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Resumo  As Doengas do Espectro Autistico incluem o Autismo, o Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem
Outra Especificacdo e a Sindrome de Asperger. A etiologia é bastante discutida, devido a sua variagéo e
complexidade. S&o doengas presentes desde os 30 meses de idade, caracterizadas por comportamento
ritualistico, fala ausente ou pouco desenvolvida, além de problemas graves de relacionamento socia e
deficiénciamental namaior parte dos casos. Podem ocorrer i soladamente ou como parte das manifestagdes
de afecgbes especificas, como doengas génicas e cromossdmicas, com a participagéo de praticamente todos
0s cromossomos. Harel atos de paci entes com alteractes subtel oméricas, inclusive, envolvendo aextremidade
distal (subtelomérica) do brago longo do cromossomo 2 (2g37). Este estudo teve como objetivos aavaliagdo
do cari6tipo pelatécnicade bandamento GTG edaregido 2g37 em ataresolucdo deindividuos com doengas
do espectro autistico. Foram estudados 15 pacientes. Um deles (6,67%) apresentou del ecéo em 2937 (regido
subtelomérica), quando analisado em altaresolucdo. Este achado ndo foi confirmado pelatécnicaFluorescence
in situ Hybridization (FISH). Portanto, aandlise citogenéticaem altaresolugéo de 2937 pode ser incluidana
investigacéo destes pacientes, contudo, os achados devem ser confirmados por técnicas complementares.

Palavras-chave Andlise Citogenética; Cromossomos Humanos Par 2; Transtorno Autistico; Delecdo Cromossomica;
Hibridizag&o in Situ Fluorescente.

Abstract Autistic Spectrum Disorders (ASD) include Autism, Pervasive Developmental Disorder Not Otherwise
Specified (PDD-NOS) and Asperger’ ssyndrome. The causes have been much discussed dueto thevariations
and compl exity. Onset can occur before the age of 30 months characterized by ritualistic behavior, lack of or
delayed speech, as well as severe disorders of reciprocal social interactions and, in most of cases, mental
impairment. ASD may occur inisolation or as amanifestation of specific diseases. Furthermore, there have
been reports of patientswith ASD and subtel omeric alterations, even involving the distal end of thelong arm
of chromosome 2, more specifically the 2937 region. This study aimed at evaluating the karyotype using of
the GTG-banding technique, and the subtelomeric region of long arm of chromosome 2 (2g37) by high
resolution GTG-banding in patientswith autistic spectrum disorders. Fifteen patientswere studied. A deletion
in 2037 region was observed in one patient (6.67%), when analyzed in high resolution. Thisfind was not
confirmed by the FISH (Fluorescence in situ Hybridization) technique. Therefore cytogenetic analysisin
high resol ution of the 237 may beincluded in investigation of these patients, however, the findings may be
confirmed by supplementary techniques.

Keywords CytogeneticAnaysis; Pair 2 Human Chromosomes; Autistic Disorder; Chromosome Deletion; Fluorescence
in Situ Hybridization.
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Introducéo

O Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem Outra
Especificag@o (PDD-NOS), aSindrome de Asperger eo Autismo
pertencem ao grupo dos Transtornos Invasivos do
Desenvolvimento (PDD)™.

O diagndstico de PDD-NOS é aplicado aos casos em que ocorre
prejuizo grave no desenvol vimento dainteracdo social reciproca
e nha capacidade de comunicagéo verbal ou ndo-verbal, masndo
s8o satisfeitos os critérios para outro PDD especifico. Hauma
variedade de achados etiol 6gi cos, aindando compreendidos® >
3,4

A Sindrome de Asperger é considerada por muitos autores como
um subtipo de autismo, sendo também denominada de autismo
de auto funcionamento > 8. Os afetados apresentam prejuizos
qualitativos nainteracéo socia e padrdes restritos de interesse
porém, geramente ndo apresentam atraso na aquisicdo da
linguagem e tém memaria prodigiosa. Existe uma dificuldade
muito grande na realizagdo do diagnéstico da Sindrome de
Asperger eaetiologiando estaesclarecida, masjafoi associada
aSindromedo Cromossomo X Fragil (FRAXA)’.

O autismo é o diagnostico mais freqlente entre os PDD e
condi¢Bes médicas possivelmente relacionadas ao seu
aparecimento sdo detectadas entre 5 a 37% dos casos® * Incluem
fatores pré e peri-natais, entre os quais algumas doencas
infecciosas, como aembriopatiarubedlica, ainfeccdo pré-natal

por citomegal ovirus e a toxoplasmose congénita® . Ocorre
em doengas genéticas, principalmente Esclerose Tuberosa e
FRAXA, anormalidades cromossdmicas, erros inatos do
metabolismo, entre outras> e € observado com maior freqiiéncia
em meninos (3-4:1)%2. Segundo Gilbert & Win (1999)*, com a
utilizacé@o de novos critérios diagndsticos, esta afeccéo parece
ser consideravelmente mais comum do que o previsto
anteriormente, com umaestimativade cercade um af etado para
cada 1000 nascimentos. Alguns autores ja sugeriram cerca de
1:500°8°,

PDD séo caracterizadas por prejuizos na comunicagdo, das
habilidades sociais, que sdo restritas, ou padréo esteriotipado
de comportamentos e interesses. O diagnéstico dentro do
espectro autistico requer um ou mais sintomas em cada uma
das trés &reas de prejuizo™. Porém, o diagndstico diferencial

entre ostipos de PDD é dificil e, muitas vezes, inclui critérios
subjetivos. Por este motivo, ostrés diagnosticos, Autismo, PDD-
NOS eAsperger sdo incluidos em um Unico grupo denominado
Doencas do Espectro Autistico (DEA)51,

As DEA sdo condic¢es heterogéneas, que podem ser isoladas
ou ocorrerem associadas a doengas com outras manifestagdes
clinicas, taiscomo dismorfismo facial, malformagdes congénitas
muilti plas e anormalidades do crescimento'’.

S0 doencas caracterizadas por respostas anormais aestimulos
auditivosevisuais, além de falaausente ou pouco desenvolvida.

Osindividuostém problemas graves de rel acionamento social,

comportamento ritualistico, agregado a rotinas anormais e
resisténcia a mudancas, capacidade diminuida para
pensamentos abstratos e simbdélicos ou parajogos imaginativos
eainteligénciapode ser subanormal, normal ou acimado normal

18, A maior parte dos estudos séo realizados em autismo, por ser

mais freqlente entre as DEA. Dos pacientes com este
diagndstico, 75% tem deficiénciamental®®, 15 a40 % apresentam
convulsdes e 20 a25 % alteragtes el etroencefal ogréficas 02422,
Ha vérias descric¢des de individuos com DEA e anormalidades
cromossomicas. A diversidade deloci envolvidos sugere que a
investigag&o de aberragBes cromossdmicas em individuos com
DEA necessita de métodos eficientes e altamente sensiveis®.
Apesar dos vérios estudos, poucos genestém sido identificados
como certamente envolvidos na etiopatologia das DEA? 2.
Muitos parecem conferir desde malformag8es fisicas menores,
até malformagdes do sistema nervoso central, muitas vezes
resultando em antecipacdo genética, em funcéo do broad
phenotype destacado por muitos autores 2 %7,
S0 destacados como candidatos fortes os genes GABRB3
(codifica a subunidade beta 3 do receptor A do é&cido gama-
amico-butilico—GABA), SLC6A4 (transportador de serotonina),
RELN ( codifica a reelina e causa a lisencefalia autossomica
dominante, uma alteracdo da migrac&o neuronal), NLGN3 e
NLGN4 ( s@o genes neuroliginicos e codificam proteinas de
adesdo celular importantes na formag&o sinaptica), PRKCB1
(codificauma proteinabeta quinase), entre outros 2 2% 30:31.52.33,
Interessante é que em DEA também estéo descritas alteracdes
cromossomicas subteloméricas, como em 2g37 e 22q13*#*. A
extremidade distal do braco longo do cromossomo 2 é umadas
regides alteradas em alguns casos com este diagnostico, mais
especificamente envolvendo del e¢io dabandaterminal (2937).
Os pacientes, aém dos distirbios comportamentais exibem
caracteristicas dismorficas, hipotonia e atraso do
desenvolvimento®-="%,

Nesse contexto os estudos citogenéticos em alta resolucéo
s80 muito importantes por permitirem umaanalise cromossdmica
mais detalhada, uma vez que séo avaliadas células
prometafésicas ou em inicio dafase de metafase, portanto, com
Cromossomos muito mais distendidos e maior nimero de bandas
e subbandas®.
Com estes achados ainda pouco explorados e ndo esclarecidos,
considerando que alguns individuos podem apresentar
alteragBes subtel oméricas, que explicariam aetiologiadadoenca,
a avaliacdo cariotipica, inclusive em alta resolucéo, € muito
importante nos pacientes com DEA#4142,

Objetivos

O presentetrabal ho teve como objetivos aavaliacdo do caribtipo
pelatécnicade bandamento GTG e daregido subteloméricado
braco longo do cromossomo 2 (2q37), pela técnica de
bandamento GTG em altaresolucéo, em pacientescom DEA.

CasuisticaeMéodos

Apdbsaaprovacéo pelo CEP e CONEP (n°527/087) e obtencdo
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Resolucéo
196/96), foram estudados 15 individuos com DEA, dosquais 12
(80%) eram homens e trés (20%) mulheres, diagnosticados
segundo os critérios do DSM-1V, provenientes da Escola
Municipal doAutista“MariaLUciadeOliveira(EMA)” de S&o
José do Rio Preto, daAMA de Ribeirdo Preto e de outras escolas
e clinicas especializadas. Entre eles, seis (40%) eram autistas,
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cinco (33,33%) tinham diagndstico de sindrome de Asperger e
quatro (26,67%) de PDD-NOS.

Os diagnosticos foram realizados por psiquiatras e psicologos,
membros de equipesinterdisciplinares e especialistasem DEA.
N&o foram incluidos pacientes que apresentavam afeccdes
genéticas ja diagnosticadas ou fatores ambientais disruptivos
que pudessem estar envolvidos na etiologia da doenca.

Para o estudo citogenético foram anali sadas metafases obtidas
de culturas de linfécitos a partir da coleta de cerca de 5ml de
sangue venoso periférico. As culturasforam desenvolvidas por
72 horas. Para investigac&o de alteragdes cromossdmicas em
geral foram analisadas cerca de 15 metafases em bandamento
GTG, de acordo com métodosja padronizados*#. Paraandlise
em alta resolucéo da regido 2g37 foi acrescentado 0,1ml de
Actinomicina (concentracdo final de 2ug/ml), por 39 minutos
antes da colheita das culturas, e analisadas 05 metéfases de
cadapaciente, de acordo com o protocol o padr&o utilizado pelo
L aboratorio de Genética da Faculdade de Medicinade S&o José
do Rio Preto — FAMERP. Para esclarecimento dos resultados,
foram analisadas 20 metaf ases de cada paciente pelatécnicade
FISH (Fluorescencein situ Hybridization)® . Foram utilizadas as
sondas Tel Vysion 2q Spectrum Orange (Vysis) para regido
subtelomérica e CEP 2 Spectrum Orange (Vysis) paraaregiéo
centromérica, como sonda controle, ambas com marcagdo em
vermelho. A técnica foi desenvolvida segundo instrucfes do
fabricante. Os critérios de andlise e descri¢do dos resultados
seguiram as recomendagBes contidas no | SCN (2005)*.

Resultados
O estudo cariotipico convencional por bandamento GTG
dos pacientes ndo detectou qual quer alteracdo. Todosforam
compativeis com feminino (46,XX) e masculino (46,XY)
normais.

A avaliaco citogenética em alta resolucéo de um paciente
(6,67%) com diagnéstico de Sindrome de Asperger
apresentou uma alteragdo que foi caracterizada como
possivel delecdo de 2937, observada em um dos
cromossomos do par 2 em todas as metafases.

A Figura 1l mostrametéfases parciai S com 0S Cromossomos
do par 2 sem ateracfes de um paciente com resultado normal
(a) ecom um cromossomo 2 normal e o outro sugestivo da
del(2g37) do paciente com Sindrome deAsperger (b).

A andlise por FISH com a sonda especificamostrou osdois
sinais normais esperados naregido subteloméricado par de
cromossomos 2 e afastou a suspeita de delegdo em 2g37
(Figuralc).
Discussdo
Em alguns pacientes com Doengas do Espectro Autistico tém
sido descritas alteragdes cromossdmi cas subtel oméricas muito
dificeis de serem diagnosticadas em uma avaliacéo cariotipica

derotina. A extremidade distal do brago longo do cromossomo
2 éumadasregifesjadescritas como alteradas em alguns casos,

mais especificamente apresentando delegbes em 2q37
36,37,38,46,47,48,49_

AsdelecBes descritas em 2037 ocorrem em umaregido de cerca
de 1,3Mb, onde foi proposta a existéncia de genes de
predisposicdo ao autismo, entre eles, 0 CENTG2, GBX2,
NM_024726, RDC1_HUMAN, Q9UFF6 e o HCOP9 (ou
NM_00671). Dois desses genes, 0 CENTG2 ( ou Centaurin
gamma?2) eo GBX2 (ou Gastrul ation brain homeo Box 2), podem
ser considerados como fortes candidatos para autismo, pois se
expressam em regides do sistema nervoso central j& descritas
com alteragbesem pacientesautistas®. O CENTG2, por exemplo,
apresenta 4112 pares de bases e codifica uma proteina do
citoesgueleto envolvida em processos neuronais multiplos do
desenvolvimento e da maturagdo cerebral. Algumas mutagdes
detectadas neste gene ja& foram relacionadas com
susceptibilidade ao autismo, mas, seu envolvimento na
predisposi¢cdo a esta doenca ndo estdo esclarecido .

As ateracdes descritas em 2g37 sdo muito pequenas e podem
estar subestimadas na populaco com DEA, pois ndo podem
ser detectadas naresolucéo permitida pelaandlise citogenética
por bandamento GTG rotineiramente utilizadanos|aboratérios.
Apesar daanélise em altaresolucéo indicar possiveis delecdes
em regifes de interesse, também tem limitagdes. O idea é
confirmar os achados com técnicas complementares, como FI SH
com uso de sondas especificas™.

Nesse estudo, dos pacientes analisados pela técnica de
bandamento GTG em alta resolu¢éo um mostrou uma possivel
delecdo em 2937, que ndo foi confirmadapelatécnicade FISH.
A introducdo da andlise da regido 2q37 no protocolo de
investigac@o genética de pacientes com DEA depende de
estudos com casuisticas maiores e também da avaliagdo da
regi&o estudada com técnicas complementares, como atécnica
de FISH. N&o é possivel descartar que o paciente em questéo
apresente outra alteracéo naregido terminal do braco longo do
cromossomo 2, que ndo foi avaliada neste estudo, mas tal
alteracdo ndo envolve aregido 2937.

Conclusbes

A andlise citogenética em alta resolucéo de 2q37 pode ser
incluida na investigacéo de pacientes com doencas do
espectro autistico, contudo, os achados devem ser
confirmados por técnicas complementares, como a técnica
deFISH.
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Figura 1.(a) Esquema representativo das bandas GTG do cromossomo 2
a esquerda e par de cromossomos 2 normais a direita. As setas indicam a
banda 2g37. (b) Esquema representativo das bandas GTG do cromossomo
2 a esquerda, cromossomo 2 normal no centro e sugestivo de delecdo em
2937 a direita. A seta vermelha indica auséncia da banda. (c) Metéfase
parcial do paciente submetida a técnica de FISH, mostrando os quatro
sinais normais em vermelho. As setas azuis indicam a regido centromérica
e as pretas a regido 2g37.
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