid Tubes), de onde é
feita a extraccdo de DNA (protocolo 3), sendo depois feita a sua quantificagdo, com recurso ao
equipamento Nanodrop (Thermo Scientific).

Depois, foi feita uma caracterizagao clinica do paciente com o uso de diversas ferramentas de
diagndstico, para avaliar o tipo de PEA que a crianca tem, as quais serdo descritas

pormenorizadamente mais a frente.

2. Selecgao dos CNV potencialmente significativos a nivel etiologico

Numa fase inicial do trabalho, realizou-se uma selec¢dao dos CNV raros e potencialmente
patogénicos, para que fosse feita posteriormente a sua caracterizagdo molecular e o
estabelecimento de correlagées com os dados clinicos nos individuos com PEA.

Recorreu-se a plataforma /llumina 1M para a genotipagem dos individuos portugueses, na
qual foram usados mais de um milhdao de SNP, estando alguns deles localizados em regides onde

estdo presentes CNV, o que faz com que aparecam com um sinal alterado, permitindo a identificacao
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de delegbes e duplicagdes. Com recurso aos softwares iPattern (IP), QuantiSNP (QSNP) e PennCNV
(PCNV), foram gerados algoritomos, que permitiram fazer a detec¢do destes CNV a partir dos arrays
de genotipagem de SNP.

As informacGes acerca dos CNV estudados obtiveram-se com recurso a base de dados do
AGP CNV Database. Nesta base de dados, fazem parte da popula¢do portuguesa 342 familias simplex
e multiplex com autismo e nela estdo agrupados varios dados relativos aos CNV, como a sua
frequéncia e taxas de recorréncia em todo o grupo de criangas com autismo, o seu overlap com as
bases de dados de controlos, o seu tamanho e conteddo genético e a sua fiabilidade, tendo sido
escolhidos para este estudo apenas os CNV que foram gerados por dois ou mais algoritomos.

O primeiro critério usado para a inclusdo de certos CNV foi a sua percentagem de overlap
com as bases de dados de controlos, a qual teve que ser inferior a 50%, para que os CNV fossem
escolhidos para caracterizagdo molecular. As bases de dados de controlo usadas foram a SAGE_1M, a
HM_1M, a OHI, a PopGen e a CHOP, sendo estas consituidas por individuos saudaveis.

O tamanho dos CNV foi também considerado importante, sendo dada mais importancia aos
CNV com um maior tamanho, pois contem um maior nimero de genes, apresentando uma maior
probabilidade de ter genes de susceptibilidade, que possam levar a um risco acrescido de autismo.
Foram ainda estudados dois CNV de menor tamanho, que foram considerados importantes devido ao
conteldo génico.

Outro dos critérios de escolha relevante foi o conteddo génico dos CNV, seleccionando-se
aqueles com genes com fungBes importantes no sistema nervoso central e/ou que ja foram
previamente implicados no autismo ou outras perturbacdes do neurodesenvolvimento. Para obter
todas estas informacOes recorreu-se a varios browsers informaticos, como o OMIM (online -

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/]), o Genecards (online - [http://www.genecards.org/]) e o

GeneSfari (online - [https://gene.sfari.org/autdb/Welcome.do]).

3. Controlo de qualidade das amostras de DNA e dos primers

Antes de se iniciar o trabalho laboratorial, fez-se um controlo de qualidade das amostras de
ADN, sendo feita a quantificacdo das solugGes stock, além de se verificar se verificar se havia algum
tipo de contaminag¢do das amostras. Com recurso ao equipamento Nanodrop 2000, foram obtidos os
valores de quantificacdo das amostras e da razdo 260/280, que permite verificar se as amostras estdo
contaminadas. Esta razdo baseia-se em medidas de absorvancia nos comprimentos de onda de 260
nm e 280 nm e é usada para verificar qual a pureza das amostras. Normalmente, uma razao préoxima

de 1,8 significa que a amostra de DNA que esta a ser testada é relativamente pura e se esta razao for
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inferior a este valor, pode indicar a presenca de proteinas, fendis ou outros contaminantes
(Nanodrop, 2007).

As amostras foram ainda submetidas a electroforese em gel de agarose (1%), durante 30
minutos, para verificar a qualidade do DNA e assegurar que este nao se encontrava degradado,
sendo os resultados observados com recurso a radiacdo ultravioleta. Depois, foi feita a diluicdo das
solucGes stock de DNA para as solucGes de trabalho usadas em laboratério, cuja concentracdo deve
ser de 25 ng/pl, usando-se como solvente dgua bidestilada ou TE (Tris-EDTA).

No que diz respeito aos primers, estes foram desenhados de acordo com parametros
especificos, entre os quais, o nimero de bases que contém (20 a 30 pb), a temperatura de melting
(582C a 602C) que deve ser relativamente proxima entre o par de primers e o contelddo de guanianas

e citosinas (40% a 60%).

4. Descrigao geral da técnica de PCR

Recorreu-se ao browser genomico da USCS (University of California Santa Cruz) (online -

[http://genome.ucsc.edu]), onde estd a base de dados do genoma humano NCBI36/hg18, a partir da

qual foram obtidas, com recurso a ferramenta DNA, as sequéncias genéticas necessdrias para
desenhar os primers usados para a validacdao dos CNV e sequencia¢do dos ponto de quebras. Depois
realizou-se uma caracterizagdo molecular dos CNV raros, na qual foi feita a sua validagdo nos
individuos com PEA e nos pais pela técnica de PCR quantitativo em tempo real (gPCR) e a
sequenciacdo dos ponto de quebras de cada um, através da técnica de PCR, com recurso a primers
especificos, para amplificacdo e sequenciacdo do DNA, procedimentos que estdo descritos nos
capitulos seguintes.

No decorrer da reacdao de PCR, em geral ocorre uma desnaturacdo inicial do DNA, a
942C/95°C, que provoca a separacdo das cadeias DNA, seguida de um processo ciclico, constituido
por um numero varidvel de repeti¢cdes, consoante o tipo de PCR e de uma extensdo final a 682C-
72°C. Durante o processo ciclico, primeiro existe uma nova desnaturacdo das cadeias a 942C/959C,
seguida do annealing dos primers, cuja temperatura depende da temperatura de melting dos
primers. Em relacdo ao tempo de extensdo, este é tanto maior quanto maior for o tamanho da

sequéncia que se pretende amplificar (Figura 11).
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Figura 11. Principios da reacdo de PCR. 1. Desnaturagdo das cadeias de DNA para provocar a sua separagao; 2.

Annealing dos primers nas cadeias genéticas; 3. Extensao das cadeias de DNA.

5. Validagao dos CNV

Os CNV foram submetidos a um processo de validagdo, para verificar se de facto as delec¢bes
e as duplicagGes estavam presentes e confirmar a sua heritabilidade. Nesta fase usou-se a técnica de
PCR quantitativo em tempo real (Quantitive Real Time PCR, qPCR), com recurso ao equipamento
Light Cycler® 480 (Roche), o qual permite fazer uma detec¢do quantitativa das sequéncias de acidos
nucleicos. O procedimento seguido em laboratdrio para validar os CNV encontra-se representado na

figura seguinte (Figura 12).
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Figura 12. Procedimento seguido em laboratério para validagdo dos CNV. 1. Desenho dos primers com as
respectivas sondas no browser probe finder; 2. Preparacao placa com as amostras de DNA e a mix; 3.
Amplificacdo e quantificacdo absoluta dos fragmentos de DNA pela técnica de qPCR no LightCycler; 4. Analise

dos resultados com recurso ao software QBase.
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5.1 Desenho dos primers no browser Probe Finder

O probe finder v.2.47 (Roche) foi um dos browsers utilizados para desenhar os primers
necessarios para a validacdo dos CNV. Desenharam-se dois ensaios para cada CNV, sendo cada um

composto por um par de primers, como se apresenta na figura seguinte (Figura 13).

a) Vv Vv
: Duplicagao ;
Par primers 1 Par primers 2
b)
(+) - - +]
: :
Par primers 1 Par primers 2

Figura 13. Esquema do desenho dos primers para validagdo dos CNV. a) Duplicagdo (< - SNP com sinal
normal; & & - SNP com sinal duplicado); b) Dele¢do (< - SNP com sinal normal; @ - SNP com sinal

delectado).

Tanto nas duplicagcdes como nas delecgdes, os ensaios desenharam-se no interior do CNV, ou
seja, dentro dos SNP com sinal alterado e cada um deles da origem a um produto de PCR com um
tamanho préximo de 100 pares de bases, que depois vai ser quantificado no equipamento Light
Cycler. Depois de serem desenhados, verificou-se se cada um destes pares de primers era especifico
para a zona do genoma que se pretendia amplificar, o que foi feito com recurso as ferramentas
BLAST e IN SILICO PCR do browser gendmico da USCS.

Na tabela seguinte estdo representadas as principais caracteristicas dos ensaios de validagao

dos CNV estudados (Tabela 3).
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Tabela 3. Primers usados para a validagdao dos CNV estudados.

Tamanho produto PCR

CNV Probando Ensaio Sonda Primers
(pares de bases)
5-ATGTGGGAGCTACAGGAGGA-3’ (F)
3p221 | L SCN3A 23 " ATCACCCTGATTGGGTGTTC-3" (R) 60
3p22.2 XIRP 14 5"-TGGAAAGTCAGGTCCTGTCAC-3’ (F) -
5’-CCCATAATGCCTTTGTTCCTC-3’ (R)
CYLC2 7 5,-TGCCCT7TACTTTACCACTGC-3 (F{ 74
9031.1 Individuo 3 5’-CCTGGAACACAATCAAATCAGA-3’ (R)
932 GRIN3A 49 5-TCACAAGGAAACAAAGGTCAAC-3’ (F) 24
5’-GCTCTATCATGGCTGAGAAGG-3’ (R)
N GRMS5 ) ,-AGGCCA'ITTCTCCTTGTGGT-B’ (F), 60
1 Individuo 4 -ATGAATGAATCTTGTGGTGACG-3’ (R)
q Individuo 5 INTREG 65 5’-GACAGCCAATGTGGTGACAG-3’ (F) 30
5’-TGGGTGCATATGAGCACAGT-3’ (R)
" ACCCTTGTGCTTTGCTTCTC-3’ (F)
individuo 6 ABCC 17 5’-CCTGCTGATGTCCCCACTAT-3’ (R) 66
NTNAL 43 5-GGAATTCAGGGACTGGATCA-3’ (F) 20
16p13.11 5’-TGCAATTTAAAAGCATACAGTGC-3’ (R)
16p13.12 5’-TAATTGGGCTGCAATTCGT-3’ (F)
KIAA 48 i y 86
individuo 7 5’-TCTCCTACCCAGCAGTCAGG-3’ (R)
PDXDCI ) 5’-GTCCTCCCAGGGACCTTAAA-3’ (F) 60
5-GGATCTAGTCCAGGGATTTTCC-3’ (R)
5-TACACAATGGCCCTCCAGAT-3’ (F)
20p13 Individuo 8 T6M3 14 5’-GCCAGGGGTTAAAAAGCAGT-3’ (R) 85
INF343 ) 5’-CATAAGCCCAGGAAGATCTGAA-3’ (F) 31

5’-CACTTGTTCCTCCTGCCTTC-3’ (R)

5.2 PCR quantitativo em tempo real

No mecanismo do qPCR acumulam-se produtos de PCR que sdo quantificados em tempo real,

0 que resulta numa curva de amplificacdo sigmoidal. Este tipo de PCR foi escolhido devido as suas

diversas vantagens, a saber, baixo custo, rapido desenvolvimento do ensaio e elevada sensibilidade.

Para medir a acumulagao dos produtos de PCR usam-se sondas de hibridacao indicadas para cada par

de primers, as quais sado fluorescentes, uma na zona 3’ (Oligo 1) e a outra na zona 5’ (Oligo 2). No

decorrer do processo de amplificacdo, os primers hibridam na sequéncia devida, aproximando os

fluoréforos entre si, o que provoca uma emissdo de energia e permite que seja detectado e

quantificado o produto obtido (Figura 14) (D’haene et al., 2010; Vanguilder et al., 2008).
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Figura 14. Mecanismo de medi¢do da acumulagdo dos produtos de PCR durante o gPCR. (1. Sonda oligo 1, com
um fluoréforo dador na regido 3’ (Fp); 2. Sonda oligo 2, com um fluoréforo aceitador na regido 5°(Fa); 3.

Produto amplificado) (adaptado de Sigma-Aldrich, 2012 - online [http://www.sigmaaldrich.com/life-

science/custom-oligos/dna-probes/product-lines/fluorescent-probes/lightcycler-probesl.html]).

No laboratério, pipetaram-se as amostras de DNA em triplicado dos trés membros da familia
para placas 384, tendo estas que apresentar a concentracdo de 25 ng/ul. As amostras sdo pipetadas
trés vezes para que haja replicados e se possa ver qual a fiabilidade do método e dos resultados
obtidos. Sdo também pipetados trés controlos em triplicado, para comparar estes resultados com a
quantificacdo das amostras de DNA da familia que se pretende validar. Os controlos consistem em
individuos que nao possuem delec¢des nem duplicagdes na zona dos CNV que estdo a ser validados.
Depois, é preparada uma mix, com reagentes provenientes do kit da Roche LightCycler 480 Probes
Master, segundo proporcdes previamente definidas. Esta mix é adicionada a amostra de DNA e a
placa, depois de centrifugada, é colocada no LightCycler 480, seguindo-se um protocolo definido para
amplificacdo e quantificacdo das amostras de DNA. As caracteristicas da mix e do programa de PCR

usados estdo representadas nas tabelas seguintes (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Mix usada para as validagGes dos CNV por gPCR adicionada a cada uma das amostras.

Mix Quantidades

Par de primers 1 0,4

Par de primers 2 0,4

Sonda UPL 0,1
MasterMix 5

H,0 2,1
Volume mix 8
DNA 2
Volume total 10

Tabela 5. Protocolo usado para a quantificagdo absoluta do DNA.

Etapa Temperatura (2C) Tempo RepetigGes
Pré-incubacdo 95 10’ 1
Desnaturacdo 95 10”

Annealing 60 30” 45
Extensdo 72 17
Arrefecimento 40 30” 1
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5.3 Analise de resultados no QBase

A analise dos resultados realiza-se com recurso ao programa Biogazelle QBase plus, sendo
estes apresentados sob a forma de um grafico, que permite concluir se as dele¢des ou duplicagGes
estdo presentes, por comparagdo com os controlos. Neste caso, a quantificagdo de uma amostra na
qual o CNV ndo estd presente é proxima da unidade e quando se verifica a presenca do CNV é

proxima de 2 para as duplicagOes e proxima de 0,5 para as delec¢Ges, ou segundo estas proporgdes.

6. Determinagao dos pontos de quebra dos CNV

Quando o CNV é validado como estando presente, o procedimento seguinte é o
mapeamento dos pontos de quebra, para uma melhor avaliagdo das delimita¢cGes das dele¢des e
duplicagcBes e para verificar se estes produzem algum tipo de desregulacdo genética. Nesta fase, foi
usado o método de PCR de longa cadeia (Long Range PCR, LR-PCR), visto que as sequéncias a
amplificar tinham um tamanho grande, na maioria dos casos superior a 5 kb. No trabalho
laboratorial, foram realizados diversos procedimentos de uma forma sequencial, como se pode

observar na figura seguinte (Figura 15).

Figura 15. Procedimentos realizados em laboratério para sequenciagdo dos pontos de quebras dos CNV. 1.
Desenho dos primers no browser primer 3; 2. Preparagdo das amostras de DNA e adi¢do da mix de
amplificagdo; 3. Amplificagdo dos fragmentos pela técnica de PCR; 4. Observagdo dos resultados da
amplificagdo em gel de agarose com recurso a radiagdo ultravioleta; 5. Purificagdo e sequenciagdo dos
produtos de PCR; 6. Analise dos fragmentos de DNA no sequenciador automatico; 7. Observagdo das

sequéncias com recurso ao software bioedit.
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6.1 Desenho dos primers no browser Primer 3

O primer 3 (Whitehead Institute, Cambridge, MA) é outro tipo de software usado para
desenhar os primers, que foram utilizados para a sequenciacdao dos pontos de quebra dos CNV. O
mecanismo é um pouco diferente do anterior e varia no caso de se tratarem de dele¢des ou
duplicagBes. No caso das duplicagBes (Figura 16a), os primers foram desenhados no interior do CNV,
sendo o primer forward desenhado antes do ultimo SNP duplicado e o primer reverse depois do
primeiro SNP duplicado. O objetivo deste design é fazer com que seja amplificada as sequéncias
proximas de cada um dos blocos da duplicacdo, para obter os pontos de quebra proximais e distais
exatos do CNV. Quando se pretende estudar os pontos de quebra das dele¢des (Figura 16b), os
primers comecam por ser desenhados no exterior do CNV, ou seja, os primers forward antes do
ultimo SNP com sinal normal e os primers reverse depois do primeiro SNP com sinal normal. Neste
caso, pretende-se que sejam amplificadas as sequéncias que mediam o CNV, o que permite que se

obtenham os pontos de quebra proximal e distal do CNV.

a)
1+ [+ ) [+ ) 1+
: Duplicacao :
Zonal Zona 2
< —) —p
R F R F
b)
[+ = @ (4]
: :
Zonal Zona 2
F R

Figura 16. Esquema do desenho dos primers para sequenciagdo dos pontos de quebra a) Duplicagdo ( < - SNP

com sinal normal; & & - SNP duplicado); b) Delegdo ( & - SNP com sinal normal; @ -snp deletado).

Em ambos os casos, quando a banda amplificada pelo par de primers inicial tinha um
tamanho muito grande e ndo permitia a obtenc¢do da sequéncia dos pontos de quebra, recorreu-se a
metodologia de primer-walking ao longo das zonas 1 e 2 até se obter os resultados pretendidos. Esta
metodologia baseia-se no desenho de varios primers ao longo das sequéncias que contém a
localizagdo possivel dos pontos de quebra, até se encontrar o local onde se inicia e termina o CNV.
Neste caso, também se verificou se os primers hibridavam no local pretendido e se eram especificos
para a zona a amplificar, o que também foi feito com recurso as ferramenta BLAST e IN SILICO PCR do

browser gendomico da USCS.



Na tabela seguinte estdo representadas as principais caracteristicas dos primers que, depois
do processo de otimizacdo dos PCR, permitiram que fossem obtidas as sequéncias dos pontos de

quebra dos CNV (Tabela 6).

Tabela 6. Primers usados para amplificacdo e sequenciagdo dos pontos de quebra dos CNV estudados.

CNV Primers Squéncias dos primers Tamanho do produto de PCR (pb)

Amplificagcdo PCR normal: 1000
ANXA1 1  5-CCGATAGCTGTGAGGCATTT-3’ (F)
9q21.13 ANXA1 4 "~ACAGTCACAACTTCCATCAGG-3’ (R)
Sequenciagao:
ANXA1_1 5’-CCGATAGCTGTGAGGCATTT-3’ (F)

Amplificacdo LR-PCR: 10000
CHR20_F1 "~AACACCACCAGACGAAGGTC-3’ (F)
20p13 CHR20_R1  5’-TCTTCACAAGTGCCATCGAG-3’(R)
Sequenciagao:
CHR20_F7  5’-CCCAGGAATTTGTGGAGAAG-3’ (F)

Amplificagdo LR-PCR: 8500
CHR9_F2 "~AACCACCTGGAGTGAGTTGG-3’ (F)
CHR9_R2 "~AACAAGCTTCCAGGCTTTCA-3’ (R)

Amplificacdo Nested PCR: 1000

9311 jrg F5  5"-GCTGAAAGAAAAGGGCTGTG-3' (F)

CHR9_R3 5-CTTTGAGGAGGCAAAAGCAC-3’ (R)
Sequenciagao:
CHR9_F5 5-GCTGAAAGAAAAGGGCTGTG-3’ (F)

6.2 Long Range PCR

Para fazer a sequenciagdao dos pontos de quebra dos CNV que foram validados, usou-se a
técnica de Long-Range PCR, que permite fazer a amplificagcdo de fragmentos com um tamanho até 15
Kb (quilobases). Para isso, utilizou-se o kit SequalPrep Long PCR kit (Invitrogen), constituido pela
enzima SequalPrep™ Long Polymerase, 5 U/ul, pelo buffer SequalPrep™ 10X Reaction Buffer, pelos
iniciadores SequalPrep™ 10X Enhancer A e B e pelo adjuvante DMSO. Foram adicionados 18 ul de
uma mix com estes componentes a 2 ul de DNA, perfazendo um volume final de 20 pl. No decorrer
da reacgdo de LR-PCR, a desnaturacdo ciclica é feita ao longo de 10 mais 25 ciclos e o tempo de
extensdo corresponde, geralmente, a um minuto por kb. As caracteristicas da mix e do programa de

PCR usados estdo descritas nas tabelas seguintes (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7. Mix usada para amplificagcao fragmentos amplificados por LR-PCR.

Reagentes Volume na reacg¢ao
Buffer 2
Enhancer A ou B 1
Primer F 0,75
Primer R 0,75
DMSO 0,4
TAQ 0,36
Agua 12,74
Mix 18
DNA 2
Total 20

Tabela 8. Programa de amplificacdo das amostras de DNA pela técnica de LR-PCR.

Etapa Dele¢do na banda 9g31.1 Duplica¢do na banda 20p13 Repeticdes
Temperatura (2C) Tempo Temperatura (2C) Tempo

Desnaturacdo inicial 94 2 94 2’ 1
Desnaturagdo ciclica 94 10” 94 10”

Annealing 542C 30” 57°C 307 10

Extensdo 68 12’ 68 10’
Desnaturacao ciclica 94 10”7 94 10”

Annealing 54°C 30” 57°C 30" 25

Extensdo 68 12’ (+20”) 68 10’ (+207)

Extensdo final 72 5’ 72 5 1

6.3 PCR normal

Esta técnica foi usada no rastreio populacional da duplicacdo na banda 9q21.13, pois o
produto de PCR obtido tinha um tamanho reduzido em casos e controlos. Os procedimentos sao
equiparados aos da técnica de LR-PCR, mas o kit usado é diferente. Recorreu-se ao kit GoTaq® Flexi
DNA Polymerase (promega), constituido pelo buffer 5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer, a solucdo de
magnésio Magnesium Chloride Solution (25 mM) e pela enzima GoTaq® DNA Polymerase (5 U/ul). Foi
adicionada uma mix de 9 ul composta por estes reagentes, DNTPs e agua a 1 ul de DNA, sendo o
volume final 10 pl. Durante a reacdo de PCR, o processo de desnaturacdo ciclica decorreu entre 25 a

30 ciclos, estando a mix e o programa de PCR usados descritos nas tabelas seguintes (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9. Mix usada para amplificagcao dos fragmentos de DNA, amplificados por PCR normal.

Reagentes Volume na reagdo

Buffer 2
DNTPs 0,75
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Magnésio 0,75
goTAQ 0,05
Agua 4,65
Mix 9
DNA 1
Total 10
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Tabela 10. Programa de amplificagdo dos fragmentos de DNA por PCR normal.

Etapa Temperatura (2C) Tempo Repeti¢Oes
Desnaturacao inicial 95 5’ 1
Desnaturacao ciclica 94 30”

Annealing 60 30” 30
Extensdo 72 iy
Extensdo final 72 5’ 1
6.4 Nested PCR

No caso dos CNV cujo processo de amplificacdo se tornou mais complicado de otimizar, foi
usada a técnica de Nested PCR, na qual as amostras sdao submetidas a duas reacdes de PCR, para que
a sequéncia amplificada esteja mais purificada. Esta técnica consiste em picar as bandas observadas
no gel de agarose, de forma que seja obtido DNA suficiente para fazer nova amplificacdo. Este &, de
seguida, misturado na mix, podendo, quando é possivel, ser usados primers diferentes dos usados no

primeiro PCR.

6.5 Observacdo dos resultados em gel de agarose

As amostras sdo corridas em gel de agarose e a estas é adicionado o corante Blue/Orange
Loading Dye, 6X (Promega) que acompanha a migracdo das moléculas de DNA durante a eletroforese
no gel de agarose. E ainda colocado no gel o ladder (Promega) que permite ver qual o tamanho dos
fragmentos, visto que este é composto por diversas bandas com tamanhos pré-definidos e cuja
migracdo acompanha a migracao dos produtos de PCR, o que permite concluir qual o seu tamanho.

A preparagao do gel de agarose consiste na diluicdo da agarose (Fermentas) num solvente
designado buffer Tris-Borate-EDTA (TBE) (Fermentas), tendo que se adicionar o agente intercalante
Syber Safe in DMSO (Invitrogen), o qual permite que as bandas se tornem visiveis quando sdo
submetidas a radiagdo ultravioleta. No decorrer do trabalho. Foram usados géis com concentragdes
compreendidas entre 0,8% e 1,5%, consoante os fragmentos que se pretendia observar tinham um
tamanho maior ou menor, respectivamente.

A tina de eletroforese utilizada foi a Sub-Cell 192 (Bio-Rad), e recorreu-se ao sistema de
alimentacdo de alta voltagem Power Pac 1000 (Bio-Rad), o qual foi regulado para uma voltagem de
80 a 100 voltes. Depois, fez-se a confirmacdo dos resultados no equipamento Safe Imager™
(Invitrogen), que é um transiluminador de luz azul que permite observar as bandas no gel de agarose,
por emissdo de radiacdo ultravioleta. Foi ainda tirada uma foto do gel, com recurso a maquina

fotografica Coolpix 100D (Nikon), para que os resultados pudessem ficar arquivados.
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6.6 Purificacdo e sequencia¢ao dos produtos de PCR

Antes de sequenciar os fragmentos, foi realizada uma purificagdo dos produtos de PCR, com
o reagente ExoSap (Fermentas), o qual consiste numa combinacdo de uma exonuclease e de uma
fosfatase alcalina e é usado para retirar os nucleétidos e primers em excesso. De uma maneira geral,
adicionaram-se 2 pul de Exosap a 6 pul de produto de PCR, perfazendo um volume final de 8 ul, sendo

esta mistura submetida ao programa de PCR descrito na tabela seguinte (Tabela 11).

Tabela 11. Programa usado para purificagdo das amostras com Exosap.

Etapa Temperatura (2C) Tempo

12 Parte 37 15’
22 Parte 80 15’

Antes da sequéncia das amostras ser lida no sequenciador automatico ABI 3130XL (Applied
Byosistems), é ainda realizado um mecanismo sequéncia¢cdo das mesmas, em que é usado apenas um
dos primers (Forward ou Reverse), agua e Big Dye Terminator v1.1 (Apllied Byosistems), que é um
conjunto de corantes altamente sensiveis, que permitem que se faca a leitura das sequéncias
(Rosenblum BB et al., 1997). As proporg¢des com que sao adicionados estes componentes ao produto

de PCR purificado e o programa de PCR usado estdo descritas nas tabelas seguintes (Tabela 12 e 13).

Tabela 12. Mix usada para sequencia¢gdo das amostras previamente purificadas.

Reagentes Volume na reagdo
Produto de PCR purificado 1
Primer 1
BigDye 1
Agua 7
Total 10

Tabela 13. Programa usado para sequenciacao das amostras, para que os resultados sejam lidos com recurso

ao sequenciador automatico.

Etapa Temperatura (2C) Tempo Repeti¢Oes
Desnaturagdo ciclica 96 10”
Annealing 582C 5” 30
Extensdo 60 4

6.6.1 Analise dos resultados no BioEdit

Os resultados foram analisados no software BioEdit, no qual sdo obtidas as sequéncias da
zona do CNV que se amplificou. Depois, recorre-se novamente ao browser informdtico da UCSC,
onde é feito um BLAST das sequéncias obtidas no genoma humano, para se verificar qual a zona

exata que foi amplificada e se nos resultados ja estdo presentes as sequéncias dos pontos de quebra.
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7. Correlagdao com o fenotipo clinico e segregacao em familias

Nesta fase do trabalho, foi analisada a base de dados do BCGENE que contem informacgdes
sobre os dados clinicos e fenotipicos das criancas com autismo, cujos CNV foram estudados
geneticamente e de alguns dos seus familiares, geralmente o pai e a mae. Depois de analisados estes
dados, foi possivel fazer uma relagdo entre eles e as caracteristicas dos CNV estudados e foi realizada
ainda uma comparacdo entre os CNV de novo e os herdados, sendo que nestes uUltimos sera feita
uma relagdo com as caracteristicas de sociabilidade e linguagem dos pais, para verificar se estes
também apresentam algum trago autista.

Para as criancas com o fendtipo autista, foram primeiro analisadas as ferramentas de
diagndstico correspondentes a Entrevista de Diagndstico de Autismo revista (Autism Diagnostic
Interview - Revised, ADI-R), que é um questionario realizado aos pais cujo principal objetivo é avaliar
as capacidades de comunicacgao e social e os comportamentos restritos, repetitivos e estereotipados
(Lord et al., 1994) e a Escala de Diagndstico de Observacdo de Autismo e Perturbacdes do Espectro
do Autismo (Autism Diagnostic Observation Schedule, ADOS), que é uma escala de avaliacdo dos
individuos que se suspeita que tenham alguma PEA e que permite avaliar a sua interacdo social,
comunicacdo e capacidade imaginativa (Lord et al., 2000).

De seguida, analisou-se os resultados dps testes de Quociente de Inteligéncia (Ql), com
recurso a escala Il de Ruth Griffiths de desenvolvimento mental (Ruth Griffiths Mental Scale I,
GRIFFITHS) ou a escala de inteligéncia de Weschler para criangcas (Wechsler Intelligence Scale for
children, WISC). Ambas permitem fazer uma avaliacdo da capacidade mental das criangas, para
verificar se elas apresentam um caso de autismo associado ou ndo a algum tipo de atraso mental.

Analisaram-se ainda os dados obtidos na analise dos resultados dos testes PSP-Q e SRS.
Ambos consistem em questionarios realizados aos pais, sendo que o BAPQ permite avaliar as
caracteristicas da sua personalidade e linguagem (Hurley et al., 2007) e o SRS baseia-se na
capacidade de interacdo social e quanto mais elevado é o seu resultado, mais severas sdo as
incapacidades sociais (Constantino et al., 2003). O resultado do teste PSP-Q considera-se significativo
quando o seu valor é superior a 3,15 e no caso do SRS, um resultado compreendido entre 60 e 80
indica incapacidades sociais médias a moderadas, sendo que um resultado superior a 80 indica que

estas incapacidades sao severas.
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IV. RESULTADOS

1. Escolha de CNV etiologicamente significativos

Todos os CNV estudados foram escolhidos de acordo com critérios especificos, que revelam o

seu interesse etioldgico para as PEA. Depois de se verificar a sua auséncia em controlos e de se

escolherem os CNV que apresentavam um maior tamanho, os quais sdo mais frequentemente

patogénicos, foi tido em consideracdo o conteludo genético dos CNV, tendo sido dado especial énfase

aos genes previamente descritos na literatura como importantes para a etiologia das PEA e na

expressdo destes genes no cérebro ou SNC. Na tabela seguinte é apresentado um resumo das

funcdes destes genes, nos quais se baseou a escolha dos CNV estudados (Tabela 14).

Tabela 14. FungOes dos genes, presentes nos CNV estudados, que tém interesse etioldgico para as PEA (lonline

- [http://www.genecards.org/]; “online - [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim]).

CNV FungGes dos genes etiologicamente interessantes
Duplicagdo SLC25A38: Participa no transporte da glicina ao longo da membrana mitocondrial (Genecards, 2012)1.
3p22.1 CX3CR1: Recetor que media fungdes adesivas e migratérias (Genecards, 2012)1.
3p22.2 WDR48: Regulador dos complexos de desubiquitinagdo (Genecards, 2012)1.
SCN10A/11A: Proteinas integrais que mediam a permeabilidade membranar (Genecards, 2012)1:
® SCN10A: Codifica um canal resistente a tetrodotoxina (Rabert et al., 1998).
e SCN11A: Media especificamente o fator neurotréfico derivado do cérebro (Brain Derived
Neurotrophic Factor, BDNF) na despolarizagdo da membrana neuronal (Blum et al., 2002).
MOBP: Participa na compactacao e estabilizacdo das folhas de mielina (Genecards, 2012)1.
Duplicagcdo ANXA1: Inibe a fosfolipase A2, participa na biossintese das prostaglandinas e leucotrienos, promove a
9921.13 fusdo membranar e esta envolvida na exocitose (Genecards, 2012)1.
Delegao SLC44A1: E um transportador de colina e estd envolvido na produgdo de mielina (Genecards, 2012)1.
9¢g31.1 SMC2: Participa na reparagdo de DNA nos mamiferos (NCBI, 2012)2.
GRIN3A: Recetor do glutamato presente no SNC (Andersson et al., 2001), sendo importante para a
transmissdo sinaptica excitatdria e plasticidade do SNC (Genecards, 2012)1.
Delegao GRMS5: Recetores metabotrépicos de glutamato, que ativam a fosfolipase C (Minakami et al., 1994) e
11q14.3 tem uma agdo geralmente excitatdria (Genecards, 2012)1.
Delegdo NDE1: Necessario para a formagdo do fuso mitdtico, duplicagdo dos centrossomas e desenvolvimento
16p13.11 do cértex cerebral e regula a produgdo de neurdnios e a plasticidade sinaptica (Genecards, 2012)1.
16p13.12 NTNA1: Util para o turnover de proteinas intracelulares do complexo dependente da ubiquitina
(Genecards, 2012)1.
Duplicagdo PDYN: Percursor de varios neuropéptidos opidides (Horikawa et al., 1983), tem um papel importante
20p13 em vdrias funcdes fisioldgicas (Genecards, 2012)".

SIRPA: Substrato dos recetores da tirosina cinase, regula o crescimento de varios tipos celulares (NCBI,
2012)2, suporta a adesdo dos neurdnios cerebrais, crescimento das neurites e aderéncia das células
gliais. E importante para a sinalizagdo intracelular durante a sinaptogénese (Genecards, 2012)1.

TGMG6: Catalisa a ligagdo de proteinas e a conjugac¢do das poliaminas as proteinas (Genecards, 2012)1.
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A duplicacdo presente no cromossoma 3 contém varios genes, que parecem ser importantes
para a etiologia do autismo, principalmente, devido a sua expressdo no sistema nervoso central e
cérebro. Analisando varios estudos de expressao realizados em modelos animais, concluiu-se que o
SLC25A38 se expressa em tecidos do sistema nervoso central (Haitina et al., 2006), o WDR48 no
cérebro (Nagase et al., 2000), o CX3CR1 no tecido neural (Raport et al.,, 1995); o SCN11A em
neurdnios sensoriais (Dib-Hajj et al., 1998), o SCN10A no SNC periférico (Rabert et al., 1998) e o
MOBP na medula espinal, mais especificamente na mielina dos oligodendrdcitos (Yamamoto et al.,
1994).

Em relacdo a delecdo presente no cromossoma 9, a sua relevancia deve-se a eliminacdo de
alguns genes importantes no SNC. Em modelos animais, observou-se a expressao do gene SLC44A1
na medula espinal e cérebro (O'Regan et al., 2000) e do gene GRIN3A nos neurdnios do SNC
(Andersson et al., 2001). Além disso, o gene SMC2 intervém em processos de reparacdo do DNA

(NCBI, 2012 — online [http://www.ncbi.nIm.nih.gov/omim]).

No caso das duas delegdes presentes no cromossoma 16, a sua escolha deveu-se ao facto das
bandas cromossémicas afetadas pelo CNV ja terem sido previamente identificadas em outros
individuos com autismo e consideradas importantes para esta patologia em estudos como o de
Ullmann et al. (2007) e Hannes et al. (2009), onde é citado que variantes gendmicas na banda
16p13.11 aumentam a predisposi¢cdo dos individuos para o autismo e atraso mental. Além disso,
também contém genes que parecem ser importantes para a etiologia das PEA, como o NDE1 que se
apresenta expresso no cérebro (Yan et al.,, 2003) e no neuroepitélio apical (Bakircioglu et al., 2011) e
o NTNAI1, que estd implicado no comportamento social, aprendizagem e memoéria (Kwon et al.,
2000).

No que diz respeito a duplicacdo presente no cromossoma 20, esta foi escolhida por conter o
gene SIRPA, que apresenta uma elevada expressao no cérebro (Yamao et al.,, 1997). Neste CNV estdo
também presentes outros genes relacionados com outras doencas que afetam as fungdes
neurolégicas, como o PDYN e TGM6, que quando se encontram mutados contribuem para o
desenvolvimento da ataxia espinocerebral, que é uma doenga neurodegenerativa progressiva, com
sintomas como ataxia, tremores, neuropatia sensorial e atraso cognitivo (Bakalkin et al.,, 2010; Wang
etal., 2010).

Apesar de apresentar um tamanho inferior as restantes, escolheu-se também a delecdo
presente no cromossoma 11, pois ja foi previamente identificada na literatura por lossifov et al.
(2012) e Kelleher et al. (2012), como contribuindo para a etiologia das PEA.

No que concerne a duplicacdo existente no cromossoma 9, um dos critérios de escolha foi a
sua presenca em varios individuos da populacdao portuguesa e também em outras populagdes, e

auséncia em controlos. Além disso, conforme ja foi citado na literatura, o gene contido nesta
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duplicacao, ANXA 1, poderia ser importante na etiologia do autismo, devido a ser expresso no SNC
(Hamre et al., 1995) e a sua principal fungdo, a inibicdo da fosfolipase A2 (Genecards, 2012 — online

[http://www.genecards.org/]).

Depois de serem tidos em conta todos os critérios de selecao dos CNV, escolheram-se sete
gue pareciam ter uma maior relevancia etioldgica para o autismo, dos quais se fez um estudo
molecular aprofundado. As principais caracteristicas dos CNV escolhidos encontram-se

representadas na tabela seguinte (Tabela 15).

Tabela 15. Informagdes acerca dos CNV escolhidos.

ID Heranga CNV Tamanho (pb) Banda Genes relevantes

Individuo1l Paterna  duplicagdo 1,090,007 3p22.1  ACVR2B, AXUD1, CCR8, CX3CR1, EXOG,
3p22.2  GORASP1, MOBP, RPSA, SLC25A38,
SCN5A, SCN10A, SCN11A, SNORAS,

SNORAG62, TTC21A, XIRP1, WDR48

Individuo2 Materna  duplicacdo 7,448 9g21.13 ANXA1

Individuo3  De novo delegdo 3,683,498 9g31.1  ABCA1, CYLC2, GRIN3A, LOC286367,
NIPSNAP3A, NIPSNAP3B, OR13C2,
OR13C3, OR13C4, OR13(C5, ORI13C8,
OR13C9, OR13D1, ORI13F1, SLC44A1,

smc2
Individuo4  Materna delegdo 156,493 11q14.3 GRM5
Individuo5  De novo delecdo 155,735 11q14.3 GRM5
Individuo 6  De novo delecdo 1,536,281 16p13.11 ABCC1, ABCC6, ABCC6P2, Cl6orf45,

Cl6orf63, KIAA, MPV17L, MYH11, NDE1,
NOMO1, NOMO3, NPIP, NTANI,
PDXDC1, RRN3

Individuo 7 Materna delecdo 1,583,026 16p13.11 ABCC1, ABCC6, ABCC6P2, C(Cl6orf4s,
16p13.12 Cl6orf63, KIAA, MIR484, MIR1972,
MIR3179, MIR3180, MPV17L, MYH11,
NDE1, NOMO1, NOMO3, NPIP, NTAN1,
PDXDC1, PLA2G10, RRN3

Individuo 8 Materna  duplicacdo 739,612 20p13 PDYN, SIRPA, SNORD119, SNRPB, STK35,
TGM3, TGM6, TMC2, ZNF343

Numa analise inicial dos CNV, constata-se que a maioria pertencem a individuos do sexo
masculino, como seria de esperar, visto que o autismo é muito mais frequente em rapazes. Além
disso, apresentam um tamanho superior a 1 Mb e sao herdados de um dos progenitores. Todos
contém genes, trés deles correspondem a duplica¢des, presentes nas bandas 3p22.1-22.2, 9g21.13 e

20p13 e cinco a dele¢des, uma na banda 9g31.1, duas na 11q14.3 e duas na 16p13.11-13.12.
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2. Controlo de qualidade das amostras de DNA

Antes de se iniciar o estudo dos CNV a nivel genético, efetuou-se um controlo de qualidade
das amostras que iriam ser usadas. Neste ambito, foi feita a quantificacdo das solugdes stock das
amostras e verificou-se se havia algum tipo de contaminagado das mesmas através da analise da razdo
260/280 (Tabela Suplementar 5) e da observacdo das amostras em gel de agarose (Figura
Suplementar 2).

Em todas as amostras esta razdo encontra-se préxima dos valores normais, entre 1,7 e 2, o
que significa que nenhuma delas esta contaminada. Verificou-se este resultado com a andlise do gel
de agarose, que também ndo revelou qualquer tipo de contaminac¢do das amostras, visto ndo se

observar nenhum tipo de arrastamento de DNA.

Depois desta primeira fase, iniciou-se o estudo genético dos CNV, tendo sido feita primeiro a
sua validacdo, seguida da sequenciacdo dos pontos de quebra, apenas nos individuos em que o CNV
foi validado. Os pontos de quebra consistem nas barreiras fisicas das dele¢des ou duplicaces e o seu
estudo é importante, visto que as suas sequéncias sao cruciais para associar o genétipo dos pacientes

ao fenétipo de autismo (Korbel et al., 2007).

3. Duplica¢do na banda 3p22.1/22.2

3.1 Validagao do CNV

No que diz respeito a duplicacdo presente no cromossoma 3, para a sua validacao recorreu-
se, mais uma vez, ao gPCR como método de validacdo. Foram desenhados dois ensaios nos genes
SCN5A e XIRP, no interior da duplicacdo e no caso do ensaio desenhado no gene SCN5A, é
amplificado um produto de PCR com um tamanho de 60 pb e para o X/IRP1 o tamanho do produto de

PCR corresponde a 65 pb. Os ensaios controlo estdao nos genes NRXN1, PARK2 e SLC24A3 (Figura 17).
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Validacdo da duplicagao na banda 3p22.1_22.2 na familial
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Figura 17. Método de valida¢do da duplicacdo na banda 3p22.1_22.2 na familia 1 (Individuo 1 — crianga;

Individuo 1_1 — m3e; Individuo 1_2 — pai).

Em ambos os ensaios de validagdo, obtiveram-se quantificacdes de valor duplicado para o
individuo 1 e para o seu pai (individuo 1_2), confirmando-se a heritabilidade desta duplicagdo.
Apesar disso, o controlo NRXN1 apresenta um valor de quantificagdo mais reduzido que o normal,
em ambos os individuos nos quais a duplicagdo esta presente, mas isso ndo parece interferir no resto
do ensaio. No que diz respeito a mae da crianca (individuo 1_1), os ensaios testados e os ensaios
controlo apresentam todos valores proximos da unidade, exceto o ensaio desenhado no gene XIRP,
cujo valor de quantificacdo parece estar um pouco aumentado. Os ensaios controlo apresentam
valores préximos da unidade para todos os genes estudados, exceto o gene XIRP1, que esta um

pouco aumentado em dois dos controlos (controlos 2 e 3).

3.2 Mapeamento dos pontos de quebra

Nesta fase do trabalho, o objetivo foi obter a sequéncia exata dos pontos de quebra do CNV
e para isso foram desenhados varios primers forward ao longo do ponto de quebra distal e varios
primers reverse, ao longo do ponto de quebra proximal, para que fosse obtida a sequéncia exata do
ponto de quebra do CNV.

Mas, neste caso, ndo foi possivel fazer o mapeamento dos pontos de quebra, devido a ndo se
conseguir optimizar alguns PCR. Na figura seguinte estad representado o CNV, sendo indicado o
esquema de desendo dos pontos de quebra, com os locais onde foram desenhados os primers

forward e reverse e a possivel localizagao dos pontos de quebra (Figura 18).
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rs3749388 rs2268753 rs1631776 rs1768141
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Figura 18. Estratégia de mapeamento dos pontos de quebra nos individuos com dele¢gdes no cromossoma 3,
Individuo 1 (1. Possivel localizagdo do ponto de quebra proximal: chr3:38,471,305-38,475,193; 2. Possivel
localizagdo do ponto de quebra distal: chr3: 39,565,199-39,565,295); ( </ - SNP com sinal normal; & & - SNP

duplicado).

Foi ainda efectuada uma pesquisa de LCR no possivel local de ambos os pontos de quebra,
para verificar se seria por esta razao que nao era possivel fazer a optimizacdao dos PCR. Apesar disso,
ndo foram encontrados LCR em nenhuma das zonas, sendo possivel que haja outro tipo de variacdo

gendmica nesta zona cromossdmica que esta a influenciar os resultados.

3.3 Caracterizagdo clinica e transmissao do fenétipo na familia

O individuo com a duplicacdo no cromossoma 3 é do sexo masculino, tem 20 anos e é
caucasiano. Foi-lhe feito um diagndstico de autismo aos 11 anos, com a obtencdo de resultados
positivos nos testes ADIR e ADOS e este é de origem idiopatica. Apresenta uma deficiéncia mental
ligeira a moderada, com um QI de 66 e revela atrasos a nivel da linguagem, visto que sé desenvolveu
a capacidade de formar frases aos 72 meses. Além disso, apresenta atrasos a nivel do
desenvolvimento psicomotor e alteracdes num exame neuroldgico, que revela uma atrofia cerebral,
do lado direito do hipocampo. Foi-lhe receitada risperidona e ndo tem problemas visuais ou
auditivos. Ndo existem resultados dos testes PSP-Q e SRS para esta familia, ndo se podendo verificar
se 0s pais apresentavam algum tipo de incapacidade a nivel social. Em relagdo a histéria familiar, o
pai tem esquizofrenia a qual parece ser transmitida para a geracao seguinte, pois um dos irmdos do
probando também possui esta patologia. Apenas a mae tem um fendtipo normal, visto que também

o outro irmdo do probando revela o fenétipo de autismo (Tabela 16).
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Tabela 16. Informagado clinica do individuo 1.

Dados clinicos Individuo 1

Diagndstico Autismo

Idade de diagndstico 11 anos

ADIR Positivo

ADOS Autismo

Ql Deficiéncia mental ligeira a moderada (66) (Griffiths)
Etiologia Idiopatico

Atraso de linguagem

Atraso no desenvolvimento psicomotor
AlteracOes neuroldgicas

Problemas visuais ou auditivos

Outros problemas

Medicagao

PSP-Q

SRS

Histdria familiar

Apresenta atrasos na linguagem

Revela alguns atrasos a nivel do desenvolvimento psicomotor
Atrofia cerebral, a nivel do lado direito do hipocampo

Nao

Nao

Risperidona

O pai tem esquizofrenia e historial de agressdo para a mae, que
apresenta um fendtipo normal e tem dois irmdos do sexo
masculino, um com esquizofrenia e outro com autismo

Neste caso, a duplicagcdo presente nesta zona do cromossoma 3 parece contribuir para o

desenvolvimento de autismo na crianca e talvez também contribua para o fendtipo de esquizofrenia,
visto que ocorre uma transmissdao do CNV. Além disso, a crianca revela ainda deficiéncia mental e
atrasos na linguagem e desenvolvimento psicomotor, o que pode também ser influenciado pela
disrupcdo de varios genes, entre os quais o SCN11A, provocada por este CNV. Foi desenhado o
pedigree desta familia, pois o CNV foi validado na crianca e no pai, sendo necessario fazer uma

anadlise da transmissdo do fendtipo na familia, presente na figura seguinte (Figura 19).

O

Normal Duplicagdo
Individuo1_1 | Individuo 1_2

o m

N3o testado Duplicacio N3o testado

Individuo 1
Figura 19. Analise da transmissdo do fendtipo na familia 1 (cor preta: individuo com PEA; cor azul: individuo

com esquizofrenia; os restantes individuos apresentam um fenétipo normal).

Como se pode observar no pedigree, o individuo 1 tem dois irmdos, um com esquizofrenia e
o outro com autismo, o que torna importante que, em estudos futuros, se faca a analise deste CNV

em ambos, para verificar se este estd ou ndo presente e envolvido no fenétipo das criancgas.
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4. Duplicagao na banda 9q21.13

Em relagdo aos individuos que tém a regido 9921.13 duplicada, foi feita uma abordagem um
pouco diferente dos restantes CNV que foram estudados. Este CNV ja tinha sido estudado
anteriormente, tendo sido feita a sua validacdo e sequenciados os seus pontos de quebra em varios
individuos autistas, provenientes da populagao portuguesa e de outras populagdes. Devido a sua
elevada prevaléncia, foi considerado importante fazer o rastreio deste CNV em alguns individuos da
populagdo poruguesa de casos de autismo, correspondentes as amostras que ndo foram genotipadas

e numa populagdo de controlos, para verificar se a duplica¢cdo estava ou nao presente.

4.1 Rastreio populacional em casos e controlos

Nesta parte do estudo, usou-se uma subamostra da populagdo portuguesa de casos de
autismo do AGP, composta por 104 individuos e uma amostra de controlos de vdrias zonas do pais,
composta por 265 individuos. No decorrer deste rastreio, foram usados os primers ANXA1 1
(Forward) e ANXA1_4 (Reverse) e nos casos de autismo (Figura Suplementar 3), obteve-se um
resultado positivo apenas para o individuo 2, fazendo-se, de seguida, a confirmacao deste resultado
com a elaboracdo de um novo PCR nas mesmas condi¢des, em todos os individuos da familia.
Analisando os resultados, conclui-se que a duplicacdo estava realmente presente no individuo 2 e era
herdada da mée (individuo 2_1), como se pode observar na figura seguinte. No que diz respeito ao
rastreio na populagcdo de controlos (Figura Suplementar 4), foi também encontrada uma amostra
com a duplicagdo, sendo a sua frequéncia na populagdo de controlos usada, 3,8%, a qual é muito

inferior a observada na populagdo de casos de autismo (Figura 20).

a)

Ladder 1 2 3 4 5

Figura 20. Gel de agarose com o caso e controlo que tém a duplicacdo na banda 9921.13 a) Gel de agarose com
a combinacdo de primers ANXA1_1 e ANXA1_4 que revela a presenca da duplicagdo no probando (Individuo 2)
(1) e na mée (Individuo 2_1) (2), ndo se verificando a presenga da mesma no pai (individuo 2_2) (3) e controlos
positivo (4) e negativo (5); b) Gel de agarose com a combinagdo de primers ANXA1_1 e ANXAI_4 que revela a

presenca da duplicagdo no controlo (1). SGo também apresentados os controlos positivo (2) e negativo (3).
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4.2 Mapeamento dos pontos de quebra

Nas trés amostras em que se obtiveram resultados positivos para a presenca da duplicagdo
na banda 9¢21.13 (Individuo 2, individuo 2_1 e controlo), foi feita a sequenciacdo dos pontos de
quebra, na qual foram usados os mesmos primers forward e reverse que foram usados para o
rastreio desta duplicacdo em casos e controlos.

Concluiu-se que a duplicagao presente nos individuos 2, 2_1 correspondia a que ja tinha sido
estudada previamente, visto que os pontos de quebra obtidos eram os mesmos que ja tinham sido
observados anteriormente (Tabelas Suplementares 10, 11 e 12). Os resultados da sequencia¢do dos
pontos de quebra da duplicagdo do 9g21.13 foram os mesmo nos trés individuos supracitados e

podem ser observados na figura seguinte (Figura 21).

T s

ANXA1_1 ANXA1_4

Chr9: 74,978,002-74,978,017 —— Ponto de <«—— C(Chr9: 74,970,292-74,970,307
quebra

280 300 :
CTTACTTACTTTAIT CA|JG A GCTAAATGAA

Figura 21. Resultados da sequenciagdo da banda resultante PCR da combina¢do de primers ANXA1 1 e

ANXA1_4.

Concluiu-se, com recurso ao software Bioedit, que o ponto de quebra se localiza nas bases
TCA, visto que as trés pertencem as sequéncias localizadas antes e depois do CNV (Tabelas
Suplementares 5, 6 e 7). Sendo assim, o ponto de quebra proximal localiza-se na posi¢do chr9:

74,970,292 e o ponto de quebra distal na posicdo chr9: 74,978,018, nos trés individuos estudados.
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4.3 Caracterizagao clinica e transmissao do fenétipo na familia

O individuo com a duplicagdo presente na zona 9¢g21.13 é caucasiano, tendo-lhe sido
realizado um diagndstico de autismo de natureza idiopdtica. Os testes ADIR e ADOS deram ambos
um resultado positivo e o individuo apresenta um Ql normal. Tem atrasos no desenvolvimento
psicomotor e da linguagem, visto que sé comecou a dizer as primeiras frases aos 36 meses de idade.
Apesar disso, ndo apresenta alteracdes neurolégicas nem problemas visuais ou auditivos e nao lhe foi
receitado qualquer tipo de medicacdo. Além disso, revela alguma agressividade e problemas de sono.
Os seus pais e as suas duas irmds apresentam um fendtipo normal e ndo foram realizados os testes

PSP-Q e SRS, ndo se podendo concluir se os pais défices a nivel da interagdo social (Tabela 17).

Tabela 17. Informagao clinica do individuo 2.

Dados clinicos Individuo 2
Diagndstico Autismo
Idade de diagndstico

ADIR Positivo
ADOS Autismo

Ql Normal
Etiologia Idiopatico
Atraso de linguagem Sim

Atraso no desenvolvimento psicomotor  Sim
AlteracOes neuroldgicas Nao
Problemas visuais ou auditivos Nao
Medicagao Nao

PSP-Q -

SRS -

Histdria familiar Tem duas irmds com um fendtipo normal

A duplicacdo do gene ANXA1 pode neste caso contribuir para os atrasos observados a nivel
da linguagem e do desenvolvimento psicomotor, além do fendtipo de autismo. Apesar de a
duplicacdo ser herdada da mae e esta ter um fenétipo normal, foi considerado ainda importante o

desenho do pedigree, com uma analise da transmissdo do fendtipo na familia (Figura 22).

O

Duplicagao Normal
Individuo 2_1| Individuo 2_2

Duplicagao
Individuo 2
Figura 22. Andlise da transmissdo do fendtipo na familia 2 (cor preta: individuo com PEA; os restantes

N3o testado Nao testado

individuos apresentam um fenétipo normal).
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5. Delecao na banda 9g31.1

5.1 Validagao do CNV

A validacdo deste CNV fez-se com recurso ao método de qPCR, tendo sido desenhados dois
ensaios, um no gene CYLC2 e outro no gene GRINA, ambos no interior do CNV e a cerca de 1 Mb de
distancia um do outro, sendo amplificados produtos de PCR com um tamanho de 74 pb em ambos os
casos. Além disso, usaram-se trés ensaios controlo desenhados nos genes NRXN1, PARK2 e SLC24A3,
cujos valores de quantificagdo genética se encontram préximos da unidade e que, por isso, permitem

gue seja feita uma comparacdo com os resultados obtidos (Figura 23).

Validacdo da dele¢do na banda 9g31.1 na familia3

2,5
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§ B GRINZA

o B NAXNI
B PARKZ
W 5LC24A3

Individuo 3 Individuo 3_1 Individuo3_2 Controlol Controlo2 Controlo 3

Amostras
Figura 23. Método de validagdo da delegdc 9931.1 na familia 3 (Individuo 3 — crianga; Individuo 3_1 — mae;

Individuo 3_2 — pai).

Com a analise dos resultados obtidos, conclui-se que a dele¢do aparece de novo, estando
presente apenas na crianca (individuo 3). Como se pode observar, a crianca apresenta valores de
quantificacdo proximos da unidade para os genes controlo (NRXN1, PARK2 e SLC24A3), enquanto sdo
visiveis valores de quantificacdo reduzidos a metade, no caso dos genes CYLC2 e GRIN3A, o que
implica a presenca da delecdao. No que diz respeito aos pais, observa-se que nenhum deles tem a
delecdo visto ndo terem uma quantificacdo reduzida a metade de nenhum dos genes em estudo. No
caso da mae (Individuo 3_1), pode-se concluir que esta ndo possui nenhum CNV nesta zona, uma vez
que os valores de quantificacdo de todos os genes em estudo se encontram préximos da unidade. O
pai (Individuo 3_2) parece ter os genes CYLC2 e GRIN3A duplicados, pois foram obtidos valores de

quantificacdo préximos de dois para ambos.
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5.2 Mapeamento dos pontos de quebra

Nesta fase do trabalho, desenharam-se varios primers forward e reverse, para que, pelo
mecanismo de primer walking fosse localizado o ponto de quebra (Tabela Suplementar 8). Depois de
realizada a otimizacdo dos PCR e de sequenciados os produtos de PCR originados, houve alguma
dificuldade na leitura das sequéncias, por isso recorreu-se ao método de Nested PCR, para aumentar
a especificidade. No desenvolvimento deste método, o produto de PCR amplificado pelos primers
CHR9_F2 e CHR9_R2 foi usado como substrato para um novo PCR, no qual se utilizaram outras
combinac¢®es de primers localizados mais internamente, entre os quais CHR9_F3, CHR9_F4, CHR9 _F5,
CHR9_R3, CHR9 R4 e CHR9_R5 (Tabela Suplementar 8). Os resultados foram visualizados em gel de

agarose, que esta representado na figura seguinte (Figura 24).

ladder 1 2 ladder 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 24. Gel de agarose com amostras do individuo 3, cujas bandas resultam de varias combinag¢des de
primers: PCR normal com a combinacdo de primers CHR9 _F2/CHR9 R2 (1) e controlo negativo (2); Nested PCR
com as combinagdes de primers CHR9_F3/CHR9_R3 (3), CHR9_F3/CHR9_R4 (4), CHR9_F3/CHR9_R5 (5),
CHR9_F4/CHR9 R3 (6), CHR9_F4/CHR9 R4 (7), CHR9_F4/CHR9 R5 (8), CHR9_F5/CHR9 R3 (9),
CHR9_F5/CHR9_R4 (10), CHR9_F5/CHR9_R5 (11) e controlo negativo (12).

Depois de sequenciados os produtos de PCR cujas bandas estavam relativamente puras,
observaram-se as sequéncias originadas pelas bandas resultantes das combinacGes de primers
CHR9 F3/CHR9 _R3, CHR9 F4/CHR9 R3 e CHR9_F5/CHR9 R3, com recurso ao software BioEdit.
Concluiu-se que o ponto de quebra estava localizado no produto de PCR com 1,5 kb originado pelos

primers CHR9_F5 e CHR9_R3 (Figura 25).

48



_

Tannuns"

CHRI_F5 CHR9_R3

Ponto de
Chr9: 103,455,467-103,455,482 —p quebra <—— Chr9:107,145,343-107,145,358

GCGATGAACTC CTAAAGI|ITGITACTATATTTTGAA

Figura 25. Resultados da sequenciagdo da banda originada pela combinagdo de primers CHR9_F5/CHR9_R3.

Com uma andlise mais cuidada da sequéncia, pode-se concluir que o ponto de quebra se
localiza nas bases TG, visto que ambas se localizam proximal e distalmente em relagdo ao CNV,
estando o ponto de quebra proximal localizado na posi¢cdo chr9:103,455,482 e o distal na posi¢do
chr9:107,145,343. Além disso, existe ainda uma parte da sequéncia que esta repetida antes e depois
do ponto de quebra (microhomologia), sendo provavelmente esta que provocou a delecdo, pois fez

com que o processo de replicacdo se inciasse num local diferente (Tabela Suplementar 9).

5.3 Caracterizagdo clinica e relagdo com o fenétipo

Depois das analise dos dados clinicos do individuo com a dele¢cdo no cromossoma 9, conclui-
se que é do sexo masculino, tem 18 anos e é caucasiano. Aos 10 anos, foi-lhe diagnosticado sindrome
de Asperger de origem idiopatica. Nos testes ADIR e ADOS obtiveram-se resultados positivos e
segundo o teste WISC lll, concluiu-se que a crianga ndo revela deficiéncia mental (Ql de 93) nem
atrasos a nivel da linguagem e do desenvolvimento psicomotor. Ndo apresenta alteracGes
neuroldgicas, nem qualquer tipo de problemas visuais ou auditivos. Ndo apresenta histdrico familiar

relacionado com qualquer tipo de perturbagdes neuropsiquiatricas (Tabela 18).
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Tabela 18. Informagao clinica do individuo 3.

Dados clinicos Individuo 3
Diagndstico Sindrome de Asperger
Idade de diagndstico 10 anos

ADIR Positivo

ADOS Autismo

Ql Normal

Etiologia Idiopatico

Atraso de linguagem Nao

Atraso no desenvolvimento psicomotor  N&o

AlteracOes neuroldgicas Nao

Problemas visuais ou auditivos Nao

Medicacao Nao

PSP-Q -

SRS -

Historia familiar Pais e irmdo sauddveis

Pode-se concluir que este individuo ndo apresenta nenhuma caracteristica fenotipica
adicional, o que sugere que a delecdo da banda 9931.1 esteja diretamente envolvida com o fendtipo

de autismo, pois provoca a disrupgao de genes importantes no SNC, como o GRIN3A.

6. Dele¢dao na banda 11q14.3

6.1 Validagdo do CNV

A valida¢do da delecdo na banda 11g14.3 realizou-se nas familias 4 e 5, pelo método de gPCR
e foram usados os mesmos ensaios de validagdo em ambas as familias, desenhados nos genes GRM5
e numa regiao intergénica (INTREG), no interior da delecdo e apresentam produtos de PCR com um
tamanho de 60 pb para o gene GRM5 e de 80 pb para o ensaio localizado em INTREG. Foram usados
0s ensaios controlo desenhados nos genes NRXN1, PARK2 e SLC24A3 (Figuras 26 e 27).
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Validagdo da delecdo na banda 11g14.3 na familia4
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Figura 26. Validacdo da dele¢do na banda 11q14.3 na familia 4 (Individuo 4 — crianga; Individuo 4_1 — mae;

Individuo 4_2 — pai).

Validagao da delecdo na banda 11q14.3 na familia5
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Figura 27. Validagdo da dele¢do na banda 11g14.3 na familia 5 (Individuo 5 — crianga; Individuo 5_1 — m3e;

Individuo 5_2 — pai).

Depois de realizados os ensaios, conclui-se que o CNV nao foi validado nos individuos 4 nem
4 1, como se pode observar no grafico anterior, no qual ambos apresentam valores de quantificagdo
genética préximos da unidade para todos os ensaios de validagdo e controlo. O pai parece ter uma
duplicacdo na mesma zona onde se pretendia validar a dele¢do, pois a quantificagdo encontra-se

proxima de 2 em ambos os ensaios. Além disso, um dos controlos usados (controlo 1) parece néo ter
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funcionado muito bem para nenhum dos ensaios, visto que sdo observados valores muito
discrepantes.

Também no individuo 5, o CNV nao foi validado, observando-se que este individuo e a mae
(individuo 5_1) tém valores préximos da unidade para todos os ensaios estudados, mas também
neste caso, o pai parece ter uma duplicacdo na regido deste CNV. Em relagdo aos controlos, mais
uma vez o controlo 1 parece nao ter funcionado tdo bem, pois encontra-se um pouco dispar dos
outros.

Tendo em conta, que a delecdao na banda 11q14.3 nao foi validada em nenhum dos casos
estudados e apesar de estes ensaios de validacdao ndao serem os melhores, optou-se por nao se

continuar o estudo molecular deste CNV nem a caracterizagdo clinica destes pacientes.

7. Delecao na banda 16p13.11-13.12

7.1 Validagao dos CNV

No estudo dos CNV presentes no cromossoma 16, recorreu-se também ao método de gPCR,
para os validar. Uma vez que os CNV dos individuos 6 e 7 ndo eram exatamente iguais, desenharam-
se quatro ensaios diferentes, nos genes ABCC1 e NTNA1 para a familia 6 e nos genes KIAA e PDXDC1
no caso da familia 7.

Em relagdo ao individuo 6, os ensaios foram desenhados no interior do CNV a cerca de 1,5
Mb de distancia um do outro, sendo amplificados produtos de PCR com 66 pb no caso do ABCC1 e de
80 pb no NTNA1. Os ensaios controlo usados foram desenhados nos genes NRXN1, PARK2 e SLC24A3
e a sua quantificacdo apresenta valores proximos da unidade.

Para a familia 7 desenharam-se também dois ensaios, sendo obtidos produtos de PCR com
um tamanho de 86 pb para o gene KIAA e de 60 pb para o PDXDC1 e os ensaios controlo usados
dizem respeito aos genes RGS7 e GRID2A. Foi eliminado o ensaio controlo desenhado no gene PARK2

por ndo ter funcionado bem (Figuras 28 e 29).
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Validagao da dele¢do na banda 16p13.11 na familia6
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Figura 28. Validacdo da delegdo na banda 16p13.11 na familia 6 (Individuo 6 — crianga; Individuo 6_1 — mae;

Individuo 6_2 — pai).

Validagao da delecdo na banda 16p13.11_13.12 na familia7
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Figura 29. Validagdo da dele¢do na banda 16p13.11-13.12 na familia 7 (Individuo 7 — crianga; Individuo 7_1 —

mae; Individuo 7_2 — pai).

Como se pode observar, no caso da familia 6, o CNV foi validado como sendo de novo, visto
que ambos os ensaios de validacdo apresentam quantificacGes genéticas reduzidas a metade no
probando (individuo 6), em relacdo aos ensaios controlo. O pai (individuo 6_2) e a mae (Individuo
6_1) apresentam valores préximos da unidade para ambos os ensaios.

Em relacdo a familia 7, concluiu-se que a delecdo estd presente e é herdada da made, pois

foram obtidos valores de quantificagdo genética reduzidos a metade, tanto na crianga (individuo 7),
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como na mae (individuo 7_1), para ambos os ensaios de validacdo, nos genes KIAA e PDXDC1. O pai
(individuo 7_2) apresenta valores de quantificagdo préximos da unidade para todos os ensaios. Nos
ensaios controlo 2 e 3, os valores de quantificacdo de alguns genes encontram-se um pouco

reduzidos.

7.2 Mapeamento dos pontos de quebra

Para realizar o mapeamento dos pontos de quebra de ambos os CNV, desenharam-se primers
antes do primeiro SNP com sinal normal e depois do ultimo SNP com sinal normal e depois efetuou-
se a metodologia de primer walking ao longos dos ponto de quebra distal e proximal em ambos os

CNV (Figura 30).

a)

cnvi0037487r rs3956056 cnvi0016569 rs2377179
(+) @ - ()
1 16p13.11 2
— <
F R
b) .
rs12918305Cnvi0037487 rs2856571 rs2856573
(+) - (=] (+)
- 3 16p13.11_13.12 4
— -
F R

Figura 30. Estratégia de mapeamento dos pontos de quebra nos individuos com dele¢des no cromossoma 16;
a) Individuo 6 (1. Possivel localizagdo do ponto de quebra proximal: chr16:14,687,715-14,771,033; 2. Possivel
localizagdo do ponto de quebra distal chr16:16,307,313-16,312,044); b) Individuo 7 (3. Possivel localizagdo do
ponto de quebra proximal: chr16:14,679,290-14,687,715; 4. Possivel localizacdo do ponto de quebra distal:

chr16:16,270,740-16,270,997) ( & - SNP com sinal normal; @ _snp deletado).

No decorrer do processo de otimizacdao, ndo se conseguiram eliminar algumas bandas
inespecificas e, depois de efetuada nova pesquisa bibliografica, recorreu-se ao browser da USCS,
concluindo-se que em ambos os CNV existem zonas com uma alta frequéncia de LCR nas regiGes
proximas dos pontos de quebra, o que faz com que os primers desenhados nesta zona hibridem
noutros locais do genoma. Por esta razdo, optou-se por se fazer uma andlise bioinformatica de
ambos os CNV em relacdo a presenca de LCR na possivel localizagdo dos pontos de quebra.

Os LCR correspondem a regides com sequéncias repetitivas e altamente homdlogas que
aumentam a suscetibilidade para rearranjos a nivel gendémico, o que resulta nos CNV. O processo de
recombinacdo pode ocorrer entre LCR diretos, o que origina as duplicages e dele¢bes do material

genético presente ou entre LCR invertidos, o que resulta na inversdao da sequéncia genética.

54



As delegGes identificadas neste trabalho, no cromossoma 16, nos individuos 6, 7 e 7_1,
parecem ter sido causadas por estes LCR, visto que no caso do individuo 6, na possivel localizagdo do
ponto de quebra, existe uma alta frequéncia de LCR, sendo que estes também podem ser observados

junto ao ponto de quebra distal do CNV presente nos individuos 7 e 7_1 (Figuras 31 e 32).
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Figura 31. Analise da presenca de LCR (>1kb) na possivel localizagdo de ambos os pontos de quebra do CNV
16p13.11 do individuo 6. a) Ponto de quebra proximal do CNV (chr16:14,687,715-14,771,033); b) Ponto de
quebra distal do CNV (chr16:16,307,313-16,312,044) (laranja: sequéncias com 98% a 99% de similaridade;

vermelho: sequéncias com mais de 99% de similaridade).

No caso do individuo 6, conclui-se que a delecdo presente no cromossoma 16 é ladeada,
distalmente e proximalmente por LCR, os quais se vado repetindo ao longo da sequéncia do ponto de
quebra proximal e que também estdo presentes no ponto de quebra distal do CNV. Sendo assim,
concluiu-se apenas uma possivel localizacdo dos pontos de quebra, estando o proximal localizado na

posicdo chr16:14,687,715-14,771,033 e o distal na posi¢ao chr16:16,307,313-16,312,044.

16,270,750 16,270,800 16,270,850 16,270,900 16,270,950
[ [ [ [ | [
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<

Figura 32. Andlise da presenca de LCR (>1kb) na possivel localizagdo do ponto de quebra distal do CNV
16p13.11-13.12 dos individuos 7 e 7_1 (chr16:16,270,740-16,270,997) (vermelho: sequéncias com mais de 99%

de similaridade).

No que diz respeito aos individuos 7 e 7_1 apenas se observou a presenca de LCR no ponto

de quebra distal do CNV presente em ambos, mas, mesmo assim, ndo foi possivel determinar a

55



posicdo exata dos pontos de quebra. Sendo assim, o ponto de quebra proximal estad localizado na

posicdo chr16:14,679,290-14,687,715 e o distal na posi¢ao chr16:16,270,740-16,270,997.

7.3 Caracterizagdo clinica e transmissao do fenétipo na familia

Analisando os dados clinicos de ambos os individuos com dele¢des no cromossoma 16,
conclui-se que sdo ambos do sexo masculino e caucasianos, tendo o individuo 6, 17 anos e o
individuo 7, 13 anos. Fez-se um diagndstico de autismo atipico, ao individuo 6, aos 10 anos, com uma
origem idiopatica e os testes ADIR e ADOS deram resultados positivos. Este individuo apresenta uma
deficiéncia mental ligeira (Ql de 52) segundo o teste WISC Ill, mas ndo tem atrasos na linguagem nem
no desenvolvimento psicomotor. Além disso, apresenta miopia e astigmatismo e foram-lhe
receitados risperidona, norfluoxetina e catapresan, estando o primeiro indicado para o controlo dos
sintomas associados ao autismo, como agitacdo e agressividade e os restantes para o tratamento do
transtorno obsessivo-compulsivo e da hipertensdo arterial, respetivamente. O seu pai é saudavel,
mas a mae tem esgotamentos, a irma revela dificuldades de aprendizagem e tem um tio paterno
com esquizofrenia. Ao individuo 7 foi-lhe diagnosticado sindrome de Asperger de origem idiopatica
aos 8 anos de idade e ambos os testes, ADIR e ADOS, deram resultados positivos. Este ndo apresenta
deficiéncia mental, nem atrasos na linguagem ou ao nivel do desenvolvimento psicomotor e ndo tem
problemas visuais ou auditivos. Apesar de apresentar altera¢des neuroldgicas, ndo lhe foi receitada

medicagdo para o autismo e ndo tem histdria familiar neuropsiquidtrica (Tabela 19).

Tabela 19. Informacgao clinica dos individuos 6 e 7.

Dados clinicos Individuo 6 Individuo 7

Diagndstico Autismo atipico Sindrome de Asperger
Idade de diagndstico 10 anos 8 anos

ADIR Positive Positivo

ADOS Autismo Autismo

Deficiéncia mental Ligeira Normal

Etiologia Idiopatico Idiopatico

Atraso de linguagem Nao Nado

Atraso no desenvolvimento psicomotor  Nao Nado

AlteracOes neuroldgicas Nao Descoordenac¢do motora

Problemas visuais ou auditivos
Medicagao

PSP-Q

SRS

Historia familiar

Miopia e astigmatismo
Risperidona, norfluoxetina e catapresan

Mae com esgotamentos, pai saudavel,
irma com dificuldades de aprendizagem
e tio paterno com esquizofrenia.

Nado

Nao

Mae - 2,2; Pai - 2,28
Mae - 15; Pai- 43

Mae, pai e irmdo saudaveis.

Visto que a dele¢do na banda 16p13.11_13.12 presente nos individuos 6 e 7 provocam a

disrupcao de genes candidatos para as PEA, entre os quais NDE1 e NTAN1, este CNV parece estar
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associado ao fendtipo de autismo atipico, apesar de ndo ser observado um padrdo de transmissdo do
mesmo em nenhuma das familias. Além disso, também a deficiéncia mental do individuo 6 parece
estar associada a este CNV. No caso do individuo 7, que apresenta altera¢Ges a nivel neurolégico, o
CNV esta associado ao sindrome de Asperger, que apresenta um gendtipo menos acentuado que o
autismo, talvez porque a delec¢do é herdada da mae e haja um mecanismo de regula¢do que evite a
disrupcdo provocada por este CNV. De qualquer forma, fez-se uma andlise mais detalhada da
transmissdo do fendtipo na familia 7, pois a delec¢do é herdada, com a analise dos testes PSP-Q e
SRS e concluiu-se que nenhum é significativo, nem para a mde nem para o pai. Foi desenhado o

pedigree da familia 7, o qual esta representado na figura seguinte (Figura 33).

O

Delegdo Normal
Individuo7_1| Individuo 7_2

Nao testado Delecao
Individuo 7

Figura 33. Analise da transmissdo do fendtipo na familia 7 (cor preta: individuos com PEA; os restantes

individuos apresentam um fenétipo normal).

8. Duplicagao na banda 20p13

8.1 Validagdao do CNV

Na validacdo da duplicacdo presente no cromossoma 20 por qPCR, desenharam-se ensaios
nos genes TGM3 e ZNF343. No caso do ensaio do gene TGM3, é amplificado um produto de PCR com
85 pb e para o ZNF343, um produto de PCR com 81 pb. Os ensaios controlo desenharam-se nos

genes RGS7 e GRID2A, e foi eliminado o do gene PARK2, que ndo funcionou bem (Figura 34).
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Validagao da duplicagdo na banda 20p13 na familia8
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Figura 34. Validacdo da duplicagdo na banda 20p13 na familia 8 (Individuo 8 — crianga; Individuo 8_1 — mae;

Individuo 8_2 — pai).

A partir da analise do grafico anterior conclui-se que ambos os ensaios de validacao
apresentam valores de quantificagdo duplicados para os ensaios testados (TGM3 e ZNF343) no
probando (individuo 8) e na mae (individuo 8 1), o que revela a presenca da duplicacdo nestes
individuos e confirma a heritabilidade da mesma, tendo os ensaios controlo, relativos ao RGS7 e
GRID2A, valores proximos da unidade. No que diz respeito ao pai da crianga (individuo 8 2), todos os
ensaios apresentam valores préoximos da unidade, apesar do ensaio controlo desenhado no gene
GRID2A estar um pouco reduzido. Em relacdo aos controlos, este apresentam valores relativamente
proximos da unidade para os ensaios controlo, apesar da variacdo dos valores de quantificagcdo ser

um pouco mais elevada, para os ensaios do TGM3 e ZNF343.

8.2 Mapeamento dos pontos de quebra

Para obter a sequéncia exata dos pontos de quebra deste CNV, desenharam-se varios
primers forward e reverse, para que, pelo mecanismo de primer walking fossem localizados os
pontos de quebra. Neste caso, optou-se por se fazer a amplificagdo de uma banda com um maior
tamanho (10 kb), tendo-se depois feito a sequencia¢do dos produtos de PCR, com recurso a outros
primers, com uma localizagcdo relativamente préxima dos pontos de quebra. Sendo assim, foi
amplificado o mesmo produto de PCR na mae (Individuo 8_1) e na crianga (Individuo 8), com recurso
aos primers CHR20 F1 e CHR20 R1 e os resultados foram visualizados no gel de agarose,

representado na figura seguinte. Depois, sequenciou-se este produto de PCR com recurso a varios
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primers, sendo que aquele que tornou possivel a descoberta do ponto de quebra foi o primer

CHR20_F7. Os resultados estdo apresentados nas figuras seguintes (Figuras 35 e 36).

ladder 1 2 3 4

Figura 35. Gel de agarose com varias amostras da familia 8, cujas bandas resultam da combinag¢des de primers

CHR20_F1/CHR20_R1: Individuo 1 (1); Individuo 1_1 (2); Individuo 1_2 (3) e controlo negativo (4).

— i .:—
CHR20_F1 CHR20_R1

susmmns
T

Chr20: 2,501,057-2,501,072 —» | Pontode <«—— Chr20:1,750,432-1,750,447
quebra

CTGAT CCAT CTAGG CIJA|GC TCCAAGCTGTTCA

il

Figura 36. Resultados da sequencia¢do da banda originada pelo primer CHR20_F7.

Com a analise da sequéncia no software Bioedit, pode-se concluir que o ponto de quebra se
localiza na base A, visto que ambas se localizam proximal e distalmente em relacdao ao CNV, estando
o ponto de quebra proximal localizado na posicdo chr20:2,501,072 e o distal na posicao
chr20:1,750,432. Também neste caso, o alinhamento que provocou o aparecimento da duplicacdo,
parece ter sido provocado por uma microhomologia, visto que parte da sequéncia se repete antes e

depois do ponto de quebra (Tabelas Suplementares 10 e 11).
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8.3 Caracterizagao clinica e transmissao do fenétipo na familia

O individuo com a duplicagdo no cromossoma 20 é do sexo feminino, tem 13 anos e é
caucasiano. O diagndstico de autismo realizou-se aos 3 anos de idade, com resultados positivos nos
testes ADIR e ADOS, sendo o autismo de origem idiopatica. Tem uma deficiéncia mental ligeira, com
um Ql de 72 e apresenta atrasos a nivel da linguagem, tendo desenvolvido a capacidade de formar
frases aos 36 meses de idade. Revela também atrasos no desenvolvimento psicomotor, mas apenas a
partir dos trés anos de idade. Ndo apresenta alteragGes a nivel neurolégico nem problemas visuais ou
auditivos. O pai tem um fendtipo normal, mas a mae apresenta uma perturbacdo depressiva e revela
alguma incapacidade social, de acordo com o teste SRS. Tem, ainda, dois primos paternos com

autismo (Tabela 20).

Tabela 20. Informagao clinica do individuo 8.

Dados clinicos Individuo 8

Diagndstico Autismo

Idade de diagndstico 3 anos

ADIR Positivo

ADOS Autismo

Ql Deficiéncia mental ligeira (72)
Etiologia Idiopatico

Atraso de linguagem
Atraso no desenvolvimento psicomotor

AlteracOes neuroldgicas
Problemas visuais ou auditivos
Outros problemas

Medicagao

PSP-Q

SRS

Historia familiar

Apresenta atrasos na linguagem

Revelou atraso do desenvolvimento
psicomotor, a partir dos trés anos de idade
Nao

Nao

Nao

Nao

Ma3e: 75; Pai:56

A mae tem perturbacdo depressiva, mas o pai
apresenta um fendtipo normal. Ndo tem
irmdos, mas tem dois primos com autismo.

E possivel que a duplicacdo, além de contribuir para o fenétipo de PEA na crianca, possa ter
alguma influéncia na tendéncia depressiva da mde e em algumas das outras incapacidades da
crianga. Mais uma vez, é importante a elaboracdo do pedigree, com uma andlise pormenorizada da

transmissdo do fendtipo na familia, visto que o CNV é herdado da mae (Figura 37).
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Duplicagdo Normal
Individuo 8_1| Individuo 8_2

O

N3o testado N3o testado Duplicacdo

. - I . . Individuo 8 |
Figura 37. Analise da transmissdo do fendtipo na familia 8 (cor preta: individuo com PEA; cor castanha:

individuo com perturbacdo depressiva; os restantes individuos apresentam um fenétipo normal).

Como se pode observar no pedigree, a mae apresenta a perturbacdo depressiva, o que pode
indicar a influéncia deste CNV no fendtipo de depressdao. Além disso, é ainda importante estudar
futuramente a presenca deste CNV nas irmas deste individuo, apesar de estas serem saudaveis e nos

primos, que apresentam o fendtipo autista.
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V. DICUSSAO

Nas criancas com autismo existe uma maior taxa de CNV raros, os quais podem englobar
deleccdes e duplicagdes, provocando a disrupcdao de diversos genes. Sendo o principal objectivo
deste estudo identificar os CNV raros associados as PEA, é importante fazer uma relagdo da fungéo
bioldgica dos genes presentes nos CNV com certas caracteristicas fenotipicas e mecanismos
moleculares que possam estar envolvidos no autismo.

No decorrer da validacdo dos sete CNV estudados, apenas um deles, presente no
cromossoma 11q14.3, se revelou ser um falso positivo em dois individos. Neste caso é importante
em estudos futuros que sejam utilizados outros métodos de validacdo para verificar se o CNV esta
realmente ausente.

No que diz respeito aos CNV que foram validados, em apenas dois deles foi possivel
seugenciar os pontos de quebra, correspondendo estes a delecdo presente no cromossoma 9q31.1 e
a duplicagdo na zona 20p13. E importante que sejam sequenciados os pontos de quebra para que se
possa concluir quais sdo exatamente os genes afetados pelo CNV, sendo por isso necessarios que
sejam sequenciados os seus pontos de quebra nos CNV em que tal ndo foi possivel.

Com a andlise do fendtipo clinico das criangas, concluiu-se que havia uma grande
heterogeneidade das PEA, apresentando estas sintomas mais severos, quanto maior é o tamanho do
CNV e grande diversidade de sintomas clinicos, com varios niveis de atrasos na linguagem e no
desenvolvimento psicomotor e de deficiéncia mental. A nivel familiar, observou-se a transmissdo do
fendtipo na familia em dois dos CNV e alguns familiares de primeiro e segundo grau dos individuos
autistas apresentam diversos tipos de patologias, como o autismo, esquizofrenia, depressdo, entre
outros.

Neste estudo, foram identificados e caracterizados CNV presentes em varios locais do
genoma e cujo conteldo genetico parece estar associado com a expressao fenotipica de autismo, por
varios mecanismos, estando alguns dos genes presentes nos CNV especialmente relacionados com a
migracdo e crescimento neuronal e funcdo sindptica, o que implica que a disrupgdo destes

mecanismos no fendtipo de autismo.

1. Papel do gene GRIN3A nos receptores NMDA

No caso do CNV identificado no cromossoma 9, este estd presente em apenas numa crianca,

tendo-se concluido, depois da validacdo dos ponto de quebras, que este tinha um tamanho de
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3,689,861 kb, o que faz com que afete um grande numero de genes, presentes na banda 9q31.1.
Existem evidéncias de que se observam CNV nesta zona num caso de autismo, como no estudo de
Bremer et al. (2010), no qual se obsrvou presenca de uma duplicacao nesta mesma zona num caso
de autismo.

O gene presente neste CNV que parece ser dos mais interessantes para o autismo é o
GRIN3A, que codifica uma proteina que é uma das subunidades dos recetores N-metil D aspartato
(N-methyl D aspartate receptors, NMDA). Os recetores NMDA sdo um dos recetores do glutamato, o
maior neurotransmissor excitatério do SNC, o qual estd implicado em vdrias fungdes mentais, como a
aprendizagem e a memoria, visto que estdo implicados no mecanismo sinaptico, o que indica que
este seja um ponto de convergencia que permite explicar certos défices neurocognitivos, como os
gue sdo observados no autismo (Kalia et al., 2008).

Apesar da subunidade NR3A, codificada pelo gene GRIN3A, n3o ser essencial para a maioria
dos NMDA, sabe-se que esta subunidade atua como um regulador em certas regides durante o
desenvolvimento nos primeiros anos de vida. Além disso, a subunidade NR3A influencia a densidade
das dendrites, a maturagdo sindptica, a consolidacdo da memaria e a sobrevivéncia cellular, podendo

estar envolvida em varias neuropatologias (Figura 38) (Henson et al., 2010; Otano et al., 2001;
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Figura 38. Subunidades constituintes do recetor NMDA, incluindo a NR3, codificada pelo gene GRIN3A
(adaptada de Henson et al., 2010).

Sendo assim, quando ocorre a sua disrup¢do do gene GRIN3A, o mecanismo regulatdrio da
subunidade NR3 pode ser afetado, o que pode levar a problemas no desenvolvimento do cérebro,
uma das regiGes onde este gene é expresso. Pode ainda alterar o mecanismo sindptico, visto que
este canal é extremamente importante para a transmissdo sinaptica excitatoria.

Também a disrupgdo de outros genes presentes neste CNV podera ser importante, devido a
sua expressao no cérebro, como o SLC44A1 e o SMC2, apesar de ndo ter sido encontrada uma

relagdo concreta entre a delecgdo destes genes e o fendtipo de autismo.
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Além disso, na regido 9q foi descrito o sindrome de dele¢do do 9q, no qual podem ocorrer
delec¢des que provocam a disrupgao de parte desta regidao que, muitas vezes, pode também abarcar
a banda estudada e cujos principais sintomas sdo atrasos no desenvolvimento e outros dismorfismos,
podendo por vezes ser observada uma reducdo do volume do cérebro (Kulharya et al., 2008).

A crianga na qual este CNV estd presente corresponde a um caso de autismo menos grave,
designado Sindrome de Asperger e no qual ndo sdo observadas outras caracteristicas fenotipicas
associadas ao autismo. E provavel que este CNV seja patogénico para a crianca, ndo sé pelos
argumentos referidos, como também pelo fato de aparecer de novo, que é um dos critérios para
considerar um CNV patogénico, segundo Hannes et al. (2009), sendo outro critério a segregacdo com

tragos autistas.

2. Relevancia dos genes NDE1 e NTNA1 para o autismo

Foram descritos dois pacientes com delec¢des no cromossoma 16, as quais apresentam
tamanhos diferentes, tendo o CNV do individuo 6 um tamanho de 1,536,281 kb e o do individuo 7,
1,583,026 kb de tamanho, de acordo com a sua identificagdo, com base em SNP, no rastreio
gendmico de individuos autistas efetuado pelo AGP. Ambos os CNV provocam a delec¢do da banda
16p13.11, mas o do individuo 7, sendo um pouco maior, ocorrendo a delec¢do de parte da banda
16p13.12. Ambos os CNV provocam a disrupgdo dos genes NTAN1 e NDE1, os quais ja foram
previamente identificados como sendo genes candidatos para o autismo.

Como ja foi referido, os pontos de quebra estdo ladeados por regides contendo LCR, o que
significa que foi o mecanismo de recombina¢do homdloga ndo alélica entre os LCR que mediou estes
rearranjos gendmicos. Os LCR correspondem a duplica¢gdes de segmentos de DNA com um tamanho
superior a 1 kb e mais de 90% de identidade da sequencia igual e sabe-se que o cromossoma 16 é
especialmente rico neste tipo de rearranjos gendmicos, como se comprovou no estudo de Martin et
al. (2004) em que uma andlise detalhada do cromossoma 16 revelou que 9,89% deste cromossoma é
constituido por este tipo de rearranjos genémicos.

Os LCR podem ou ndo estar organizados em tandem e em regiGes intercromossdmicas ou
intracromossdmicas (Horvath et al., 2000). Com uma analise detalhada dos CNV estudados e das
regides que delimitam proximal e distalmente estes CNV, conclui-se que existem varios LCR
localizados no interior do cromossoma 16, sendo alguns deles em tandem e estes parecem ter sido
responsaveis pelas delec¢bes presentes no cromossoma 16 nos individuos 6 e 7, visto que estdo

presentes ao longo da possivel localizagdo dos ponto de quebra deste CNV.
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Segundo varios estudos, sabe-se que delec¢des neste locus (16p13.11) sdo patogénicas para
varias doencas, entre as quais a deficiéncia mental e a epilepsia, mas até a data, apenas as
duplicagBes parecem estar associadas a casos de autismo (Ullmann et al., 2007; Hannes et al., 2009).
Depois de observados os rearranjos gendmicos no locus 16p13.11 é um pouco dificil tirar conclusdes,
visto que apesar das deleccdes serem relativamente parecidas e provocaram a disrupcdo de
praticamente os mesmos genes em ambos 0s casos, as criangas apresentam fendtipos clinicos um
pouco diferentes.

Mas, tendo em conta que um dos critérios para considerar os CNV patogénicos, segundo
Hannes et al. (2009) é estes aparecerem de novo, corresponde os que sdo herdados a variantes
benignas, talvez devido a existéncia de algum mecanismo que regula o efeito disruptivo do CNV,
pode-se concluir que apenas um dos CNV estudados tenha um papel patogénico. Como ja foi
referido, num dos casos (familia 6) a delec¢do aparece de novo, enquanto que no outro (familia 7) a
deleccdo é herdado da made, cujo fendtipo é aparentemente normal, sendo uma das possiveis
interpretacdes destes resultados é que esta delec¢do corresponda a uma variante benigna para a
crianca que herda o CNV da mde e seja uma variante patogénica para a crianga na qual o CNV
aparece de novo, a qual apresenta uma deficiéncia mental ligeira. No caso da delecgdo ser patoldgica
em ambos os individuos, o seu efeito pode ser modulado por outros genes, condicionando a sua
penetrdncia, o que faz com que o fendtipo ndo se manifeste no caso da mae (Individuo 7_1).

Apesar disso, este CNV provoca a disrup¢do de varios genes, entre os quais, dois genes que
parecem ser relevantes para o fendtipo neurocognitivo e por isso serem bons genes candidatos,
como o NTAN1 e o NDE1, cujas fungdes revelam a sua importancia a nivel neuro cognitivo.

No que diz respeito ao gene NTAN1, que faz parte do complexo dependente da ubiquitina,
além de ja ter sido relacionado com o comportamento social, aprendizagem e memdria, capacidades
que se encontram afectadas nos pacientes com autismo (Kwon et al., 2000; Yan et al., 2003).

Também o gene NDE1, que é expresso no cérebro e importante para o desenvolvimento do
cortex cerebral e producdo e migragdo de neurénios, parece ser importante. Este gene codifica uma
proteina que esta localizada no centrossoma e interage com outros componenetes, fazendo parte do
complexo multiproteico que inclui a proteina LIS1, que regula a fungdo da dineina. Num estudo de
modelos animais realizado por Feng & Walsh (2004), observou-se que a delecdo deste gene produz o
fendtipo de microcefalia, a qual afeta, especialmente, o cértex cerebral e observa-se uma menor
espessura das camadas corticais, tendo estas um menor nimero de neurdnios. Dada a importancia
destes genes no SNC é provavel que a sua deleccdo esteja na base de alguns dos sintomas associados
ao autismo.

Concluindo, foram descritas duas delec¢cdes no cromossoma 16p13.11, com um tamanho

superior a 1,5 kb em ambos os casos, que parece aumentar a predisposicdo para o autismo nas duas
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criancas e contribuir para o fendtipo mais acentuados, com a existéncia de deficiéncia mental,
quando aparece de novo. O facto da mae que tem esta dele¢do ndo apresentar nenhum problema
neurocognitivo pode estar relacionado com um mecanismo de imprinting gendmico, que impede que
o fendtipo se manifeste. De acordo com os argumentos supracitados, pode-se concluir que existe
uma grande associa¢do desta deleccdo com doencgas do neurodesenvolvimento, como é o caso do

autism, sendo o espectro clinico associado extremamente variavel .

3. Importancia do canal de sddio Nav1.9 na transmissao sinaptica

No que diz respeito a duplicagdo presente no cromossoma 3p22.1-22.2, foi descrito apenas
um individuo com esta duplicacdo, sendo esta herdada do pai. De todos os CNV estudados, este é o
gue esta presente na crianga com um fendtipo de autismo mais grave, sendo observados atrasos da
linguagem e do neurodesenvolvimento, deficiéncia mental, revelando ainda alteracGes neuroldgicas
a nivel do hipocampo. Esta é também a crianca cuja histéria familiar é mais acentuada, visto que tem
um irmdo com autismo, apresentado o outro irmdo e o pai o fendtipo de esquizofrenia, o que torna
fundamental estudar estes CNV em ambos os irmdos futuramente. Além disso, este foi o CNV
estudado com um maior tamanho, o qual corresponde a 3,683,498 kb, na crianga e no pai, no qual
estdo presentes genes que parecem ser importantes para a etiologia do autismo, entre os quais o
SLC25A38, CX3CR1, WDR48, SCN10A, SCN11A e MOBP. Apesar de todos os genes referidos serem
expressos no sistema nervoso, o que parece ter uma contribuicdo mais importante para o
desenvolvimento do fendtipo de autismo na crianga é o SCN11A.

A sua importancia deve-se ao facto do gene SCN11A codificar a proteina Nav1.9, que é um
canal de sédio, que esta na base do mecanismo de excitacdo das neurotrofinas, por ativagao dos
recetores da tirosina cinase (Tirosine Kinase receptors, TRKB), como foi demonstrado no estudo de
Blum et al. (2002). Este mecanismo é de extrema importancia, visto que existem evidéncias de que as
neurotrofinas estejam envolvidas na func¢do sindptica e plasticidade e desenvolvimento neuronal,
regulando o crescimento, sobrevivéncia e diferenciagdo dos neurdnios do SNC.

Apesar deste mecanismo ainda ndo ter sido bem descrito, sabe-se que na sua base estd a
ligacdo dos BDNF (Brain derived neurotrophic factor) aos recetores TRKB, permitindo a sua activagao.
Por sua vez, o complexo TRKB/BDNF activa o canal de sédio Navl.9, o que provoca uma
despolarizagdo da membrana, a qual activa outro canal, que induz o influxo de calcio (Figura 39)

(Blum et al., 2002; Blum & Konnerth, 2005).
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Figura 39. Mecanismo de activacao do canal Nav1.9 pelo BDNF (Adaptado de Blum R e Konnerth A, 2005).

A duplicacdo do gene SCN11A, que codifica o canal de sédio Navl.9 pode provocar uma
desregulacdo deste canal de sddio, o que pode fazer com que haja uma desregulacdo de todo o
mecanismo detransmissdo sinaptico mediado pelo complexo TRKB/BDNF.

Além disso, é sugerido em varios estudos que o BDNF, uma neurotrofina fundamental para o
desenvolvimento e funcdo do cérebro, se encontra implicada na etiologia das PEA, como o de Correia
et al. (2010), no qual foram identificados valores séricos mais elevados da neurotrofina BDNF em
crinagas autistas e com deficiéncia mental, quando comparadas com controlos, o que também ja foi
referido em varios outros estudos. Também no cérebro de pacientes com esquizofrenia, sdo
observados elevados niveis de BDNF, especificamente no cortex cerebral e no hipocampo,
encontrando-se a expressao do receptor TRKB reduzida nos mesmos locais, o que sugere que estas
modificagOes poderdo estar associadas ao fendtipo de esquizofrenia (Takahashi et al., 2000).

O fato de problemas relacionados com o complexo TRKB/BDNF serem observados em
pacientes com autismo e esquizofrenia permite formular a hipétese de que a disrupgao do canal de
sodio Navl.9 possa provocar uma desregulacdo de todo este mecanismo, o que pode corresponder a
uma base molecular os sintomas observados nos pacientes com autismo e esquizofrenia, nos quais

esta presente o CNV.

4. Papel das moleculas de adesao na transmissao sindptica

Foi identificada, também, uma duplicacdo no cromossoma 20, herdada da mae, com um
tamanho de 750,640 kb, que induz a duplicagdo de varios genes, entre os quais o PDYN, TGM6 e
SIRPA, que sdao ambos expressos no SNC. Os seus familaires ndo revelam problemas a nivel do

neurodesenvolvimento, exceto dois primos, que sao autistas.
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O gene cuja fungdo parece ser mais importante corresponde ao SIRPA, que codifica uma
proteina adesiva, que esta envolvida no mecanismo de sinalizacdo sinaptica no hipocampo, mediado
pelo recetores da tirosina cinase. Este estd presente nas células mieloides e interage com a proteina
membranar CD47, a qual se liga, o que permite que continue o mecanismo de transmissdo sinaptica
(Barclay, 2009; Jiang et al., 1999). A duplicacdo do gene SIRPA pode alterar a conformacdo da
proteina codificada por ele impedindo esta interac¢do, o que pode ter influéncia no mecanismo de
transmissdo sindptica.

Além disso, este CNV foi ja identificado em individuos com autismo por Pinto et al,. (2010),
outro dos argumentos que indica que este CNV devera ser importante para o fenétipo de PEA.

A nivel clinico, a crianca revela o fendtipo de autismo, com atrasos no desenvolvimento
psicomotor e da linguagem, o que pode estar relacionado com a disrupgao do gene SIRPA, devido aos
argumentos ja referidos. Defeitos a nivel de certos mediadores do mecanismo sinaptico, como é o
caso desta proteina de adesdo, pode levar a disrupgdo sindptica, o que pode estar envolvido no
fendtipo de autismo. Apesar do CNV ser herdado da mae, esta ndo apresenta perturbagdes a nivel do
neurodesenvolvimento, apenas manifesta o fendtipo depressivo, com o qual ndo foi encontrada
qualquer tipo de ligacdo com este CNV. No que diz respeito aos primeiros paternos com autismo, é
possivel que estes tenham este ou outro CNV, que tamebém possa estar presente no individuo
estudado. E por isso importante verificar futuramente se este CNV esta presente nestes membros da

familia, de maneira a constar a sua revelancia etioldgica para ambos.

5. Controlo da fagocitose na apoptose neuronal pelo gene ANXA1

Este CNV estd presente em varios individuos com autismo e, por isso, considerou-se
importante fazer o seu rastreio populacional em casos e controlos que ndao foram genotipados,
tendo-se identificado um outro individuo no qual estava presente este CNV, sendo o mesmo herdado
da mae. Este corresponde a uma duplicacdo do gene ANXA1 e o seu tamanho corresponde a 7,726
kb, sendo aquele com um tamanho mais reduzido entre os CNV estudados. Este individuo foi
diagnosticado com autismo, manifestando atrasos de linguagem e no desenvolvimento psicomotor.

As fungGes mais importantes do gene ANXA1 sdo o controlo da fagocitose nos neurdnios
apodptodticos e a ativagdo do mecanismo anti-inflamatdrio mediado pelos micréglia, o qual pode ter
um papel de protecgao dos neurdnios (McArthur et al., 2010). As fungdes deste gene leva a que ele
possa ser considerado um bom gene candidato, visto que, quando ocorre a sua disrupgdo, é possivel

que estes mecanismos sejam afetados, podendo ser promovida, por exemplo, a apoptose de um
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maior nimero de neurdnios, oque pode estar na base no fenétipo de PEA bem como dos atrasos de
linguagem e no desenvolvimento psicomotor se forem afetados os neurdnios presentes em dreas
cerebrais que controlam estas funcionalidades

O gene ANXA1 pode estar ainda relacionado com a regula¢do da pituitaria, a qual faz parte
do sistema limbico e controla as emocgdes e interacgdes sociais, o que revela a sua importancia em
casos de autismo, visto que, se este mecanismo estiver desregulado, pode provocar atrasos nas
capacidades referidas, o que se observa em criancas autistas (Buckingham et al., 2006).

Além disso, foram identificados varios individuos autistas, com este CNV na populacdo
portuguesa, o que denota, também, a sua importancia para o autismo, apesar do seu tamanho
reduzido. O CNV é herdado da mae, como ja foi referido e o fato desta apresentar um fendtipo
normal, pode ser devido a um mecanismo regulatério, que permite que ndo seja manifestado o

efeito da duplicacdo deste gene.
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VI. CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar da existéncia das evidéncias acrescidas do envolvimento de CNV nas doencas
neuroldgicas, psiquiatricas e do desenvolvimento, incluindo o autismo, pouco se sabe ainda acerca
dos mecanismos que aumentam a suscetibilidade para este tipo de doencas, sendo por isso
importante que se continue a estudar estas variantes estruturais, bem como as caracteristicas
fenotipicas associadas.

No decorrer deste trabalho, pretendeu-se fazer a identificacdo de varios CNV raros e
patogénicos que pudessem estar associados ao fenétipo das PEA em cada uma das criangas
estudadas. Depois de estudados geneticamente os CNV com uma maior probabilidade de
serem patogénicos, a funcdo bioldgica de cada um dos genes foi estudada, com o objectivo
de elucidar melhor certos mecanismos que poderdo estar na base das caracteristicas
fenotipicas de cada uma das criangas.

Concluiu-se que a maioria dos CNV estudados provocava uma disrup¢do de genes
que codificavam elementos envolvidos no mecanismo sinaptico, o que revela a importancia
deste mecanismo para o autismo, bem como outras caracteristicas fenotipicas associadas.
Apesar disso, é complicado fazer uma ligagdo concreta entre a delecgao ou duplicagdao de
certos genes e a caracteristica fenotipica exata associada, devido a elevada complexidade
das PEA e da quantidade de mecanismos que poderdo estar a atuar em conjunto. Apesar
disso, o estudo de outros pacientes que tenham estes mesmos CNV é importante para que
se possa fazer uma comparagdo das caracteristicas fenotipicas

Futuramente e com o desenvolvimento de novas técnicas de sequencia¢do, tornar-se-a mais
facil e rapida a sequenciagao de todo o genoma de inividuos afetados, o que permitira identificar um
maior numero de genes associados as PEA e quais os mecanismos envolvidos nesta patologia, o que
podera levar a decoberta de possiveis alvos terapéuticos para a elaboracdo de novos medicamentos
(Abrahams & Geschwind, 2008).

O desenvolvimento de um teste genético que possa estar envolvido no diagnéstico de
autismo podera ser alcangado, com a caracterizagdo dos CNV em vdarios pacientes autistas e a sua
insercdao em plataformas informativas e bases de dados, havendo partilha de resultados entre os
diversos laboratérios de diagndstico e investigacdo. Apesar disso, nesta fase, esta hipdtese ainda
parecer € um pouco remota, devido a elevada complexidade do autismo, sendo apenas possivel

identificar CNV patogénicos em cada individuo, que em conjunto poderdo contribuir para o fendtipo

global das PEA.
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Anexos



Anexo 1. Avaliagao Clinica das criangas com autismo.

Tabela Suplementar 1. Nivel de severidade das perturba¢des do espectro do autismo (APA, 2012 — online

[http://www.dsm5.org/Pages/Default.aspx]).

Nivel de severidade da PEA

Interagao social e comunicagao

Interesses restritos e
comportamentos repetitivos

Nivel 3
(Necessitam de um

acompanhamento muito .

substancial)

Défice severo na capacidade de
interacgdo social verbal e nao

verbal, com incapacidades
severas a nivel funcional.
Iniciativa muito limitada de
interacgdo social.

Fraca resposta a exigéncias
sociais.

Preocupagdes, comportamentos e/ou
rituais fixos, que interferem muito a
nivel funcional .

Revelam stress quando os rituais ou
rotinas sdo interrompidos.

Grande dificuldade para redirecionar
os interesses repetitivos.

Nivel 2
(Necessitam de uma
acompanhamento
substancial)

Défice severo na capacidade de
interaccdo social verbal e ndo
verbal, com incapacidades
severas a nivel funcional, mesmo
guando ha ajuda de outrem.
Iniciativa limitada de interacgdo
social.

Resposta reduzida ou anormal a
exigéncias sociais.

Comportamentos restritos e
repetitivos e/ou preocupagdes ou
interesses fixos, que aparecem com
frequéncia, interferindo a nivel
funcional.

Revelam stress ou frustragdo quando
0os comportamentos restritos e
repetitivos sdo interrompidos.

Nivel 1
(Necessitam de
acompanhamento)

Défice na capacidade de
interacgdo social, quando ndo ha
ajuda de outrem, com
incapacidades a nivel funcional.
Dificuldade em iniciar
interacgdes sociais.

Respostas a exigéncias sociais
sdao mal sucedidas, o que causa
uma diminuicdo do interesse a
nivel social.

Dificuldade para redirecionar os
interesses repetitivos

Comportamentos restritos e
repetitivos interferem

significativamente a nivel funcional.
Resisténcia as tentativas de
interrupcdo dos comportamentos
restritos e repetitivos.

Tabela Suplementar 2. Subescalas constantes na Escala Il de desenvolvimento mental de Ruth Griffiths

(Griffiths, 1970; Griffiths,1984).

Escala Il de desenvolvimento mental de Ruth Griffiths

Locomotor Scale (AQ)

Observacdo de fraquezas fisicas ou défices a nivel do movimento.

Personal-Social Scale (BQ)

Avaliacdo do desenvolvimento a nivel pessoal e social.

Hearing and Speech Scale (CQ)

Avaliacdo do desenvolvimento da linguagem.

(DQ)

Eye and Hand Co-ordination Scale

Avaliacdo das capacidades manuais e visuais.

Performance Scale (EQ)

precisao.

Medicdo da capacidade de manipulacdo e avaliacdo da rapidez e

Practical Reasoning Scale (FQ)

problemas praticos.

Avaliagdo da compreensado aritmética e da capacidade de resolugdo de

Tabela Suplementar 3. Subtestes constantes na Escala de Inteligéncia de Wechsler para criangas (Cruz, 2005).

Escala de Inteligéncia de Wechsler para criangas

Subtestes Verbais

Informacao, semelhancas, aritmética, vocabuldrio, compreensao e digitos.

Subtestes de Execugao

Completar figuras, descobrir cddigos, arranjar de figuras e cubos, armar objetos,
procurar simbolos e resolver labirintos.




Anexo 2. Isolamento e contagem de células.

Transferir por decantacdo o sobrenadante dos tubos CPT para 1 tubo Falcon.

Centrifugar 10 min a 1300 rpm, 42C, A (9) e T (8).

Aliquotar o plasma em eppendorfs de 1.5 ml (+ 4 tubos) e guardar a -80°C.

Ressuspender o pellet em 1 ml de PBS 1x estéril 42C (frigorifico C-14).

Fazer a contagem de células a partir da suspensdo anterior:

5.1 Juntar num eppendorf 1 pl da suspensdo anterior e 9 ul de Trypan Blue (corante).

5.2 Contar as células num dos quadrantes da camara de Neubauer (cdmara especial usada para
contagem de células).

ik wnN e

P e 5
N2células = n2células contadas x 10

Volume = 5 x 10°/ne células (ul)

A B A
b C

B L & B

A B A

Figura Suplementar 1. Camara de Neubauer.

Centrifugar os tubos Falcon (passo 4) 10 minutos a 1300 rpm , 49C, A (9) travao 8).

7. Desprezar o sobrenadante por decantacdo e ressuspender o pellet em 2ml de FCS + 10% DMSO
(Solugdo de 45 ml de FCS(-202C) + 5 ml de DMSO e guardar a 42C).

8. Aliquotar em 2 criotubos (+ 1 ml em cada) guardar numa caixa de congela¢do a -80°C.



Anexo 3. Extracao de DNA de sangue periférico (adaptado a partir de Lahiri & Nurnberger, 1991).

vk W

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.

19.

20.

Homogeneizar bem o sangue colhido em EDTA e decantar para um tubo falcon de polipropileno de 15
ml. Anotar o volume de sangue.

Adicionar igual volume de TKM x-100 e agitar por inversao.

Adicionar IGEPAL (25 pl por ml de sangue) para lise das células.

Agitar por inversao até solubiliza¢do total.

Centrifugar 10 min a 3153 rpm e a temperatura ambiente, com aceleragdo 9 e travdo 7 (o pellet dos
nucleos deve ficar aderente ao fundo do tubo).

Desprezar o sobrenadante por decantacdo para o frasco de residuos.

Adicionar TKM1 ao pellet (1 ml por ml de sangue) para lavagem das células e agitar por inversao.
Centrifugar a 1600 rpm durante 10 min, a temperatura ambiente, com aceleracdo 9 e travdo 7 e
desprezar o sobrenadante.

Repetir o passo 7.

Ressuspender o pellet com TKM2 (160 ul por ml de sangue) e homogeneizar.

Adicionar SDS 10% (10 ul por ml de sangue) e homogeneizar.

Incubar a 552C por 10 min.

Transferir com pipeta de pasteur todo o contetdo do falcon para um eppendorf de 2 ml.

Adicionar NaCl 5M saturado (60 ul por ml de sangue) para precipitar as proteinas e agitar por inversao.
Centrifugar durante 20 min a 13200 rpm e a temperatura ambiente.

Depois de formado um pellet de proteinas, transferir o sobrenadante (contém o DNA) com um pipeta
de pasteur para um tubo falcon.

Adicionar etanol absoluto a temperatura ambiente (2,3 ml por 5 ml de sangue) e misturar lentamente
por inversdo até serem visiveis as fibrilhas de DNA.

Retirar o DNA precipitado com uma ansa e lavar com etanol a 70% a 42C. Deixar o pellet de DNA secar
aoar.

Ressuspender o DNA em TE (cerca de 150 pl) e partir a ansa com o DNA seco e colocar num eppendorf
de 1,5 ml.

Guardar o DNA dissolvido a 42C e fazer posteriormente a sua quantificagdo.



Anexo 4. Extragdo de RNA.

W e N U A WN

e =
N B O

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24,

25.

Transferir para eppendorf as células suspensas (no caso da suspensdo de células ser guardada em RNA

latter depois de ter sido feita a sua contagem) ou centrifugar eppendorf com o volume da suspensdo

de células (célculo feito depois de ser realizada a contagem de células) a 10 000 rpm / 1min / 42C

(spin-down).

1.1 No caso de ser usado RNA latter, sera necessdrio primeiro centrifugar os tubos a 4000 rpm na
centrifuga, durante 10 minutos e retirar cerca de 2 ml de sobrenadante.

Remover o sobrenadante para o frasco de residuos de RNA.

Ressuspender o pellet em 350 plL de tampao RLT + B Mercaptoetanol.

Com a ajuda de uma seringa de 1ml e agulha de 0,6 mm, aspire o lisado 10x para lisar bem as células.

Adicionar ao lisado 350 pl de Etanol 70%. Homogeneizar por pipetagem.

Aplicar 700 pl da amostra a uma mini coluna RNeasy colocada num tubo colector de 2ml.

Centrifugar a 10 000 rpm /1 min / 4°C.

Desprezar o eluido.

Adicionar 350 ul de tampdo RW1 a coluna.

. Centrifugar a 10 000 rpm / 1 min / 4°C.
. Desprezar o eluido.
. Adicionar 80 pul da mix DNase* directamente na membrana de silica-gel da coluna RNeasy e repousar

por 15 mintos na bancada.

Adicionar 350 p de tampao RW1 a coluna RNeasy.

Centrifugar 10 000 rpm / 1 min / 42C.

Transferir a coluna para um novo tubo colector de 2ml.

Adicionar 500 ul de tampao RPE .

Centrifugar 10 000 rpm / 1 min / 49C.

Desprezar o eluido.

Adicionar 500 pl de tampao RPE.

Centrifugar a 10 000rpm / 2min / 42C.

Transferir a coluna para um novo tubo colector de 2ml e centrifugar 10 000rpm / 1min.

Transferir a coluna para um novo eppendorf de 1,5ml e pipetar 50 pul de RNase free water
directamente na membrana.

Centrifugar 10 000rpm / 1min / 4°C.

Desprezar a coluna e transferir 25 pl para um novo eppendorf de 1,5ml. Identificar com o cédigo e
data os 2 eppendorfs, com cerca de 25 pl de RNA cada.

Congelar a -802C, para posterior extracdo de RNA.



Anexo 5. Controlo de qualidade das amostras de DNA.

Tabela Suplementar 4. Quantificacdo das solugdes stock de DNA que foram usadas no trabalho.

Amostras DNA (ug/ul) (260/280) Amostras DNA (ug/ul) (260/280)
Individuo 1 269,39 1,91 Individuo 5 215,1 1,93
Individuo 1_1 211,07 1,92 Individuo 5_1 154,2 1,88
Individuo 1_2 166,64 1,92 Individuo 5_2 203,2 1,89
Individuo 2 176,40 1,86 Individuo 6 226,95 1,93
Individuo 2_1 99,60 1,86 Individuo 6_1 371,22 1,88
Individuo 2_2 298,70 1,87 Individuo 6_2 456,87 1,88
Individuo 3 366,57 1,89 Individuo 7 177,5 1,9
Individuo 3_1 246,05 1,92 Individuo 7_1 210,2 1,84
Individuo 3_2 264,57 1,93 Individuo 7_2 224,1 1,85
Individuo 4 217,3 1,90 Individuo 8 610 1,84
Individuo 4_1 306,8 1,90 Individuo 8_1 364,8 1,82
Individuo 4_2 165,2 1,85 Individuo 8_2 341,7 1,84

Figura Suplementar 2. Gel de agarose das amostras de DNA que foram usadas no trabalho laboratorial (1.
Individuo 1; 2. Individuo 1_1; 3. Individuo 1_2; 4. Individuo 8; 5. Individuo 8_1; 6. Individuo 8_2; 7. Individuo 3;
8. Individuo 3_1; 9. Individuo 3_2; 10. Individuo 4; 11. Individuo 4_1; 12. Individuo 4_2; 13. Individuo 5; 14.
Individuo 5_1; 15. Individuo 5_2; 16. Individuo 6; 17. Individuo 6_1; 18. Individuo 6_2; 19. Individuo 7; 20.
Individuo 7_1; 21. Individuo 7_2; 22. Individuo 2; 23. Individuo 2_1; 24. Individuo2_2).



Anexo 6. Rastreio populacional da duplicagdo presente na banda 9921.13 em casos e
controlos.

Ladder casos O @ Ladder casos + -

Ladder casos O @ Ladder casos -

Ladder casos O @ Ladder casos 0O

Ladder casos O @ Ladder casos + M-

ladder casos @ @

Figura Suplementar 3. Rastreio populacional da duplicacdo na banda 9921.13 em 104 casos de autismo (as
bandas correspondem a controlos positivos de autismo, excepto onde estd indicado com a seta, em que se
observa a presenca desta duplicagdo num dos casos, correpondente ao individuo 2; &/ - controlo positivo, -
- controlo negativo).
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Figura Suplementar 4. Rastreio populacional da duplicacdo na banda 9g21.13 em 265 controlos (as bandas
correspondem a controlos positivos de autismo, excepto onde estd indicado com a seta, em que se observa a

presenca desta duplicagdo num dos casos, o individuo 2; &/ - controlo positivo, @ - controlo negativo).



Anexo 7. Sequencia¢do dos pontos de quebra do CNV presente na zona 9g21.13.

Tabela suplementar 5. Resultados da andlise de sequenciagdo dos pontos de quebra da duplicagdo presente na
zona 9qg21.13 no Individuo 2 (as letras representadas com uma cor azul correspondem a parte da sequéncia
que se localiza antes do ponto de quebra, estando este representado com a cor vermelha e a sequéncia com
uma cor verde é a que se localiza a seguir ao ponto de quebra).

Sequénciagdo dos pontos de quebra do Individuo 2 (duplicagdo na banda 9g21.13)

CTTTGTTTGTTGCTTACTGTACTTGGTGTATTTCTGAAACACTGAATATTAAATTCAAACTAAGATACATGCAAA
ACATCCTTTICTTITAGAAAGCTTTAGCAAAATCAAGGCAACTGACTCAAAGAATTTTITTAGAATAACAACTTTGG
CTACACCTTTTAAAGCAATATACCCAATTAATCATAACGTGAATACTTCATCCTCTICCTAGGAATGTAACTTACC
TGGCCATTTTGGTATTCCTATATATTTTGGCGAAATGTTTGCAAATGTTGACAGTTATTAGAAACGGCATGTGAT
TGACAACTATAGCACTTCCTACAGCAGTTCTAAGAGCCACAGCAAATGGATCTTCCCTTATATAAAGACCTGTGC
ACTAAATTTCTCTTACATTTAACAGTAGAAATCAGTATACTATTATAAGATGGTGAACTTTGGTAATTGTCATAA
CTTTTCCATCGCCTTCACTTCCAAGAGGCCCAGAGCTAAATCTTGCACTCAAAGGCCAGGACTTTTTCTGAGTTT
TGTCTTGTTGTTIGTTITTTCCAAAGCACCTACATATTICTTITCTTCATTTAGCTCTGATAAAGTAAGTAAGTTCAG
CACTTTCGGAAGGTATATCAGACAGGGCCCTAGAAGGAAATGGCTAGTATAACAAGCTGGACATTTGACGATTGT
TTTAATTATGGGAATACTGAGGTGTACTTCCTTAGAGGTGTAGGCAAGTTAAGAGAACCCACATGAGATATTGCA
GTATCTACGGAGCAGCAGCAGCAGGAATCCCAAGTCCAAAAGGGCAAGGAGAGGAAATAGTTGAGAGCTAGAGCC
TCAGACAAGGTGACACCCTGATGGAAGT

Tabela suplementar 6. Resultados da analise de sequenciagdo dos pontos de quebra da duplicagdo presente na
zona 9921.13 no Individuo 2_1 (as letras representadas com uma cor azul correspondem a parte da sequéncia
que se localiza antes do ponto de quebra, estando este representado com a cor vermelha e a sequéncia com
uma cor verde € a que se localiza a seguir ao ponto de quebra).

Sequénciacdo dos pontos de quebra do Individuo 2_1 (duplicagdo na banda 9q21.13)

CTTTGTTTGTTGCTTACTIGTACTTGGTGTATTTCTGAAACACTGAATATTAAATTCAAACTAAGATACATGCAAA
ACATCCTITTICTTITAGAAAGCTTTAGCAAAATCAAGGCAACTGACTCAAAGAATTTTITTAGAATAACAACTTTGG
CTACACCTTTTAAAGCAATATACCCAATTAATCATAACGTGAATACTTCATCCTCTICCTAGGAATGTAACTTACC
TGGCCATTTTGGTATTCCTATATATTTTGGCGAAATGTTTGCAAATGTTGACAGTTATTAGAAACGGCATGTGAT
TGACAACTATAGCACTTCCTACAGCAGTTCTAAGAGCCACAGCAAATGGATCTTCCCTTATATAAAGACCTGTGC
ACTAAATTTCTICTTACATTTAACAGTAGAAATCAGTATACTATTATAAGATGGTGAACTTTGGTAATTGTCATAA
CTTTTCCATCGCCTTCACTTCCAAGAGGCCCAGAGCTAAATCTTGCACTCAAAGGCCAGGACTTTTTCTGAGTTT
TGTCTTGTTGTTIGTTITTTICCAAAGCACCTACATATTICTTITCTTCATTTAGCTCTGATAAAGTAAGTAAGTTCAG
CACTTTCGGAAGGTATATCAGACAGGGCCCTAGAAGGAAATGGCTAGTATAACAAGCTGGACATTTGACGATTGT
TTTAATTATGGGAATACTGAGGTGTACTTCCTTAGAGGTGTAGGCAAGTTAAGAGAACCCACATGAGATATTGCA
GTATCTACGGAGCAGCAGCAGCAGGAATCCCAAGTCCAAAAGGGGCAAGGGAGAGGGAAATAGTTGGAGAGCTAG
GAGCCCTCAGACAAGGTGACACC

Tabela suplementar 7. Resultados da analise de sequenciagdo dos pontos de quebra da duplicagdo presente na
zona 9g21.13 no controlo (as letras representadas com uma cor azul correspondem a parte da sequéncia que
se localiza antes do ponto de quebra, estando este representado com a cor vermelha e a sequéncia com uma
cor verde é a que se localiza a seguir ao ponto de quebra).

Sequénciacdo dos pontos de quebra do controlo (duplicagdo na banda 9g21.13)

ACTTTGTITTGTTGCTTACTGTACTTGGTGTATTTCTGAAACACTGAATATTAAATTCAAACTAAGATACATGCAA
AACATCCTTTITCTITTAGAAAGCTTTAGCAAAATCAAGGCAACTGACTCAAAGAATTTITTTAGAATAACAACTTTG
GCTACACCTTTTAAAGCAATATACCCAATTAATCATAACGTGAATACTTCATCCTCTCCTAGGAATGTAACTTAC
CTGGCCATTTTGGTATTCCTATATATTTTGGCGAAATGTTTGCAAATGTTGACAGTTATTAGAAACGGCATGTGA
TTGACAACTATAGCACTTCCTACAGCAGTTCTAAGAGCCACAGCAAATGGATCTTCCCTITATATAAAGACCTGTG
CACTAAATTTCTICTTACATTTAACAGTAGAAATCAGTATACTATTATAAGATGGTGAACTTTIGGTAATTGTCATA
ACTTTTCCATCGCCTTCACTTCCAAGAGGCCCAGAGCTAAATCTTGCACTCAAAGGCCAGGACTTTTTCTGAGTT
TTGTCTTGTTGTTGTTTTTCCAAAGCACCTACATATTTCTTTCTTCATTTACTCTGATAAAGTAAGTAAGTTCAG
CACTTTCGGAAGGTATATCAGACAGGGCCCTAGAAGGAAATGGCTAGTATAACAAGCTGGACATTTGACGATTGT
TTTAATTATGGGAATACTGAGGTGTACTTCCTTAGAGGTGTAGGCAAGTTAAGAGAACCCACATGAGATATTGCA
GTATCTACGGAGCAGCAGCAGCAGGAAATCCCAAGTCCAAGGGCAAGGGAGAGGATATAGTTGAGAGCTAGAGCC
TCAGAACAGGTGACACCTGATGGAA




Anexo 8. Sequenciacdo dos pontos de quebra do CNV presente na zona 9q31.1.

Tabela Suplementar 8. Restantes primers usados para amplificacdo por Nested PCR, durante a sequenciagdo
dos pontos de quebra da dele¢do 9g31.1.

CNV Primers Sequéncias dos primers

CHR9 F3  5’-CCAAACCTGGCAAAACTTGT-3’ (F)
CHR9_F4  5-TTCTCATGTGGTGGTTTCCA-3’ (F)
CHR9 R4  5-CAGGCACGCATCACTACACT-3’ (R)
CHR9_R5  5’-CCTTCACCACCTGTCTTGGT-3’ (R)

9g31.1

Tabela Suplementar 9. Resultados da analise de sequenciagdo dos pontos de quebra da delecgao presente na
zona 99g31.1 no Individuo 3 (as letras representadas com uma cor azul correspondem a parte da sequéncia que
se localiza antes do ponto de quebra, as que estdo representadas num tom mais claro de azul observam-se nas
sequéncias antes e depois do ponto de quebra, estando este representado com a cor vermelha e a sequéncia
com uma cor verde é a que se localiza a seguir ao ponto de quebra).

Sequénciagdo dos pontos de quebra do Individuo 3 (delec¢do na banda 9g31.1)

ATGAATTTGGCTTITTGATGAATTGCAGTTAATGTTGCAAGACAGCTTCTTATAATCCTGTTTTCATCCTTGTGAT
TTTTTTAGGGGGGCTGGGAAAGAGGAAGAATTTTCGTTTGAGCTAAAATTTTCCATGGTTTGACTCAGCCCAAGG
AGATTTTCAAAAATGAAACATTTTCACAAACGTTTICCATTTATTTTTGAGTTATTGTATTTGGAAAATGCTGTTC
ATTTTTACTCCAAGTATTATTAATGCATAAAATGTTCCAAGTATGAATGGTTATTAAAACTTCAGTCATCACATG
CCACTTGTGTCAGGAATTTCATCTGAGCAAGATTTAAAAGAATTATAATTGCCAAGGACTAGCTTCCTTICTTITTT
ATAACTATATTGAAGCATTTAGTGCAAAAATGCCTAGAATTTTTCATTATTTTCATAATATCATTGTAATGCCTA
CTTAGCACAGAGCTTTTCAGAGAAAATAAATAGATTACTTTTACTATTTTTGAATTTATGATGAACTCTAAAGTG
TACTATATTTTGAAAAAAAATTTGAGAGCTTTATAATCTGCCCTTGAGATAATGTTCACATTTTGAGTAGAGCCA
TGAAGCTTGTGTTTTCTTAATGATTACTGTTTAGCCATTAAAAACTTTAACAGATTATGTGATCTATTCAGATAA
TGCTAATTGTGAATACTAATAAGTCTTTTTGATTATTGTTATCTGGTTGTTAGATTAATCAGTATCAATAGATGA
TCAGTATATTACCCTTTTTTCTTACCAGTCAGTATGAATAAAAATTTAAACCCCCAGAGTAATTATGTATTCTTT
TTTTAGCACAGTAAGTCAAAAAGATTTGACTTGGATATCATTTAATTAAATGAATGAAAATGATGCAAACCTTCC
TTAGCCCATAC




Anexo 9. Sequenciac¢do dos pontos de quebra do CNV presente na zona 20p13.

Tabela Suplementar 10. Resultados da analise de sequenciagdo dos pontos de quebra da duplicagdo presente
na zona 20p13 no Individuo 8 (as letras representadas com uma cor azul correspondem a parte da sequéncia
que se localiza antes do ponto de quebra, as que estdo representadas num tom mais claro de azul observam-se
nas sequéncias antes e depois do ponto de quebra, estando este representado com a cor vermelha e a
sequéncia com uma cor verde é a que se localiza a seguir ao ponto de quebra).

Sequénciagdo dos pontos de quebra do Individuo 8 (duplicacdo na banda 20p13)

ATGCCTACAAGATGCTGATGGCCAAGGTGTGTGGGGTGGGGGCAGTGAATCTGTTGGGAGGGCTTGCTCAGCTTT
GGAATCTGGCGACCAACTTCGGCAACTGCCCAGCTTCGCCATTTGTGTCCAGCTGCCCCCAGAATCCTGGGTGTG
AGGGCCACCTGACCATTCTGATCCATCTAGGCAGCTCCAAGCTGTCATTCACCCCATGGAAGCACCAAGAAAACA
ACCAGAGACTGGTTTAGAACTAATATAGGAGCTCTGGAAAACAGTCAAAGGTTTACAGCACCCAGGTGAATACCT
AATCAAGAAAAAGCCACCTTCAAACAGCAGAAAAAGTTTTGTGGCATTTTTACTCCCTTTTGCCCAACCCCCTCC
CTGGCACAGCAGCCCATTTCCCTCCCTTGAGCCAGAGGGAGCAAGCCTACCTTACTGGCAACACTCTAACTGGTC
TGAGGCCTGCCTGGAGGACAGCTCTCTGTTTTGTCTAACTAAAATCTCAGGTAGAGGGAAGCTGAGGGCACTGTT
GGTGGAAGCTGCAGGGAGACTATAGACCCATAGATGACTGGGGCAAGAGATTATGAGTGGACACACACAATAGAC
CATCTGTGGCCCTAAGGAGAAGCTGGGTGCTGGGGTAAGATTCTTTGAAAAAGTAAGACATTCAAAAGCAGCTGT
ACATATGGAGGAATTGAGTAAGCCACATTTAGGAGCAGGCAAGATTCATTCTCAGAAAAGACCTGAGAAGACCTG
AAGCTTCACCTTGGTGAAAGGATTGTGTAACACAGAGTCAGTTTGCAAAGCCTGGGAGAGGCAGCTGTTTTTTTC
AAATGTCCAGTTTTCAACAACACCACAACCAAAACACAACAAGAAGTAGTAACACATGGCTCAT

Tabela Suplementar 11. Resultados da analise de sequenciagdo dos pontos de quebra da duplicagdo presente
na zona 20p13 no Individuo 8_1 (as letras representadas com uma cor azul correspondem a parte da sequéncia
que se localiza antes do ponto de quebra, as que estdo representadas num tom mais claro de azul observam-se
nas sequéncias antes e depois do ponto de quebra, estando este representado com a cor vermelha e a
sequéncia com uma cor verde é a que se localiza a seguir ao ponto de quebra).

Sequénciagdo dos pontos de quebra do Individuo 8_1 (duplica¢do na banda 20p13)

GGCAAGCAACTATATGCCTACAGATGCTGATGGCCAAGGTGTGTGGGGTGGGGGCAGTGAATCTGTTGGGAGGGC
TTGCTCAGCTTTGGAATCTGGCGACCAACTTCGGCAACTGCCCAGCTTCGCCATTTGTGTCCAGCTGCCCCCAGA
ATCCTGGGTGTGAGGGCCACCTGACCATTCTGATCCATCTAGGCAGCTCCAAGCTGTCATTCACCCCATGGAAGC
ACCAAGAAAACAACCAGAGACTGGTTTAGAACTAATATAGGAGCTCTGGAAAACAGTCAAAGGTTTACAGCACCC
AGGTGAATACCTAATCAAGAAAAAGCCACCTTICAAACAGCAGAAAAAGTTTTGTIGGCATTTTTACTCCCTTTTIGC
CCAACCCCCTCCCTGGCACAGCAGCCCATTTCCCTCCCTTGAGCCAGAGGGAGCAAGCCTACCTTACTGGCAACA
CTCTAACTGGTCTGAGGCCTGCCTGGAGGACAGCTCTCTGTTTTGTCTAACTAAAATCTCAGGTAGAGGGAAGCT
GAGGGCACTGTTGGTGGAAGCTGCAGGGAGACTATAGACCCATAGATGACTGGGGCATATGGACACACACAATAG
ACCATCTGTGGCCCTAAGGAGAAGCTGGGTGCTGGGGTAAGATTCTTTGAAAAAGTAAGACATTCAAAAGCAGCT
GTACATATGGAGGAATTGAGTAAGCCACATTTTAGGAGCAGGCAAGATTCATTICTCAGAAAAGACCTGAGAAGAC
CTGAAGCTTTCACCCTTGTGAAGGATTGTGTACACAGAGTCAGTTGCAAGCCTGGGAGAGGCAGCTGTTTTTTCA
AATGTCCAGTTTTCAACACACCACACCAAAACAACA




