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Historia Natural

Cobras cegas sdo notivagas.

O orangotango é profundamente solitario.

Macacos também preferem o isolamento.

Certas arvores so frutificam de vinte e cinco em
vinte e cinco anos.

Andorinhas copulam no voo.

O mundo néo é o que pensamos.

Carlos Drummond de Andrade in: O corpo



RESUMO

Os Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (TI1Ds), sdo uma doenca neuropsiquiatrica com
profundas consequéncias socio-familiares que comecam na infancia precoce e afetam um
numero significativo de criancas e suas familias. Ainda que as causas e muito da
fisiopatologia do transtorno ainda sejam desconhecidas, atualmente, a convergéncia entre
tecnologias gendémicas em rapido avanco e trabalhos que investigam pacientes e familias com
metodologia genético-clinica, citogenética e biologia molecular, acumulam uma serie de
informacdes que implicam os genes na etiologia dos TIDs. Resultados de trabalhos apontam a
serotonina (5-HT) associada a diversos processos psicolégicos incluindo o humor, ansiedade,
sintomas obsessivo-compulsivos e interacdo social. Resultados consistentes tém indicado
hiperserotonemia plaquetaria em 30% dos pacientes com TIDs. Polimorfismos envolvendo o
gene produtor da triptofano-hidroxilase sdo quase todos ndo funcionais e pouco estudados nos
TIDs. No presente trabalho descrevemos, baseado na literatura cientifica atual, a
caracterizacdo dos estudos genéticos para os TIDs em geral e do sistema serotoninérgico em
particular. Também investigamos através de amostras de sangue periférico o polimorfismo
T102C no gene HTR2A em 206 individuos da populacdo normal separados por sexo e
antecedentes raciais e 9 pacientes que cumpriram os critérios diagnésticos para TID e o0s
respectivos pais bioldgicos desses pacientes. Resultados: considerando tanto a classificacdo
sexual, quanto a varidvel raca, ndo houve evidéncia de diferenca significativa, apresentando
no teste do qui-quadrado os valores (¥2=0,19; GL=2; p=0,907) para diferen¢a sexual e
(x2=0,54; GL=2; p=0,762) para a classificagdo racial, estando a amostra em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Nos pacientes analisados, a frequéncia dos genoétipos TT foi de 33,33%; do
genotipo CT foi de 66,67% e do gendtipo CC foi de 0%. O gendtipo CC, considerado
vulneravel ndo foi encontrado entre os pacientes. Conclusdo: embora os estudos etioldgicos
indiquem que os TIDs sdo um transtorno com forte suscetibilidade genética, os genes
responsaveis por esta doenca complexa ndo foram definidos ainda. Entre 0s possiveis genes,
aqueles envolvidos com a diferenciacdo embrioldgica e funcionamento dos neurbnios
produtores da serotonina, estdo merecendo destaque atual. A existéncia de mdltiplos
polimorfismo nestes genes torna atraente o estudo deles em nossa populagdo. Auxilio:
CAPES, Macpesquisa.

Palavras-chave: Transtorno Invasivo do Desenvolvimento, Genética dos TIDs, Autismo,
Serotonina, HTR2A, polimorfismo T102C.



ABSTRACT

The “Pervasive Developmental Disorders” (PDD) are neuropsiquiatric diseases from social —
familiar consequences that begin in the precocious infancy and affect a significant number of
children and their families. Although the causes and physiopathology of the disorder are
unknown, nowadays the convergence between genomics technology in fast advance and
works that investigate patients and families with methodological genetic-clinic, cytogenetic
and molecular biology, accumulate information that implicate the genes in the PDD etiology.
Work results point that serotonin (5-HT) is associated to several psychological process
including humor, anxiety, compulsive-obsessive symptoms and social interaction. Consistent
results have shown plaquetary hyperserotonemia in 30% of PDD patients. Polymorphysm
including the producer gene of tryptophan are almost all of them no functional and few
studied in PDD. In the present work are described, based on current scientific literature, the
characterization of genetic studies to the PDD in general and of serotoninergic system in
particular. This work also investigate through periferic blood samples, the polymorphysm
T102C in the gene HTR2A in 206 people of normal population separately by sex, racial
background and 9 patients that fulfill the diagnostic criteria to PDD and their respective
biological parents. Results: Considering both sex and racial variety, there were no evidence of
significant difference in the qui-squared test, presenting the values (3°=0,19; GL=2; p=0,907)
to sexual difference and (x*=0,54; GL=2; p=0,762) to racial classification; these sample are in
Hardy-Weinberg equilibrium. In the analyzed patients, the frequency of genotype TT was
33,33%; genotype CT 66,67% and genotype CC was 0%. The CC genotype, considered
vulnerable was not found in the patients. Conclusion: Even though the ethnologic studies
indicate that PDD are disorders with strong genetic touchness, the responsible genes for these
complex diseases were not defined yet. Among the possible genes, the involved with
embryologic differentiation and operation of neurons producers of serotonin deserve current
highlight. The existence of multiples polymorphysm in these genes makes attractive their
study in our population.

Key words: Pervasive Developmental Disorders, PDD Genetic, Autism, Serotonin, HTR2A,
polymorphysmT102C.
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1 INTRODUCAO

A quarta edicdo do Manual de Diagndstico e Estatistica de Doencas Mentais (DSM-
IV-R, 2000) da Associagdo Psiquiatrica Americana (APA) e a décima edicao da Classificacédo
Internacional de Doencgas (CID 10, 2000) da Organizacdo Mundial de Satude (OMS) criaram a
categoria Diagnostica dos “Pervasive Developmental Disorders” (PDD) traduzidos nas
edicdes brasileiras, por um e outro como, respectivamente, Distlrbios Globais do
Desenvolvimento e Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (TID). Nesta categoria
diagnostica interessa-nos o Autismo, a sindrome de Asperger e o Transtorno Global do
Desenvolvimento sem outra especificacgéo.

Os TIDs prejudicam a interacdo social, a comunicacdo e o comportamento sendo
assim responsaveis por um custo social elevado, comprometendo 0s portadores e seus
familiares. Segundo as informagdes do “Autism Information Center” dos “Centers of Disease
Control -CDC” dos EUA, esta condi¢do afeta individuos de todos os extratos raciais e nivel
sdcio-econdmico com uma prevaléncia alta, que pode chegar a 5 casos por 1000 criancas. E
um distarbio do desenvolvimento humano e como tal o historico do desenvolvimento infantil
é crucial no diagnostico. A suspeita diagndstica ocorre entre 12 e 15 meses de idade mas o
diagnostico formal costuma ser feito na crianca pré-escolar ou mesmo ja escolar com grande
prejuizo as intervengdes precoces terapéuticas.

Apesar de intensa investigacdo desde que foi reconhecido como uma entidade clinica
por Leo Kanner em 1943, permanece como um desafio em termos etiologicos. Os avangos
obtidos no sentido de melhoria do diagndstico ocorreram com a uniformizagédo de critérios de
inclusdo pelos diferentes grupos de pesquisa.

A partir de 1970 mais consistentemente comegou-se a investigar as causas organicas

do autismo ja que, até entdo, predominava a teoria psicogénica de Kanner. Assim emergiu a
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teoria etioldgica neurobiologica, de um comprometimento organico extenso do Sistema
Nervoso Centarl (SNC), determinado por fatores biolégicos. Exames de neuro-imagem, 0
refinamento dos eletro-encefalogramas e mais recentemente 0s potenciais evocados
associados a estudos bioguimicos de neurotransmissores deram suporte a esta visdo. No

entanto deles ndo emergiu um marcador diagndstico.

2 JUSTIFICATIVA

As pesquisas mais recentes sugerem que a etiologia dos TIDs seja multifatorial.
Evidéncias acumuladas tém sugerido desequilibrios em varios sistemas neuroquimicos,
primariamente o dopaminérgico e 0 serotoninérgico, como sendo relevantes para a
fisiopatologia deste transtorno.

Nos ultimos anos, inimeros pesquisadores vém tentando identificar genes de
suscetibilidade para doencas psiquiatricas ou distdrbios de comportamento. Identificou-se, por
exemplo, um polimorfismo ligado ao gene transportador da serotonina que causa uma
recaptacdo diminuida dessa substancia na fenda sinéptica (HEIL et al., 1996).

Evidéncias de niveis aumentados de serotonina no sangue periférico de pacientes com
TIDs sugerem um forte relacdo deste neurotransmissor com o transtorno e genes que
codificam proteinas participantes do sistema serotoninérgico séo, portanto, fortes candidatos
para o estudo em TIDs.

Os genes envolvidos na sintese das proteinas que participam do sistema de producao,
transporte, captacdo e recaptacdo da serotonina sdo altamente polimorficos. Conhecer a

frequéncia destas variantes polimorficas na populacdo geral e em individuos afetados
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permitem a realizacdo de estudos de associacdo, uma das estratégias na procura de genes
possivelmente envolvidos com os TID. Tais estudos ndo tém sido levados a efeito na

populacéo e em pacientes brasileiros.

3 OBJETIVO

Os objetivos do presente projeto sdo: a) revisar a bibliografia sobre a genética dos
Transtornos Invasivos do Desenvolvimento de uma maneira geral e do sistema
serotoninérgico em particular; b) determinar a frequéncia da mutacdo T102C no gene que

codifica o receptor da 5-hidroxitriptamina (serotonina) 2A (HTR2A) em individuos normais.

4 FUNDAMENTACAO

4.1 Historico

Em 1938, Leo Kanner (1894-1981), médico psiquiatra nascido na Austria e radicado
nos EUA desde 1924, Professor Associado de Psiquiatria na Universidade Johns Hopkins, em

Baltimore, descreveu um garoto de cinco anos de idade:
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"[...] eu fiquei perplexo com as peculiaridades que Donald exibia; desde a
idade de dois anos e meio, ele conseguia dizer os nomes de todos os
presidentes e vice-presidentes, falar as letras do alfabeto na seqiiéncia
habitual e de tras para frente e recitar de forma impecavel o salmo 23; ao
mesmo tempo, era incapaz de manter uma conversacdo ordinaria; nédo
estabelecia contacto com as pessoas, embora pudesse nomear objetos com
facilidade; sua memoria era fenomenal; as poucas vezes em que se dirigia a
alguém, em geral para satisfazer as suas necessidades, referia-se a ele

ANl

mesmo como "vocé€", e a outra pessoa como “eu"; ele ndo respondia a
nenhum teste de inteligéncia, porém conseguia manipular encaixes
complexos com destreza® (KANNER apud SCHWARTZMAN,
www.schwartzman.com.br).

Em 1943, Kanner estudou e descreveu a condicdo de 11 criangas especiais, numa
época em que o termo esquizofrenia infantil viria a se tornar sinbnimo de psicose infantil.
Essas criangas tinham caracteristicas especiais e exibiam uma incapacidade aparentemente
congénita de se relacionarem com outras pessoas ¢ de se “entenderem” melhor com os
objetos. Apresentavam desordens no desenvolvimento da linguagem e quando a possuiam era
comum a ecolalia, inversdo pronominal e concretismo. O comportamento delas era salientado
por atos repetitivos e estereotipados; ndo suportavam mudancas de ambiente e preferiam o
contexto inanimado. O uso do termo “autista” pretendia mostrar a qualidade incomum e
autoconcentrada do comportamento das criancas.

Numa sincronicidade histérica, em 1944, Hans Asperger, outro médico austriaco,
formado na Universidade de Viena, escreveu artigo intitulado “Austistic psychopathy in
childhood”, em que fez descrigdes similares as de Kanner ressaltando, entre outros sinais, a
dificuldade apresentada pelas criancas para focalizarem o olhar, uma escassez de expressoes
faciais e gestos, um uso alterado da linguagem e uma tendéncia a seguir seus proprios
impulsos (ARAUJO, 2000).

Desde o inicio foram identificadas 03 concepcbes na Sindrome (MAZET &

LEBOVICI, 1991): psicoldgica, funcional e bioldgica.
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Psicologica (1943)

Existe um disturbio cultural do contato afetivo com as pessoas, sobretudo entre a
crianca e sua mde. Os termos “mae geladeira” ou “mae esquizofrenizante” foram usados e
permaneceram, por um longo tempo, marcando a relacdo desses pais, particularmente, as
mées, com seus filhos e os profissionais. Eles vieram das observacfes de Kanner em seus 11

pacientes iniciais que ele acompanhava e cujos pais eram “intelectualizados” e “frios”

(KANNER, 1943).

Funcional (1955)

No modelo psicopatoldgico a relacdo pais/filho € analisada a partir de 03 pontos de
vista: 1) Comportamento dos pais — observando reacdo a particularidades do filho (conduta
existente a priori); 2) Pais (sobretudo a mae) — como fonte basica de patogenicidade.; 3)
Incapacidade inata da crianga em se relacionar - comprometida pela personalidade dos pais.
Essas reflexdes sdo finalizadas, pelos autores, com a compreensdo mais globalizada da
sindrome: “Uma total desordem psicobiologica, que torna necessario um estudo da
compreensdo da disfungdo em cada etapa da integracdo, bioldgica, psiquica e social”
(KANNER & EISENBERG, 1955; KANNER & EISENBERG, 1956).

Aradjo (2000) em seu livro “O processo de individuacdo no Autismo”, faz uma breve
revisao histérica dos autores que reconheceram e trataram o0 autismo como psicose. A
psicanalista Melaine Klein (1981) foi pioneira em apontar 0 autismo como uma inibi¢do do
processo de desenvolvimento, um déficit na capacidade de simbolizar, uma estrutura mental
alterada desde o inicio da vida, motivada por fatores constitucionais, socio-afetivos,

cognitivos e motivacionais.
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O diagnostico e subclassificacbes do autismo estiveram sob o amplo rotulo de
“esquizofrenia infantil” por muitas décadas. Entretanto, segundo Rutter (1983), ja havia nos
anos 70, um reconhecimento de que seria necessario distinguir-se entre as severas desordens
mentais, surgidas na infancia, e as psicoses cujo aparecimento se faz mais tarde. Varias

evidéncias foram revelando a distin¢do do autismo e a esquizofrenia ao longo dos anos.

Bioldgica

Existe desde a definicdo de Kanner: “Podemos supor que estas criangas vieram ao
mundo com a incapacidade inata de constituir biologicamente o contato afetivo habitual com
as pessoas, assim como outras criancas vém ao mundo com deficiéncias fisicas ou intelectuais
inatas” (KANNER, 1943).

A partir de 1985 testemunhou-se um enorme avango no estudo dos processos
psicoldgicos fundamentais no autismo. Rutter reconheceu o campo da cogni¢do no autismo no
inicio da década de 80 (RUTTER, 1983) concluindo que os déficits cognitivos sdo basicos e
ndo sdo secundarios a outras caracteristicas da sindrome. A partir destas observacdes o
autismo é definido como uma sindrome comportamental de um quadro orgéanico.

Com o passar do tempo, em funcdo das diferentes etiologias supostas, do grau de
gravidade e das caracteristicas especificas e ndo usuais, o autismo deixou de ser considerado
um quadro especifico e Unico, e cada vez mais ficou evidente que se tratava de uma sindrome,
comportando subtipos.

Essa nova visdo produz um entendimento qualitativamente distinto do anterior. O
TIDs € agora visto como uma sindrome comportamental de prejuizo neurolégico com uma

ampla variedade de causas.
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4.1.1 Caracterizacao clinico-epidemioldgica e critérios diagndsticos

O autismo se tornou uma entidade diagnostica quando publicado no Manual de
Diagnostico e Estatistica de Doencas Mentais — 3% edicdo (DSM-I1II), em 1980. Com a
consideracdo e descricdo das caracteristicas envolvidas um grupo novo de doencas surgiu, 0s
"Pervasive Developmental Disorders" (PDD), traduzido para o portugués como ‘“Disturbio
Global do Desenvolvimento” ou “Transtorno Invasivo do Desenvolvimento” (TID). Este
termo foi aceito extensamente e é usado atualmente. Hoje, revisado, a quarta edicdo do
Manual de Diagndstico e Estatistica Mentais (DSM — IV, 2000) da Associacdo Psiquiatrica
América (APA) e a décima edicao da Classificacdo Internacional de Doencas (CID 10; 2000)
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criaram categorias Diagndsticas dos PDDs que
incluem o “Distarbio Autista”, “Sindrome de Rett”, “Sindrome de Asperger”, “Disturbio
Desintegrativo da Infancia” e “Transtorno Invasivo do Desenvolvimento ndo especificado em
outra categoria”. De uma maneira geral sdo todos considerados pela designacao TIDs.

As manifestacfes comportamentais que definem os TIDs incluem déficits qualitativos
na interagdo social e na comunicacdo, padroes de comportamento repetitivos e estereotipados
e um repertorio restrito de interesses e atividades (DSM-1V). A grande variabilidade no grau
de habilidades sociais e de comunicacdo e nos padrées de comportamento que ocorrem em
autistas tornou mais apropriado o uso do termo "Transtornos Invasivos do Desenvolvimento™
(TIDs) (RAPIN, 1991).

As dificuldades na interacdo social em pacientes com TIDs podem manifestar-se como
isolamento ou comportamento social impréprio; pouco ou nenhum contato visual; indiferenca
afetiva ou demonstragdes inapropriadas de afeto; dificuldade em participar de atividades em

grupo; falta de empatia social ou emocional.
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As dificuldades na comunicacdo ocorrem em graus variados, tanto na habilidade
verbal quanto na ndo-verbal de compartilhar informaces com outros. Algumas criancgas ndo
desenvolvem habilidades de comunicacdo. Outras tém uma linguagem imatura, caracterizada
por jargdo, ecolalia, reversdes de pronome, prosddia anormal, entonacdo monotona, etc. Os
que tém capacidade expressiva adequada podem ter inabilidade em iniciar ou manter uma
conversacao apropriada. Os déficits de linguagem e de comunicacao persistem na vida adulta,
e uma proporcéo significativa de pacientes com TIDs permanecem nao-verbais. Aqueles que
adquirem habilidades verbais podem demonstrar déficits persistentes em estabelecer
conversacdo, tais como falta de reciprocidade, dificuldades em compreender sutilezas de
linguagem, piadas ou sarcasmo, bem como problemas para interpretar linguagem corporal e
expressdes faciais (GADIA et al., 2004).

Os padrdes repetitivos e estereotipados de comportamento caracteristicos dos TIDs
incluem resisténcia a mudancas, insisténcia em determinadas rotinas, apego excessivo a
objetos e fascinio com o movimento de pecas (tais como rodas ou hélices).

Embora algumas criancas paregam brincar, elas se preocupam mais em alinhar ou
manusear os brinquedos do que em usa-los para sua finalidade simbdlica.

Estereotipias motoras e verbais, tais como se balancar, bater palmas repetitivamente,
andar em circulos ou repetir determinadas palavras, frases ou can¢Bes sdo também
manifestacdes frequentes em pacientes com TIDs.

No paciente adulto, h& uma melhora na adaptacdo a mudancas, mas 0s interesses
restritos persistem, e aqueles com habilidades cognitivas adequadas tendem a concentrar seus
interesses em topicos limitados, tais como horarios de trens/avides, mapas ou fatos historicos,
etc., os quais dominam suas vidas (GADIA et al., 2004).

Esses transtornos em geral se manifestam antes dos 36 meses de idade, persistindo até

a idade adulta (LAMB et al., 2000) e freqiientemente estdo associados com algum grau de
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deficiéncia mental embora tém sido descritos casos clinicos de TIDs que apresentam
habilidades verbais e inteligéncia normal.

Ha ampla variacdo fenotipica: cerca de 75% dos pacientes apresentam deficiéncia
mental, 15 a 30% apresentam convulsdes (SMALLEY, 1997) e 20 a 50% mostram
anormalidade nos eletroencefalogramas (VOLKMAR & PAULS, 2003). Alem disto, 5 a 10%
dos casos de TIDs podem estar associados a Sindrome do X Fragil, Esclerose Tuberosa ou de
Fenilcetonuria (CASTERMANS et al., 2004).

Esta imensa heterogeneidade clinica manifesta-se na clinica com tal diversidade que
tem levado os autores a discutir que os TIDs apresentam-se mais como um espectro do que
como um continuum. Um espectro significa que apesar de existir um denominador comum,
diferentes criancas manifestam-se com seus padrdes especificos de TIDs (WILLENSEN-
SWINKLES & BUITELLAAR, 2002).

Assim, utilizar critérios diagndsticos é fundamental para um minimo de uniformidade
quando se pretende estabelecer o diagndstico de TID.

Os critérios diagnosticos propostos pelos dois sistemas de classificacdo, a CID-10 e o

DSM-1V s&o os seguintes:

DSM-1V — Critérios Diagnosticos:
Transtornos Invasivos do Desenvolvimento

299.00 - Transtorno Autista (Tabela 1):
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Tabela 1 — Critérios Diagnosticos do DSM-1V para Transtorno Autista

A — Um total de pelo menos seis (ou mais) itens de (1), (2) e (3), com pelo menos dois de (1),

um de (2) e um de (3)

1)

qualitativo na interacdo

Comprometimento

social, manifestado por
pelo menos dois dos

seguintes aspectos

acentuado de

a)

comportamentos ndo-verbais, tais como contato visual direto,

comprometimento no uso maultiplos

expressao facial, posturas corporais e gestos para regular a

interacdo social.

b) fracasso em desenvolver relacionamentos apropriados, com seus

pares, proprios do nivel de desenvolvimento.

c) auséncia de tentativas espontdneas de compartilhar prazer,
interesses ou realizacdes com outras pessoas (por ex., ndo mostrar,

trazer ou apontar objetos de interesse).

d) auséncia de reciprocidade social ou emocional.

(2) Comprometimentos
qualitativos na
comunicacao,

manifestados por pelo
menos um dos seguintes

aspectos

a) atraso ou auséncia total de desenvolvimento da linguagem

falada (sem tentativas de compensar através de gestos ou mimica).

b) em individuos com fala adequada, observa-se acentuado
comprometimento na capacidade de iniciar ou manter uma

conversacao.

c) uso estereotipado e repetitivo da linguagem ou linguagem

idiossincratica.

d) auséncia de jogos ou brincadeiras de imitacdo social, variados e

espontaneos apropriados ao nivel de desenvolvimento.

(3) Padrdes restritos e

a) preocupacao persistente com um ou mais padroes estereotipados

e restritos de interesse, anormais em intensidade ou foco.
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repetitivos de | b) adesdo aparentemente inflexivel as rotinas, ou rituais especificos
comportamento, de | e ndo-funcionais
interesses e de | ¢) maneirismos motores estereotipados e repetitivos (por ex., agitar

atividades, manifestados |ou torcer médos ou dedos, ou movimentos complexos de todo o

por pelo menos um dos | corpo).

seguintes aspectos d) preocupacéo persistente com partes de objetos.

B- Atrasos ou funcionamento anormal em pelo menos uma das seguintes areas, com inicio

antes dos 3 anos de idade

(1) interacdo social

(2) linguagem para fins de comunicagéo social ou

(3) jogos imaginativos ou simbolicos

C — A Perturbacdo ndo é mais bem explicada por Transtorno de Rett ou Transtorno

Desintegrativo da Infancia

Segundo Saemundsen et al., 2003, os instrumentos de diagndstico para os TIDs
consideram duas fontes principais de informacéo: i) as descri¢cbes dos pais sobre o curso de
desenvolvimento e padrdes de comportamentos atuais do individuo; ii) as informacfes da
observacao direta do comportamento do individuo.

Os instrumentos de diagnostico mais utilizados no periodo 1993 a 1997, alem do
preenchimento dos critérios diagnosticos do DSM — IV e CID-10, foram as observacoes

diretas, as entrevistas estruturadas e o0s questionarios, respectivamente (WALLER et al.,
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1999). Dentre os instrumentos de diagnostico mais utilizados estdo: Childhood Autism Rating
Scale, CARS, (SCHOPLER, REICHLER, & RENNER, 1988); Autism Behavior Checklist,
ABC, (KRUG, ARICK, & ALMOND, 1980), Autism Diagnostic Interview, ADI, (LE
COUTEUR et al., 1989), Autism Diagnostic Observation Schedule, ADOS, (LORD et al.,
1989).

Além dos critérios diagnosticos e caracterizagfes clinicas, estudos epidemoldgicos
trazem um melhor conhecimento e direcionamento para o conhecimento da sindrome.

Segundo informagdes do “Autism Information Center” dos “Centers of Disease
Control — CDC” dos EUA, esta condigéo afeta individuos de todos os extratos raciais e niveis
socio-econémico.

Dependendo dos critérios de incluséo, a prevaléncia dos TIDs tem variado de 40 a 130
por 100.000 (FOMBONNE, 2002), ocupando o terceiro lugar entre os distdrbios do
desenvolvimento, na frente das malformac@es congénitas e da sindrome de Down.

Porém, estudos recentes sugerem que a prevaléncia dos TIDs possam ser de dois a
cinco casos por 1.000 (WING & POTTER, 2002), e embora alguns autores defendam que a
prevaléncia dos TIDs esteja aumentado, € provavel que este incremento se deva a um maior
reconhecimento desses transtornos em criangas menos gravemente afetadas e a diferengas nos
critérios diagnosticos entre 0 DSM-I11 e 0 DSM-IV-R (KURTZKE, 1991)

A prevaléncia é quatro vezes maior em meninos do que em meninas (RUTTER, 1983;
WING, 1984; MULHE, 2004) e ha alguma evidéncia de que as meninas tendem a ser mais
severamente afetadas (WING, 2002). Entretanto, os homens sdo acometidos com maior
frequiéncia, mas em graus mais leves, sugerindo que haja carga genética distinta em relagéo ao

género.
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4.1.2 Classificagdo dos TIDs

O DSM-IV foi publicado nos Estados Unidos em 1995 e acrescenta novos transtornos
ao bloco dos Transtornos Invasivos do Desenvolvimento, dentre as quais o Transtorno de
Asperger e 0 Transtorno de Rett. Os Transtornos do Desenvolvimento no DSM-IV, estdo

assim estruturados:

(299.00) Transtorno Autista;

(299.80) Transtorno de Rett;

(299.10) Transtorno Desintegrativo da Infancia;

(299.80) Transtorno de Asperger;

(299.80) Transtorno Invasivo do Desenvolvimento, Sem Outra Especificacdo que

inclui autismo Atipico.

Embora, com os critérios do DSM-IV, tenha ficado mais facil entender cada um dos
TIDs, questdes como a de se 0 autismo e a sindrome de Asperger representam entidades
clinicas distintas ou se sdo variantes de um mesmo distarbio, e também se transtorno do
desenvolvimento sem outra especificacdo € uma entidade diagndstica valida, ainda ndo foram
resolvidas (KLIN & MERCADANTE, 2006). Além disso, a inclusdo da sindrome de Rett
dentro da categoria geral de TID deve ser interpretada apenas como refletindo a observacao
de que criangas com essa sindrome apresentam comportamentos semelhantes aos de autistas.
Deve-se enfatizar que a principal intencdo dos critérios propostos para diagnosticar o autismo

e disturbios relacionados deve ser a de reduzir as divergéncias entre pesquisadores e clinicos a
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respeito da delimitacdo desses disturbios em um nivel comportamental (tipologia) ou
bioldgico (etiologia).

Na CID-10 o namero de transtornos agrupados neste bloco difere do DSM-1V, além
disso, o termo infantil é mantido ao conceito de autista. O grupo é designado como

Transtornos Globais do Desenvolvimento (TGD).

Os TGDs (F84) estdo inseridos no bloco dos Transtornos do Desenvolvimento

Psicologico (F80-89), sendo assim caracterizados:

(F84.0) Autismo infantil;

(F84.1) Autismo atipico;

(F84.2) Sindrome de Rett;

(F84.3) Outro transtorno desintegrativo da infancia;

(F84.4) Transtorno de hiperatividade associado ao retardo mental e movimentos
estereotipados;

(F84.5) Sindrome de Asperger;

(F84.8) QOutros transtornos do desenvolvimento;

(F84.9) Transtorno do desenvolvimento, sem outra especificagao.

4.2 Sindromes Associadas

As causas dos TIDs ndo sdo conhecidas, mas diversas doencas neuroldgicas e/ou

geneéticas foram descritas com sintomas dos TIDs.
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O quadro 1 apresenta uma série de condi¢fes nas quais os pacientes podem demonstrar

sintomas de Transtornos Invasivos do Desenvolvimento.

e InfeccBes pré-natais - rubéola congénita, sifilis congénita, toxoplasmose,
citomegaloviroses;

e Hipdxia neo-natal (deficiéncia de oxigénio no cérebro durante o parto);

e InfecgBes pos-natais - herpes simplex;

e Déficits sensoriais - dificuldade visual (degeneracdo de retina) ou diminuicdo da
audicdo (hipoacusia) intensa;

e Espasmos infantis - Sindrome de West;

e Doencas degenerativas - Doenca de Tay-Sachs;

e Doencgas génicas - Sindrome do X fragil (a mais importante das doencas genéticas
associadas ao TIDs), fenilcetondria, esclerose tuberosa, neurofibromatose, sindrome
de Cornélia de Lange, Williams, Moebius, Mucopolissacaridoses, Zunich;

e AlteracBes cromossdmicas - Sindrome de Down;, bem como alteragdes estruturais
expressas por delecdes, translocacdes, cromossomas em anel e outras;

e IntoxicacOes diversas.

Quadrol: Condicdes Clinicas associadas com os TIDs

Nas duas ultimas décadas foram reconhecidos problemas cromossémicos, génicos,
metabolicos e mesmo doencas transmitidas/adquiridas durante a gestacdo, durante ou apos o
parto associadas aos Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (BAILEY, et al., 1996;
FOLSTEIN & ROSEN-SHEIDLEY, 2001; VOLKMAR & PAULS, 2003; MUHLE,

TRENTACOSTE & RAPIN, 2004).
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As vérias patologias associadas com os TIDs suportam a hipdtese de que as
manifestacbes comportamentais que definem este complexo de sintomas podem ser
secundarias a uma grande variedade de insultos ao cérebro. A heterogeneidade desses
distdrbios pode ser devida a etiologias distintas ou a uma combinacao de fatores, tais como

etiologia, predisposicdo genética e fatores ambientais.

4.3 Genética dos Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (TID)

Diversos estudos de revisdo apontam gue a etiologia dos TIDs ainda é desconhecida
(CARVALHEIRA et al.,, 2004). Centenas de estudos tém tentado desvendar os fatores
genéticos associados a doenca. Inimeros trabalhos investigam pacientes e familias com
metodologia genético-clinica, citogenética e biologia molecular. Os resultados destes
trabalhos apontam para um modelo multiloci com interagdo epistatica associado a etiologia do

TIDs.

4.3.1 Evidéncias Neurobioldgicas

Ha& causas neurobioldgicas, associadas aos TIDs, tais como convulsdes; deficiéncia
mental; diminuicdo de neurdnios e sinapses na amigdala, hipocampo e cerebelo; tamanho
aumentado do encefalo (KEMPER et al. 1998) e concentragdo aumentada de serotonina
circulante que sugerem forte componente genético.

A investigacdo sobre os aspectos estruturais do cérebro de individuos com TIDs é

impressionante, variando desde estudos clinicos de acompanhamento da evolucdo do
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perimetro cefalico, passando por estudos de neuro-imagem até estudos anatomopatol6gicos
pos-mortem. Em resumo, diversos autores, produziram os seguintes conhecimentos: a) o
perimetro cefalico, acurado indicador do tamanho do cérebro em criancas, eleva-se do valor
normal ou abaixo da média nos primeiros meses de vida pds-natal até o percentil 84 em torno
do primeiro ano de vida; em torno do segundo ano de vida este crescimento exagerado cessa;
observa-se que quanto maior for o perimetro cefalico mais grave é o quadro clinico e mais
anormalidades cerebrais estruturais serdo observadas; b) em torno dos 2 a 4 anos de idade ha
aumento da substancia branca e cinzenta nas regides frontais e temporais, reducdo da
atividade metabdlica, hipodesenvolvimento das camadas corticais e ativacdo funcional
reduzida durante exposicdo a tarefas socio-emocionais, cognitivas e de atencdo; c) as
anormalidades cerebelares incluem: volume anormal, diminui¢cdo em nimero e tamanho das
células de Purkinje no corpo e hemisférios e reducdo da ativacdo funcional nas regides
posteriores (COURCHESNE, REDCAY & KENNEDY, 2004; REDCAY & COURCHESNE,
2005; COURCHESNE & PIERCE, 2005).

Outras evidéncias da participacdo génica no desenvolvimento de estruturas cerebrais
possivelmente envolvidas com os TIDs dizem respeito aos genes responsaveis pela
especificacdo dos neurbnios serotoninérgicos. De fato o desenvolvimento anormal dos
neurdnios e sinapses deste neurotransmissor, devido a mutacbes em diversos genes do
desenvolvimento como Sonic Hedgehog, Phox OXT2, GATA-2 e GATA-3, entre outros,
pode ser a base de uma disfuncdo no sistema serotoninérgico, responsavel por
comportamentos autisticos (SCOTT & DENERIS, 2005).

Técnicas de imagem aliadas a investigacfes genéticas para explorar a relacdo entre
mutacdes génicas e fungbes cerebrais, com relagdo ao transportador de serotonina (5-HTT),
observaram que um polimorfismo em uma regido promotora de expressao do gene SHTTLPR

tem sido relacionado a alteracdes transcricionais deste ultimo. Individuos homozigotos para o
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alelo longo possuem uma maior concentracdo de transportadores de serotonina, ao contrario
do que ocorre com a variante curta. Pesquisas comportamentais sugerem uma relacéo entre a
menor eficiéncia do alelo curto e o nivel anormal de ansiedade, medo e aumento da incidéncia
de disturbios afetivos. Estudos de imagem com individuos portadores do alelo curto, por sua
vez, demonstraram uma exagerada resposta da amigdala a estimulos de medo. O resultado
sugere que o medo e a ansiedade podem estar associados a presenca do alelo curto e,
conseqiientemente, a hiper-responsividade da amigdala a estimulos ambientais (MATTAY &
GOLDBERG, 2004).

Outro enfoque muito interessante que certamente abrird novo paradigma de
investigacdo refere-se a disseccdo molecular como no trabalho de Zirlenger & Anderson
(2003). Os autores realizaram microdisseccao por laser dos ndcleos central, lateral e medial da
amigdala de cérebros de roedores e conseguiram identificar a expressdo de uma série de genes
pela técnica de microarray. A aplicacdo deste método em tecido humano ou o isolamento de
ortélogos humanos dos genes expressados poderda evidenciar marcadores moleculares

interessantes a serem pesquisados nos individuos portadores de TID.

4.3.2 Estudos de gémeos e Estudos de familias

O método de estudo de gémeos consiste em comparar 0 nimero de pares de gémeos
monozigdticos (MZ) nos quais os dois individuos sdo afetados pela mesma doenca com o
numero de pares de gémeos dizigoticos (DZ) em que os dois individuos sdo afetados. O
material genético dos gémeos MZ ¢ idéntico, portanto diferencas entre os individuos séo
devidas a mutagdes genéticas ou a diferentes influéncias ambientais ou de desenvolvimento.

Gémeos DZ tém a mesma proximidade genética apresentada por irmdos nascidos em épocas
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diferentes. As diferencas entre esses individuos séo atribuidas tanto a fatores genéticos quanto
a fatores ambientais.

Folstein e Rutter (1977) estudando 11 pares de gémeos monozigoéticos (MZ) e 10
dizigdticos (DZ) onde ao menos um era autista, encontraram 36% de concordancia nos MZ e
zero nos DZ. Os autores consideraram também que 2 a 3% dos irméos serédo afetados e que ha
um risco 50 vezes maior nestes casos que na populagdo em geral. Outros autores encontraram
alta concordancia em MZ e concentracdo familiar.

O Quadro 2 apresenta os principais trabalhos de estudos de gémeos com TIDs.

A A Concordancia nos
Concordancia Concordancia  Presenca de

Autores, Ano N - pares Mesmo Sexo Transtornos
MZ DZ stress peri-natal Cognitivos-Sociais

i 82% MZ
Folsteine Rutter sim 36% Zero 77% nos DZ o nos

1977 10% nos DZ

i 92% Mz
Bailey 47 sim 60% nos DZ °nos

1995 - 10%nos DZ

1% MZ
Steffenburg 21 Sim 91% Zero nos DZ 91% nos

1989 30% nos DZ
Ritvo 21 L 96% 235% L L

1985

Quadro 2. Resultado dos estudos obtidos com gémeos

Steffenburg et al. (1989) também estudando gémeos, 11 MZ, 10 DZ do mesmo sexo,
além de trigmeos MZ, obtiveram em seu trabalho, nivel de concordéncia para autismo de
91% para 0s MZ e zero para os DZ. Resultados semelhantes foram relatados por Bailey et al.
(1995) que em seus estudos com 27 gémeos MZ e 20 DZ do mesmo sexo encontraram 60%
de concordancia para autismo entre os MZ e 92% de concordancia para transtornos cognitivos
e sociais comparados a 10% nos DZ.

Estudos de analise de segregacdo em familias de pacientes com uma determinada
sindrome ou doenca, sdo realizados para se entender como ocorre a transmissdo de uma

geracdo para outra. Ritvo et al. (1989) pesquisaram 207 familias (187 foram de casos
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esporadicos e 20 com recorréncia) . Descartaram a transmissao mendeliana e encontraram
taxa de recorréncia de 7% se ja houver um menino afetado e de 14,5% se houver uma menina
portadora e de 35% se houver duas criancas afetadas. Assim o risco de recorréncia é em tono
de 215 vezes maior ao da ocorréncia. Ou seja, embora o risco de recorréncia para os TIDs seja
baixo (2-8%), o risco relativo é de 50-200 vezes maior que a prevaléncia da doenca na
populacéo geral (MUHLE, 2004; BAILEY, 1996).

A alta concordancia entre gémeos MZ e a concentracdo familiar indica a grande
importancia de um componente genético na génese dos TIDs, enquanto a baixa concordancia

em gémeos DZ sugere um modelo de heranca oligogénico ou multifatorial para a doenca.

4.3.3 Estudos Cromossdmicos e de Ligacéo

Ainda ndo se sabe a identidade e o nimero de genes envolvidos com os TIDs. Um
estudo realizado por Pickles et al. (1995), indicou que pelo menos 3 a 10 genes devam estar
relacionados ao aparecimento do transtorno, enquanto outros autores sugerem um nimero
maior de genes responsaveis pelo estabelecimento dos TIDs (RISCH et al., 1999).

Genes candidatos sdo aqueles associados com um transtorno a partir da indicacdo de
estudos de ligacdo ou que codificam produtos que tém algo em comum, médica ou
biologicamente, com o transtorno que se esté estudando.

Genes e regides cromossdmicas candidatas a estarem associadas aos TIDs tém sido
identificadas principalmente através dos estudos de ligacéo, buscando probabilidades elevadas
de segregacdo conjunta dos marcadores polimorficos de uma determinada regido

cromossémica com os individuos afetados.
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Em 1998 a International Genetic Study of Autism Consortium (IMGSAC), publicou os
primeiros dados associando determinadas regides cromossomicas aos TIDs. Os resultados que
mais se destacaram em um grupo de 56 pares de irméos estudados no Reino Unido, foi a
ligacdo dos marcadores D7S530 e D7S684 na regido 7q com valor multiponto maximo de
LOD de 3,55.

Uma série de outros estudos de ligagdo (VEENSTRA- VANDERWEWLE,
CHRISTIAN & COOK, JR., 2004) mostraram ligacdes possiveis com as regides 2q, 3q, 1p,
1q, 5p, 69, 8q, 159, 19p, e Xq.

A ndo identificacdo de algum gene principal nestas regifes, consistentemente
associado com os TIDs tem sido frustrante. No presente tenta-se identificar sub-grupos para
efetuar estudos de ligacdo. Assim, por exemplo, considerar nas genealogias, além dos
individuos que tém TIDs, os que apresentam retardo na aquisi¢do da fala. Ou considerar 0s
pais como afetados ou ndo, baseados nessa alteragéo.

O gene SPCH1 que esta associado a um transtorno especifico do desenvolvimento da
fala e linguagem e que afeta a linguagem expressiva foi identificado na posicdo 7q31
(FISHER et al., 1998; LAl et al., 2000 e ASHLEY-KOCH et al. 1999), porém o gene SPCH1
foi clonado e caracterizado por Lai et al. (2001) e ndo parece estar associado com os TIDs
(NEWBURY et al., 2002).

Petek et al. (2001) encontraram uma duplicacdo em 7931 em um menino de treze anos
com Sindrome de Tourette e com atraso no desenvolvimento da linguagem. Esta concordancia
de observagdes relacionadas com transtorno da linguagem, embora ainda ndo tenha sido
confirmada, sugere que um locus no cromossomo 7, denominado AUTS1, contém um gene
que contribui a0 menos em um aspecto fenotipico dos TIDs.

Outros genes do cromossomo 7 considerados sdo: FOXP2, WNT2 e RELN. O gene

FOXP2 é o primeiro gene associado com um transtorno da fala e da linguagem e foi
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identificado recentemente. Descrito por Lai e colaboradores em 2001 esta associado com um
transtorno de rara ocorréncia em pessoas com dispraxia verbal do desenvolvimento
(dificuldade para realizar os movimentos faciais necessarios para a articulacdo verbal) e
problemas com o processamento da linguagem e com as habilidades gramaticais. Como as
pessoas com TIDs também tém problemas com o desenvolvimento da fala e da linguagem,
este gene é considerado como um candidato para os TIDs.

Wassink et al. (2001) analisou 0 gene WNT2 e encontrou duas trocas nas sequéncias
de nucleotideos em individuos com TIDs de duas familias distintas. Obtiveram resultados que
indicam uma tendéncia a transmissao de um alelo preferencial em um grupo de irmaos com
PSD (Phrase Speech Delay), quando tipificaram SNPs (nucleotideos polimorficos Unicos) em
regibes reguladoras. No entanto, McCoy et al. (2002) ndo encontraram associacdo entre
mutacdes no gene WNT2 e os TIDs.

Na regido 7922, o gene RELN, que codifica uma glicoproteina da matriz extracelular
(Reelina), foi implicado pela sua fungdo na plasticidade sindpica e ampla secrecdo na
migracdo neuronal (FATEMI, 2002) e pode apresentar alteracbes que afetam o
desenvolvimento cortical cerebelar. Estudos iniciais em pacientes com TIDs relatou a
transmissdo preferencial de alelos longos no polimorfismo de repetigdo 5 (PERSICO et al.,
2001) Outros dois estudos também demonstraram associacdo (ZHANG et al., 2002;
BONORA et al., 2003) mas outros trés ndo conseguiram replicar os resultados (KREBS et al.,
2002; DEVLIN et al., 2004; LI et al., 2004). Anormalidades na expressdo da proteina
correspondente estdo sendo investigados em estudos pos-morte do cérebro de pacientes com
TIDs.

Bonora et al. (2002), analisaram os genes PEF1/MEST, COPG2, CPAl e CPA5 na

regido 7932 e ndo encontraram resultados significativos.
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Investigacdes atuais (OWENS & KRIEGSTEIN 2002, MUHLE et al., 2004) sugerem
uma associa¢ao com 15911-q13 em um grande grupo de individuos com TIDs e polimorfismo
genético envolvendo o cromossomo 15, com um marcador numa subunidade do gene receptor
do acido amino-butirico (GABA), incluindo os trés genes de suas subunidades: GABRB3,
GABRA5 e GABRG3. A investigacdo sugere que 0os genes GABRB3 e GABRG3 podem
estar associados com este transtorno. Cook et al. (1998) investigaram o locus GABAAR3
utilizando 9 marcadores em 140 familias com um membro com TIDs, encontrando associacdo
com um Unico marcador (GABRB3 155CA-2). Esse resultado foi replicado por Buxbaum et
al. (2002), que utilizaram o mesmo marcador em 80 familias, obtendo resultados similares,
porém Salmon et al. (1999), ndo encontraram resultados positivos de associacdo entre os TIDs
e este locus. Um marcador de microsatélite, GABRB3, que é 3' ao gene GABRB3, foi
implicado também em um estudo de associacdo (MARTIN et al., 2000), mas os resultados de
ligacdo nesta regido foram inconsistentes. O achado mais promissor foi uma modesta
evidéncia para a ligacdo em D15S511, 5' de GABRB3, com um acréscimo em um subgrupo
de pares de irmdos que tiveram uma diminuicdo relativa a uma area de funcdo cognitiva em
relacdo a outras areas (NURMI et al.,2003) . Evidéncia limitada para a ligacdo foi detectada
também nesta regido sem um subgrupo de sujeitos (PHILIPPE et al., 1999 & SHAO et al.,
2002).

Também na regido 15911-13 um gene chamado UBE3A, que apresenta expressao
predominante no cérebro humano (HERZING et al. 2002) foi identificado como um gene
candidato para os TIDs por sua posi¢cdo nesta regido e por sua conhecida associacdo com a
sindrome de Angelman. Porém Veenstra-VanderWeele et al. (1999) ndo encontraram em seus
estudos, mutacdes deste gene em pacientes com TIDs.

Como a maioria dos individuos com alteragdes cromossomicas nesta regido nao

possuem TIDs, acredita-se que esses genes ndo sdo suficientes para o desenvolvimento da
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doenca. Esse fato reforca a hipdtese do sinergismo e/ou epistasia entre multiplos genes para
originar os TIDs.

A regido 3p25-p26 e 6¢21 apresentaram-se também altamente ligadas aos TIDs com
LOD scores para 3p25-p26 de 2.88 (AURAREN et al., 2002) e 6921 de 2.233 (PHILIPPE et
al., 1999). Estas regides cromossdmicas contém genes relacionados aos sistemas cerebral. O
cromossomo 3p25-p26 contém o gene do receptor da oxitocina (OT) e 0 cromossomo 621
contém o gene receptor do glutamato (GIuR6). O sistema de OT foi envolvido nos prejuizos
relacionados ao comportamento social apresentados nos TIDs. Estudos com animais
mostraram que os niveis de OT afetam o comportamento social nos ratos. As criangas com
TIDs apresentam niveis baixos de OT no plasma, e a relacdo do precursor inativo de OT (OT-
X) ao peptideo ativo de OT parecem ser significativamente mais elevadas nas criangas com
TIDs (MUHLE, 2004). O sistema do glutamato pode ter um papel importante na
fisiopatologia dos TIDs.

Wau et al, (2005), estudando um grupo de TIDs na China, ao genotiparem quatro SNPs
situados no gene de OXTR encontraram associacdo genética significativa entre o TIDs e dois
SNPs testados (rs2254298 A: Z = 2.287, p = 0,222; rs53576 A: Z = 2,573, p = 0,101).
Haplotipos construidos com todos os marcadores mostraram uma transmissao adicional
significativa para as analises especificas e globais dos haplétipos (p = 0,020 e 0,289,
respectivamente), sugerindo o envolvimento da OXTR na suscetibilidade para os TIDs e
advertindo para a necessidade de estudos de replicagdo. (YLISAUKKO-OJA et al., 2006)

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no cérebro e é envolvido
diretamente em fungdes cognitivas, tais como a memoria e a aprendizagem. O gene GIuR6
localizado no cromossomo 6921 foi associado com os TIDs pelo desequilibrio de ligacéo e
pela analise ligagdo em uma populagdo autistica examinada que possuia uma Uunica

substituicdo do aminoacido em GIuR6 (M8671) em um dominio altamente conservado da
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proteina. Em estudos de ligacao realizados em pacientes com TIDs e esquizofrénicos (BAH et
al., 2004; SHUANG et al., 2004) ambos os resultados demonstraram contraste na transmissdo
do alelo maternal em relacdo ao paternal, onde o primeiro parece estar em desequilibrio na
transmissdo. Esta mutacdo foi encontrada em 8% dos sujeitos com TIDs e em 4% de
controles. (JAMAIN et al., 2002).

Aberracdes estruturais na regido 17p11.2, critica para a sindrome de Smith-Magenis,
também foram relatadas em pacientes com TIDs (PATOCKI, 2000).

Pelo menos trés grupos diferentes de investigacdo descreveram uma ligacdo genética
entre uma regido do cromossomo 2 e os TIDs. O cromossomo 2 contém alguns genes
associados com a funcdo gastrointestinal. Dois grupos diferentes de investigacdo
(BUXBAUM et al., 2001, e SHAO et al., 2002) encontraram que a ligacdo do cromossomo 2
com os TIDs era maior quando estudaram um subgrupo de individuos com TIDs e atraso na
linguagem.

Bauxbaum et al. (2001) apresentaram resultados que associam a liga¢do dos TIDs com
0 cromossomo 2q utilizando os marcadores D2S364 e D2S335. Ao restringir a anélise a um
grupo de 49 pessoas com dois ou mais individuos da familia com diagndstico de TIDs,
obtiveram um valor de LOD mais alto. Ramoz et al., 2004, mapearam o0 locus de
suscetibilidade para os TIDs na regido 2g23-g33 e encontraram uma forte associagdo dos
TIDs com um SNPs no gene SLC25A12. No entanto ndo existem evidéncias de mutacoes

patogénicas em algum gene desta regiéo.

Os estudos genéticos realizados em pacientes com TIDs e a analise da ligacdo genética

expressada em Logaritmo de Chances (LOD escore) pode ser observado no quadro 3.
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Cromossomo Marcador LOD Referéncia Bibliogréafica
1p13.2 D1S1675 2,63 Auranen et. al, 2002
1p13.2 D1S1675 2,15 Risch et al, 1999
1p21.3 D15498 2,32 Auranen et. al, 2002
1922 D1S2721 2,88 Ylisaukko-oja et al, 2004
1923.3 D1S484 3,58 Ylisaukko-oja et al, 2004
1g42.2 D1S1656 3,06 Buxbaum et al, 2004
2931.1 D2S2188 4,80 IMGSAC, 2001
2g31.1 D2S335 3,32 Buxbaum et al, 2001
2033.1 D2S116 2,86 Shao et al, 2002
3q24.1 D352432 3,32 Ylisaukko-oja et al, 2004
3p25.3 D3S3691 2,22 McCauley et al, 2005
3022.1 D3S3045-D3S1763 3,10 Alarcon et al, 2005
3026.32 D3S3715, D3S3037 4,81 Auranen et. al, 2002
4923 D4S1647 2,87 Buxbaum et al, 2004
4927 D4S3250 2,73 Buxbaum et al, 2004
4932.3 D4S2368 2,82 Ylisaukko-oja et al, 2004
5p13.1 D552494 2,55 Liu et al, 2001
5p13.1 D5S52494 2,54 Yonan et al, 2003
6914.3 D6S1270 2,61 Buxbaum et al, 2004
6016.3 D6S283 2,23 Philippe et al, 1999
7q921.2 D7S1813 2,2 Barrett et al, 2001
7921.2 D7S1813 2,17 Bradford et al, 2001
7922.1 D7S477 3,55 IMGSAC, 2001
7932.1-34 D7S530-D7S684 3,55 IMGSAC, 1998
7933 D7S640 2,01 Ashley-Koch et al, 1999
7934-36.2 D7S1824-D7S3058 2,98 Alarcon et al, 2002
7q036.1 D75483 3,7 Molloy et al, 2005
9p22.2 D9S157 3,11 IMGSAC, 2001
9934.3 D9S1826 3,59 IMGSAC, 2001
11p11.2-13 D11S1392-D11S1993 2,24 Yonan et al, 2003
13g12.3 D135217-D13S1229 2,3 Barrett et al, 2001
13922.1 D13S800 3,0 Barrett et al, 2001
13g22.1 D13S800 2,54 Bradford et al, 2001
13¢32.1-32.3 D13S793-1271 2,86 Ylisaukko-oja et al, 2004
15q12 GABRB3 4,71 Shao et al, 2003
15921.2 CYP19 2,21 IMGSAC, 2001
16p13.13 D16S3102 2,93 IMGSAC, 2001
16p13.2 D16S407 2,22 IMGSAC, 2001
17p11.2 D17S1298-D17S51299 2,22 Alarcon et al, 2005
17911.2 D17S1800-D17S51294 8,0 Sutcliffe et al, 2005
17911.2 D17S51294-D175798 4,3 Stone et.al,2004
17911.2 D17S1294 2,85 McCauley et al, 2005
17911.2 D17S1800 2,83 Yonan et al, 2003
17911.2 HTTINT2 2,34 IMGSAC, 2001
17921.2 D17S1299 2,26 McCauley et al, 2005
17921.32 D17S2180 4,1 Cantor et al, 2005
17924.3 D17S1290-D17S1301 2,84 Alarcon et al, 2005
19p13.11 D19S930 2,77 McCauley et al, 2005
19p13.12 D19S714 2,53 Liu et al, 2001
19p13.12 D19S714 2,31 Buxbaum et al, 2004
21g21.1 D2151437 3,4 Molloy et al, 2005
Xq21.33 DXS6789 2,54 Shao et al, 2002
Xq25 DXS1047 2,67 Liu et al, 2001
X028 F8C 2,1 Vincent et al, 2005

Quadro 3 : Estudos Genéticos nos TIDs
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No cromossomo X, uma regido importante é a Xq22-g23, onde esta mapeado o gene
AGTR2. Os estudos neste gene tém corroborado dados anteriores sobre delecdo desta regido
em individuos com TIDs e a alta frequéncia de deficiéncia mental nesses pacientes
(FOMBONNE 2002, VERVOORT et al., 2002, THOMAS et al., 1999). No entanto, a regido
mais significativa € a Xql3-g21 que contém um dos genes da familia das neuroliguinas. As
neuroliguinas constituem uma familia de proteinas que atuam como mediadoras da interacéo
celular (moléculas de adesdo) entre neurdnios que possuem receptores do tipo neuroxinas
(ICHTCHENKO et al., 1996; SONG et al., 1999) e devem ser fatores essenciais para 0 bom
funcionamento das sinapses (SCHEIFFELE et al., 2000). Na realidade, cinco genes
codificadores de neuroliguinas foram identificados no genoma humano: NLGN1 em 326,
NLGN2 em 17p13, NLGN3 em Xg13, NLGN4 em Xp22.3 e NLGN4Y em Yql11.2 (JAMAIN
et al., 2003). Mutac6es nos genes NLGN3 e NLGN4 foram encontradas em duas familias com
membros afetados por Autismo e Sindrome de Asperger, sugerindo um comprometimento
funcional da sinapse (CARVALHEIRA, VERGANI & BRUNONI, 2004). No entanto a
investigacdo de mutacdes nestes em 196 pacientes com TIDs ndo revelou mutagdes que
pudessem alterar a regido codificadora destes genes (VINCENT et.al., 2004).

Varios estudos tém descrito uma possivel associacdo entre os TIDs e duplicacfes
citogenéticas do braco proximal do cromossoma 15. A regido 15911-13, critica para a
sindrome de Prader Willi/Angelman, apresenta alteracdo em 1 a 4% dos pacientes TIDss
(COOK et al., 1998). Durante mais de 12 anos, observou-se que alguns individuos apresentam
copias extras (duplicacdo) da regido 15g11-13. Encontrou-se pequenos segmentos de DNA
(marcadores) no cromossomo 15, 0s quais se observam com maior freqiiéncia em individuos
com TIDs (em quem a analise de cromossomos demonstrou que ndo tém uma anomalia
aparente do cromossomo 15) do que em individuos da populagdo normal. Esta descoberta

sugere participacdo do gene dessa regido no desenvolvimento dos TIDs. Nessa mesma regido
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encontram-se as delecfes responsaveis pelas sindromes de Prader-Willi e de Angelman. Foi

relatada uma alta associacdo entre pacientes com TIDs e sindrome de Angelman, no entanto,

nenhuma das criancas com TIDs com duplicagéo inversa de 15911-g13 tinham caracteristicas

clinicas de sindrome de Angelman ou Prader-Willi.

Autor(es), Tipo Regiéo Gene
ano de Estudo Cromossdmica Candidato
* 1 a
Ballxbaum, 2001 estudo de ligagao 2q23-q33  DLX1/DLX2, SLC25A12
Shao, 2002 * analise citogenética
Mubhle, 2004 * estudo de ligacéo 3p25-p26 oT
Risch, 1999
IMGSAC, 2001 * proximidade com o locus
Bauxbaum, 2001 da fibromatose fetal AUTS1, FOXP2,
Aurarem, 2002 * translocagdes 7931-933 NPTX2, IMMPL2,
Wassink, 2001 * analise citogenética 7922 - 933 WNT2, RAY1/ST7,
Lai, 2001 * triagem gendmica SLC25A12, RELN e
Liu, 2001 HOXA1
Hong, 2001
Jamain et al., 2002 *desequilibrio e andlise ligacac 6921 GluR6
Veenstra- *receptor de serotonina 13q14.2 HTR2A
VanderWeele,2002
Owens e * associa¢do com regido
Kriegstein, 2000 critica para Sindrome de GABA:
Muhle, 2004 Prader-Willi/Angelmam 15911 - 13 GABRB3, GABRADS,
IMGSAC, 2001 * analise citogenética GABRG3 e UBE3A
Shao, 2002 * triagem genbmica
Kim, 2002 *transporte de serotonina 17g911.2 SLC6A4
Frombonne, 2002
Vervoot, 2002  * delecdo da regido em autistas Xq22 - 33 AGTR2
Thomas, 1999
Jamain, 2003 * relagdo com neuroliguinas Xql3-g21 NGLN3
CooK, 1997 * proteinas participantes 5-HTT, 5-HTR2A

do sistema seritonérgico

Quadro 4- Principais estudos, regides cromossdmicas e genes candidatos associados

aos TIDs.
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A neuroquimica do cérebro também foi extensivamente estudada nos TIDs, em especial
com 0s neurotransmissores como a serotonina (PIVEN et al.1991; WHITAKER-AZMATIA,
2001), GABA (DHOSSCHE et al., 2002), e secretina (KAMISNSKA et al., 2000).

Algumas investigacfes demonstraram que certas pessoas com TIDs tém niveis
sanguineos de serotonina mais elevados do que a média da populacdo (ANDERSON et al.,
1987; PIVEN et al.,, 1991). Além disso, o tratamento com inibidores da reabsorcdo de
serotonina mostrou atenuar parte da sintomatologia dos TIDs em individuos afetados
(BRODKIN et al., 1997; FATEMI, 2002). Esses resultados despertaram o interesse no
conhecimento da biologia molecular dos genes e proteinas envolvidos no sistema

transportador/receptor da serotonina.

4.4 Sistema Serotoninérgico

4.4.1 Neurotransmissores

Os neurotransmissores sdo substancias que medeiam processos cerebrais. Entre eles
encontram-se a serotonina, responsavel pelas atitudes ligadas ao impulso, a noradrenalina ou
epinefrina, responsavel pelo interesse que os estimulos despertam no individuo e a dopamina
envolvida no mecanismo de tomada de decisdes.

Alteracdo nesses neurotransmissores provoca quadros de ansiedade, irritabilidade,

humor instavel e emocGes comprometidas.
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4.4.2 Evolucéo

A serotonina como um neurotransmissor apareceu muito cedo na evolucdo e foi
conservada nos animais superiores, incluindo os humanos o que a coloca como
desempenhadora de um importante papel do Sistema Nervoso (SN).

Evolutivamente, existiu nas plantas, mesmo antes dos animais. A serotonina pode ser
relacionada a evolucdo da prépria vida, particularmente com o papel da sua molécula
precursora, o triptofano que é um aminoacido essencial, original em suas propriedades
absorvedoras de luz. Nas plantas, os compostos de triptofanos capturam a energia clara para o
uso no metabolismo da glicose e na geracdo do oxigénio e de cofatores reduzidos. O
triptofano, o oxigénio, e os cofatores reduzidos combinam parar formar a serotonina.
(WHIRAKER-AZMITIA, 2001)

A serotonina também é encontrada no sistema nervoso da lesma marinha (Aplysia),
desempenhando um papel na memdria do animal: ela facilita a retracdo das guelras da criatura
em resposta a um evento que tenha sido associado anteriormente a um estimulo nocivo.

Os neurdnios de serotonina influenciam a capacidade da sanguessuga de nadar e colar-
se a um corpo morno (SOUBRIE, 1986).

A serotonina é implicada em mais comportamentos, mecanismos psicoldgicos, e
processos da doenca do que outros neurotransmissores cerebrais.

Os neurdnios serotoninérgicos sdo um dos primeiros neurdnios a emergir durante o
desenvolvimento adiantado do cérebro e cordao espinal, aproximadamente pela sexta semana

do gestacao nos seres humanos.
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4.4 .3 Historico

A descoberta da serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) ocorreu na década de 50 quase
simultaneamente em centros na Itdlia e nos Estados Unidos, realizando trabalhos
independentes. Fisiologistas do século passado ja sabiam da existéncia de uma substancia
vasoconstritora no sangue que, ao passar pelos pulmdes, perdia suas propriedades
hipertensivas. Rapport, em Cleveland, estudando fatores hipertensores humorais do tipo da
angiotensina, conseguiu isolar essa substancia numa forma cristalina, chamando-a de
serotonina (5-HT) (KAPLAN & HAMMER, 2003).

Com estudos iniciados na década de 30, Erspamer estabeleceu que a 5-HT tinha uma
ampla distribuicdo na natureza e ocorria em outros tecidos, afora o sangue. Esse grupo
italiano propunha-se a extrair e caracterizar uma substdncia que impunha propriedades
histoquimicas peculiares as células enterocromafinicas da mucosa gastrointestinal. Em 1942,
Erspamer e Asero caracterizaram uma substancia em células enterocromafinicas da mucosa
gastrointestinal de vertebrados, chamada pelo grupo de enteramina. No final da década de 40,
0 corpo de evidéncias levantado por essa equipe permitia aferir que a substancia em questdo
era uma indol-alquilamina que se distribuia amplamente pelo corpo. Apesar disso, 0 primeiro
cientista a deduzir o componente ativo dessa substancia foi Rapport, mantendo o nome de
serotonina (KAPLAN & HAMMER, 2003).

Em 1951, Hamlin e Fischer conseguiram sintetizar a molécula proposta por Rapport e
verificaram que seu composto tinha todas as propriedades atribuidas a serotonina.
(YAMAWAKI & HAYAKAWA, 1992).

Embora a 5-HT tenha sido identificada em tecidos cerebrais no inicio da década de 50
por Gaddum, que verificou que a dietilamida do acido lisérgico (LSD) bloqueava o efeito

periférico da 5-HT, sugerindo que o LSD provocaria seus efeitos alucindgenos por
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antagonizar o efeito fisiologico da serotonina no cérebro, apenas na década seguinte a
utilizacdo da técnica de fluorescéncia histoquimica de Flack-Hillarp permitiu uma
identificacdo mais detalhada de corpos celulares no sistema nervoso central contendo
serotonina (NICHOLS, 2004).

Entdo, na época em que a serotonina foi isolada, ja havia um respeitavel volume de
estudos demonstrando que ela se distribuia amplamente na natureza e tinha uma variedade de

propriedades farmacoldgicas.

4.4.4 — Vias Serotoninérgicas

Vaérios estudos apontam a importancia do sistema serotoninérgico no controle de
varias fungdes organicas, como a regulacdo cardiovascular, apetite, sono, funcdo sexual,
humor, sensibilidade.

Neurdnios contendo 5-HT sdo encontrados no mesencéfalo, ponte e bulbo e estdo
essencialmente confinados as zonas mediana e paramediana nos chamados ndcleo de rafe
(figura 1).

Cada nucleo de rafe envia projecGes para varias regides do encéfalo. Aqueles mais
rostrais, na ponte e no mesencéfalo, inervam a maior parte do encéfalo, de forma difusa
(BEAR et al., 2001). Aqueles mais caudais, no bulbo, inervam a medula espinhal, onde
modulam sinais sensoriais relativos a dor.

Muitas investigacdes abordando a origem mesencefalica dos ax6nios serotoninérgicos
demonstraram que os nucleos dorsal e mediano da rafe seriam as principais fontes de
inervacdo serotoninérgica ascendente (BOBILLIER et al., 1975; MOLLIVER, 1987;

HARING, 1991). As vias serotoninéergicas ascendentes seguem um estreito paralelismo com
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as vias noradrenérgicas e dopaminérgicas. Podem ser distinguidas duas vias serotoninérgicas

ascendentes: a dorsal e a ventral.

SISTEMA SEROTONINERGICO \ el eeotd

Figura 1- ProjecGes do Sistema Serotoninérgico a partir dos ndcleos de rafe.

A dorsal procede pelo feixe frontocerebral mediano, mas antes de fazé-lo inerva os
neurdnios que contém dopamina do SNC influenciando, assim, a descarga do sistema
dopamina. Ela origina-se principalmente no Nucleo Dorsal de Réafe (NDR) e distribui-se para
a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), coliculos superior e inferior e hipotalamo, onde se
junta a via serotoninérgica ventral. A partir dai sua vias procedem separadamente pela estria
terminal e pelo fornix e projetam-se para a amigdala e neocortex, respectivamente
(AZMITIA, 1991).

A via serotoninérgica ascendente ventral se origina dos nucleos medianos e dorsal de
rafe, com predominio do mediano, percorre o tegmento ventral e penetra no feixe

prosencefalico medial, projetando-se no hipotalamo posterior e corpos mamilares. Ao longo
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de seu caminho ascendente, envia fibras para o ndcleo interpeduncular, substancia negra e
talamo. Um outro contingente de fibras atravessa o fornix em direcéo ao septo e hipocampo.
As vias serotoninérgicas descendentes se originam dos nucleos das rafes bulbares,
entre 0s quais estd o nucleo magno da rafe, do qual partem vias que se projetam no corno
dorsal da medula. Estas vias constituem um importante sistema descendente de controle da
dor (COIMBRA et al., 2006).
Outras regides cerebrais como a linha média do tdlamo e o ndcleo supraquiasmatico do

hipotdlamo recebem fibras serotoninérgicas de ambos os nucleos da rafe (AZMITIA, 1991).

IMPLICACOES

ORIGEM

PROJECOES

FISIOLOGICAS E CLINICAS

Nucleo Mediano de Rafe

Formacéo reticular, tdlamo e areas
inervadas pelo feixe
prosencefalico medial (por
exemplo, hipocampo)

Regulagdo do fluxo sanguineo
cerebral, sono e enxaqueca,
tolerancia ao estresse persistente,
inibicdo comportamental,
agressividade.

Nucleo Dorsal de Rafe

Coliculos, matéria  cinzenta
periaguedutal, amigdala, ganglios
da base, neocértex, hipocampo

Estimulado por eventos aversivos,
regulacdo do comportamento
defensivo, ansiedade.

Vias descendentes inibitdrias

Nucleo Magno de Rafe Medula Espinhal

Quadro 5: principais vias serotoninérgicas, suas projecdes e implicacéoes fisiologicas e
clinicas.

4.4.5 Triptofano

O triptofano € um aminoacido aromatico, essencial, misto (glicogénico e cetogénico).
Forma dois produtos principais: a melatonina, produzida pela glandula pineal e relacionada
com o ciclo circadiano (sofre interferéncia da luz); e a serotonina, encontrada nos mastacitos,
basofilos, plaquetas, células enterocromafins do intestino e no cérebro, relacionada com o

sistema de protecdo (vasoconstri¢do), € um neurotransmissor do sistema limbico. Além disto,
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o triptofano é precursor da vitamina B3 (niacina) e € um dos aminoacidos que estimula a
secre¢do de insulina e hormdnio do crescimento (CUQ et al., 1978).

O triptofano, ndo podendo ser produzido pelo organismo, é obtido da degradacdo das
proteinas cerebrais ou da circulacdo plasmatica (pool aminoacidico), sendo este fornecido
através da ingestdo dietética normal ou degradaco protéica corporal (WURTMAN, 2005). E
0 precursor da serotonina no cérebro, e também o Unico aminoacido que circula ligado a
albumina pela corrente sangliinea 50mM (90%) (BAILEY, DAVIS & AHLBORN, 1993;
CHAOULOFF, 1989; FERNSTROM, 1994), embora também haja uma pequena proporcao
5mM (10%), que circule na forma livre (JAKEMAN, 1998; SALTER, KNOWLES &
POGSON, 1989; SOARES, NAFFAH-MAZZACORATTI & CAVALHEIRO, 1994).

A conversdo de triptofano em serotonina é influenciada pela proporcéao de carboidratos
na dieta (WURTMAN, 2005). A quantidade de triptofano disponivel no cérebro para
conversdo em serotonina depende ndo somente da quantidade de triptofano no plasma, mas
também da razdo entre triptofano plasmatico e outros cinco aminoacidos: tirosina,
fenilalanina, leucina, isoleucina e valina. Todos esses seis aminoacidos sdo comparativamente
grandes moléculas e fisiologicamente a maioria deles é eletricamente neutra (cargas + e -).
Isto dificulta a difusdo de moléculas hidrossoltveis dos capilares do cérebro a ter acesso para
0s neurdnios e outras células do cérebro. Sua passagem entre o sangue e o cérebro é facilitada
pelo carreador de moléculas presentes nas células endoteliais dos capilares cerebrais. Uma
Unica espécie de carreador molecular transporta todos os seis aminoacidos neutros através da
barreira hemato-encefalica. Portanto, na barreira hematoencefalica, o triptofano livre (TRPL)
compete com 0s outros cinco aminoacidos (aminoécidos neutros: AN) para seu transporte e

consequente sintese de serotonina cerebral (PARDRIDGE, 1998). (figura 2)
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Figura 2: Captacéo do triptofano e metabolismo da serotonina em repouso (TRP/AN)

Os aminoacidos competem um com 0s outros por adesdo ao carreador e desta forma,
da corrente sanguinea para o cérebro. Isto leva a diminuicdo de triptofano em relacdo aos
outros aminoacidos: tirosina, fenilalanina, leucina, isoleucina ou valina. Entre 0s cinco
aminoacidos competidores, 0 que possui a menor concentracdo plasmaética é o triptofano
(50uM). E estimado que a razdo entre TRP:AN seja de 1:100 (JAKEMAN, 1998).

Uma abordagem utilizada na investigacdo da captacdo cerebral de triptofano € a
proporcdo plasmaética entre TRP e a soma dos aminoéacidos neutros (AN): (TRP/< AN). Os
mecanismos que aumentam a concentracdo de TRP, sobre a soma de seus competidores, séo
provaveis de aumentar a sintese de serotonina cerebral (FERNSTROM, 1994). Outro aspecto
da competicdo pela barreira hematoencefalica é o aumento da concentracdo da parcela livre
do triptofano. A albumina também transporta acidos graxos livres, quanto maior sua
concentracdo plasmatica mais triptofano livre é deslocado, melhorando sua captacdo cerebral
(DAVIS, 1995). E aceito que a taxa de sintese de serotonina é dependente da disponibilidade

do substrato (triptofano livre) no plasma, uma vez que a enzima limitante do processo no
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sistema nervoso central (triptofano hidroxilase) (CHAOULOFF, 1993, 1997) estd cerca de
50% saturada.

A sintese de serotonina cerebral pode ser modulada por trés fatores: quantidade de
triptofano total no plasma (proporc¢éo entre a parcela livre e a ligada a albumina); transporte
de triptofano livre pela barreira hematoencefalica contra seus competidores (TRP/<AN) e a
atividade da enzima triptofano hidroxilase. Os dois primeiros mecanismos possuem
possibilidade de manipulacéo dietética.

Uma refeicdo hiperproteica, desta forma, reduz a razao do triptofano plasmatico para
competir com 0s outros aminoacidos. Pouco triptofano é carreado através da barreira e ocorre
entdo pouca reacdo nos neurénios. Dieta com mais carboidratos tem efeito oposto, porque a
secrecdo de insulina em resposta a ingestdo de carboidratos, reduz os niveis plasmaticos dos
aminoacidos competidores, mas ndo os de triptofano. Assim, 0s outros aminoacidos circulam
como moléculas livres, mas o triptofano é transportado pelo plasma ligado a albumina
(PARDRIDGE, 1998; BOURRE, 2004).

O triptofano é essencialmente imune aos efeitos da insulina. O resultado disso é que
apo6s uma ingestdo de carboidrato, os niveis plasmaticos de triptofano aumentam em relacéo
aos competidores oferecendo mais triptofano para reagir com os neurénios (WURTMAN,

2005)

4.4.6 — Formagéo quimica da serotonina

A transformacdo de triptofano em 5-HT ocorre dentro dos corpos dos neurénios

serotonérgicos, principalmente aqueles localizados no nucleo da rafe (GALLAGHER et al.,

2003). O processo envolve duas enzimas:
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A primeira, a triptofano hidroxilase, é a enzima limitante da sintese de 5-HT.
Encontra-se somente 50% saturada nos sitios do SNC, onde a 5-HT ¢é produzida (YOUNG &
GALTHIER, 1981), e converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano. Esse composto
intermediario é encontrado em pequena quantidade, pois sua conversdo a 5-HT ¢é rapida. A
enzima responsavel por essa eficiente transformacdo, a decarboxilase dos aminoacidos
aromaticos, é amplamente distribuida e age sobre um grande espectro de substratos, tendo
reservas capazes de responder a cargas de 5-hidroxitriptofano, muitas vezes superiores ao
normal.

Uma vez produzida, a 5-HT é armazenada em vesiculas pré-sinapticas localizadas nos
terminais axoénicos. Estudos em ratos demonstraram que a atividade de liberacdo das vesiculas
obedece a um padrdo ritmico lento (GALLAGHER et al., 2003) e que a liberacdo €
dependente da atividade neuronal. Esse padrdo parece ser uma variacao fisioldgica, visto que
em gatos essa atividade diminui durante o sono (PUIZILLOUT et. al., 1981).

Apos a liberacdo da serotonina na fenda sinaptica para a agdo como neurotransmissor,
ela pode ser recaptada para o terminal ax6nico pelos receptores pré-sindpticos ou, entdo, ser
degradada na sinapse.

O metabolismo da 5-HT envolve outra enzima encontrada em quantidade abundante e
com propriedades sobre varios substratos. A monoaminoxidase (MAQO) é que inicia 0
processo de degradacdo da 5-HT a acido Hidroxi-indolacético (5-HIAA). Como na sintese, 0
metabolismo de 5-HT envolve uma rota de dois passos. A MAO oferece a enzima aldeido
desidrogenase o primeiro metabolito da 5-HT, 5-hidroxindol acetaldeido, e essa o converte
em 5-HIAA. O dltimo é um metabolito facilmente medido e considerado um marcador da
funcdo serotonérgica. Seus niveis estdo elevados quando ha um aumento na producdo de 5-

HT (VEENTRA-VANDERWEELE et al., 2002). (figura 3)
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Figura 3 — Sintese e degradacdo da serotonina

4.4.7 — Sinapse serotoninérgica

A serotonina é produzida em nivel central nos nucleos localizados na ponte e parte
superior do tronco encefalico e em nivel periférico nas células enterocromoafins intestinais.
Como em outros transmissores, a 5-HT € liberada na juncdo sinéptica e exerce seu

efeito nos receptores especificos da membrana pos-sinaptica. Alguns receptores de serotonina
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sdo pre-sinapticos e outros pos-sinapticos. Os neurdnios que secretam 5-HT sdo denominados
serotoninergicos.

O precursor primario do L-triptofano (Trp) € obtido através de dieta que por meio de
um aminoacido transportador ingressa no neurénio, onde ocorre uma hidroxilizacdo (TpH) e
uma carboxilizacdo convertendo-o em serotonina (5-HT), que é transportada até serem
armazenadas em vesiculas pré-sinapticas através do transportador vesicular tipo 2 da
monoamina (VMATZ2), para liberacdo posterior na fenda sindptica (VEENSTRA
VANDERWEELE, et al. 2002).

A 5-HT captada pelas vesiculas sinapticas, quando se d& o impulso nervoso, € liberada
por processo de exocitose. Pos-sinapticamente pode atuar em receptores chamados de 5-
HT1(A,B,D ou E), 5-HT2(A,B ou C), 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5(A ou B), 5-HT6 ou 5-HT7.

O principal mecanismo de retirada da 5-HT da fenda sinéptica € a recaptacdo pelo
terminal nervoso. A serotonina é removida das sinapses apds sua liberacdo, por um processo
de recaptacdo pelo neurbnio pré-sinaptico, os de tipo 5-HT1A, nos corpos celulares, e 0s tipos
5-HT1B ou 1D (dependendo da espécie), nos terminais nervosos dos neurbnios
serotonérgicos. Todos esses receptores, a excecao dos 5-HT3, ligados a canais ibnicos, estdo
relacionados a proteina G.

Apos recaptacao, sdo degradadas dentro do neurénio, pela enzima monoamonoxidase
(MAO) e convertida no &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), ou sdo "re-embaladas” em
vesiculas, para serem liberadas na fenda sindptica novamente, como observado na figura 4
(MILLS, 1998).

Portanto, sua degradacao intracelular ocorre pela enzima monoaminoxidase (MAOQ),
sendo um de seus principais metabolitos o acido 5-hidroxiindolacético (SHIAA).

Verificou-se que os inibidores da monoaminoxidase (IMAOs) bloqueiam a enzima

MAO, que destrdi as monoaminas, e os triciclicos inibem a recaptacdo das monoaminas.



53

Neurdnio

Pos-sinaptico SHTa 5-HTzx /
" Y

Axonio
Terminal

Neurénio
Pré-sinaptico
Ceélulado
Corpo

Figura 4: Modelo de sinapse serotoninérgica (VEENSTRA VANDERWEELE, et al. 2000.)
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Figura 5: Fisiologia normal da liberagéo sinaptica da serotonina
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4.4.8 Causas do Aumento do Nivel de Serotonina

A estimulacdo excessiva dos receptores pos-sinapticos SHT1A e 5HT2 devido ao
aumento da disponibilidade de serotonina, tanto em nivel central como em periférico pode
resultar em uma fisiopatologia conhecida como sindrome serotoninérgica (BIRMES et al.,
2003). Os niveis de serotonina podem aumentar segundo: 1) aumento da sintese do L-
triptofano, 2) aumento da liberacdo através de anfetaminas, cocaina, fenfluramina, reserpina,
3) diminuicdo na recaptacdo através de inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina como
anti-depressivos triciclicos, trazone, venlafaxina, meperidina, 4) pela diminuicdo do
metabolismo através de inibidores da MAO, 5) por estimulacdo direta dos receptores pos-

sinapticos como buspirona, L-dopa, litio, acido lisérgico e trazodone (MASON et al., 2000).

PRESINAPTICO
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Triptéfano hidroxilasa

5-Hidroxitriptofano
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MAO

Serotonina —> Acido 5-Hidrexindeolacético

5TH 1A
Serotonina {Autoreceptor)

¢ MAO
Acido 5-Hidroxindolacético
i 5 5TH 2A 5TH 1A
@] O O @]

POSTSINAPTICO

Figura 6: Fisiologia do aumento do nivel de serotonina
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4.4.9 Evidéncias do aumento do Nivel de Serotonina em pacientes com TIDs

Em 1961, Shain e Freedman identificaram pela primeira vez um aumento da
serotonina em 30% de pacientes com autismo infantil, o que veio a ser confirmado por muitos
outros autores (COOK, 1990).

Abramson et al. (1989) relataram elevado nivel de serotonina no sangue em probandos
autistas e em seus parentes de primeiro-grau. Piven et al. (1989, 1991) encontraram que 0S
niveis da serotonina eram significativamente mais elevados em individuos autistas com um
irmdo com autismo ou TID do que naqueles sem um irmdo com esta doenca, e que 0S
pacientes com TIDs sem um irmdo afetado os niveis de serotonina sdo significativamente
mais elevados do que controles.

Alguns autores supdem que um aumento consistente da serotonina nos membros de
uma familia indica uma associacdo com fatores genéticos ou uma predisposicao para os TIDs
(ABRAMSON et al., 1989).

Os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela hiperserotonemia nos TIDs nao sdo
ainda conhecidos. Como hipdteses temos 0 aumento da recaptacdo e/ou a diminuicdo da
libertacdo da 5-HT. Parece haver portanto, um grupo heterogéneo de causas (ANDERSON,
2002).

Observou-se que deplecao de serotonina muito precocemente em fetos de ratos leva a
uma reducdo permanente no nimero de neur6nios em ratos adultos (WHITAKER-AZMITIA,
2001).

Por outro lado, niveis persistentemente elevados de serotonina poderiam indicar um
déficit na eliminacdo de sinapses em cérebros de pacientes com TIDs e poderiam contribuir
para um aumento no numero de minicolunas corticais (KELLER & PERSICO, 2003).

Chugani et al. (1999), reportaram uma série de trabalhos utilizando PET scan com o



56

marcador alfa-metil-triptofanico. Um estudo mostrou sintese alterada de serotonina nos tratos
dentato-talamo-corticais em pacientes com TIDs do sexo masculino. Além disso, o periodo de
sintese elevada de serotonina cerebral que ocorre em criancas tipicas até os 5 anos de idade
(capacidade de sintese 200% maior do que em adultos) ndo parece ocorrer em criangas com
TIDs. Nestas, a capacidade de sintese de serotonina aumenta gradualmente dos 2 aos 11 anos
de idade, alcancando valores 1,5 vezes maiores do que aqueles observados em adultos tipicos
(MULLER etal., 1998. & CHUGANI et al., 1997).

A mais alta concentracdo de 5HT (90%) € encontrada nas células enterocromafins do
trato gastrointestinal. A maioria do restante do 5HT corporal é encontrada nas plaquetas e no

SNC.

4.4.10 Barreira hemato encefalica e TIDs

Segundo Janusonis (2005), diferentes grupos evidenciaram anormalidades anatdmicas
em cérebros de paciente com TIDs, tais como numeros reduzidos de células de Purkinje no
cerebelo (KERN, 2003); crescimento raramente rapido do volume e da circunferéncia cortical
cerebral da cabeca durante os primeiros anos apés o nascimento (CARPER &
COURCHESNE, 2000); minicolunas cortical anormais (CASANOVA, 2004); anormalidades
do sistema limbico (SCHUMANN et al., 2004); anormalidades cerebrais (RODIER, 2000); e
outras alterac6es do cérebro (COURCHESNE et al., 2004) e, considerando a complexidade do
desenvolvimento do cérebro e de sua natureza altamente dindmica, estas anormalidades
podem ser o resultado de uma corrente de eventos longa e complexa. A anormalidade original
que os causou pode ocorrer cedo no desenvolvimento (CHUGANI, 2004) mas pode nao ser

tdo obvia pelo tempo no qual os TIDs € diagnosticado.
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Segundo Chugani, é improvavel que as evidéncias de hiperserotonemia no sangue
encontradas em pacientes com TIDs, esteja sendo induzida pelo cérebro. Segundo a mesma,
em um estudo estatistico realizado com genes candidatos relacionados aos TIDs, a barreira
hemato-encefalica humana (BHE) - barreira semi-permeavel, entreposta entre o sangue e 0
Fluido do Cérebro-Espinal (CSF) pelas células endoteliais dos capilares de plexus cordide -
desenvolve-se ao redor de um ano ap0s o nascimento, se ndo antes (VIRGINTINO et al.,
2004), e é virtualmente impenetravel a 5-HT. Este dispositivo protetor (BHE) tem muitos
elementos, extendendo-se de juncBes entre células endoteliais nos capilares do cérebro,
restringindo a permeabilidade de moléculas maiores a neurdglia.

Tem como funcédo: 1) Proteger o cérebro de "substancias estranhas™ que possam estar
presente no sangue e danificar o cérebro. 2) Proteger o cérebro contra horménios e
neurotransmissores que possam estar circulando pelo corpo. 3) Mantém um ambiente quimico
protegido e constante para o bom funcionamento do cérebro. Porém, no cérebro, as células
endoteliais sdo posicionadas de uma maneira que apenas as menores substancias possam
entrar no Sistema Nervoso Central (SNC)

O triptofano, precursor da 5-HT, pode cruzar a BHE, mas os niveis do triptofano néo
parecem ser alterados nos individuos com TIDs (MINDERAA et al., 1987, 1989). (figura 7)

Ao contréario da anatomia do cérebro maduro, os niveis de 5-HT no sangue, devem
ativamente ser mantidos, porque a meia-vida do sangue é de somente alguns dias. Isto sugere
que o fator que causa o hiperserotonemia sanguinea continua a ser anos funcionalmente ativos
apos 0 nascimento.

O fator biologico que causa os TIDs (em vermelho) pode ter uma fungédo dupla. Pode
ser expressado (1) no CNS, onde realiza um papel no desenvolvimento adiantado do cerebro,
e (2) parte externa do CNS, onde participa dos processos que determinam os niveis 5-HT no

sangue. O sistema "central” e "periféricos™ da 5-HT s@o separados pela barreira hemato-
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encefalica (BHE) que amadurece ap0s o nascimento, mas que geralmente, ndo se encontra
formada até a idade 2 ou 3 se o cerebro é de TIDs (caixa preta). Devido a esse maior tempo, 0
fator alterou numerosos processos desenvolvimentais no cérebro e pode ndo mais por muito
tempo ser Gbvio. Este mesmo fator continua a operar anos apos 0 nascimento fora do CNS,
onde mantém os niveis 5-HT mais altos do que o normal no sangue. Em contraste ao cérebro,
0 sangue possuem vida-curta e continuam a ser produzidos durante todo a e vida

(JANUSONIS, 2005).

~2 years time

Figura 7 — Representacdo esquematica da barreira hemato-encefalica (BBB).

4.4.11 Transportadores de Serotonina

O gene que codifica a proteina do transportador da 5HT (5HTT) é candidato a
investigacdo molecular nos TIDs, uma vez que o SHTT tem um papel importante na mediacéo
do processo de recaptura de 5HT na terminacdo neural pré-sindptica. Uma alteracdo na

estrutura do gene do SHTT poderia explicar uma suscetibilidade aos TIDs.
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A SHT é careada ativamente da fenda sindptica pelo SLC6A4. Esta proteina é um
tarnsportador localizado na membrana neuronal pré-sinaptica.

O gene que o codifica esta localizado em 17911.1-q12, tem 31 kb e 14 éxons (LESCH
et. al., 1994). Foi detectado um polimorfismo localizado aproximadamente 1 kb a montante
do sitio iniciador da transcricdo do SLC6A4, composto por 16 elementos repetidos. O
polimorfismo consiste numa insercdo (alelo longo) ou delecédo (alelo curto) de 44 pares de
bases envolvendo os elementos repetidos 6 a 8. Este polimorfismo foi designado como 5-
HTTLPR por Lesch (1996).

Além deste, outros polimorfismos de numero varidvel de repeticbes em tandem
(VNTR) ou SNP foram detectados neste gene .

A presuncdo Obvia pela qual variantes alélicas poderiam redundar em proteinas
funcionalmente diferentes levaram a indmeros experimentos na esperanca de estabelecer
associagdes positivas com um ou outro alelo em uma série de afeccbes psiquiatricas.

Os TIDs ndo fugiu deste alvo. Os resultados sdo discrepantes com associacfes

positivas e negativas.

4.4.12 Receptores de Serotonina

A funcdo da serotonina é exercida através de sua interacdo com receptores especificos.
Varios receptores de serotonina foram clonados e identificados como 5HT1, 5HT2, 5HTS3,
5HT4, 5HT5, 5HT6, e 5SHT7.

Dentro do grupo 5HT1 existem os subtipos 5HT1A, 5HT1B, 5HT1D, 5HTILE e
S5HT1F. Existem trés subtipos 5HT2, 0 5SHT2A, 0 5HT2B, e 5HT2C assim como dois subtipos

SHTS, 0 SHT5A e 0 SHTSB.
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A maioria dos receptores 5HT;a no neocortex localiza-se em neurdnios piramidais
glutamatérgicos. Esses receptores possuem acdo inibitoria, o que reduziria a acao
glutamatérgica excitatdria.

Os receptores 5HT;a possuem especificidade para antagonistas e podem ser pré ou

pos-sinaptico de acordo com os subtipos:

5HT1A

Receptor pré-sinaptico

Presente na substancia nigra, cortex e hipocampo
Em algumas espécies também é pds-sinaptico
Atua na sintese e no "firing" de 5-HT

5-HT1B

Receptor pré-sinaptico

Presente nos rins e substancia nigra
Atua na liberacdo e sintese de 5-HT

5-HT1C

Receptor pos-sinaptico

Presente no plexo cordide

Local de acdo de alguns antipsicaticos atipicos
Atua na ansiogénese e na anorexia

5-HT1D
Auto-receptor pré-sinaptico
Atua na liberacdo e sintese de 5-HT

5-HTI1E
Receptor pos-sinaptico, estruturalmente de transicdo entre 0 5-HT1 e 2

Quadro 6 — Subtipos de receptores 5HT1 e suas fungdes

Os receptores 5HT, estdo localizados em nivel pds-sinaptico, sendo o tipo A 0 mais
estudado. Os receptores 5SHT,a sd0 mediadores da agregacdo plaquetaria e da contracdo dos
musculos lisos. SupBe-se que os receptores 5HT,c estejam envolvidos no controle alimentar,
dado que camundongos desprovidos desse gene tornam-se obesos pela ingestdo de alimentos
e sdo também sujeitos a ataques fatais. Os receptores 5HT3 estdo presentes no trato intestinal e

estdo relacionados a vomitagdo. Também presentes no trato gastrointestinal estdo o0s
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receptores 5HT,, onde funcionam na secrecdo e nos movimentos peristalticos. Os receptores
5HTe e 5HT7 estdo distribuidos por todo o sistema limbico cerebral e os receptores 5HTg
apresentam uma alta afinidade por drogas antidepressivas (TURKEL et al., 2001).

Em relacdo aos genes 5-HTRs, nenhuma associacdo foi observada para os receptores
5-HTR2g e 5-HTR, (LASSIG et al., 1999) mas a presenca de um polimorfismo no gene do
receptor 5-HTR,4, em pacientes com TIDs e controles, mostrou associagéo significativa nos

individuos afetados.

Receptor Sinalizador Informacoes Cromossomos
Receptor pré-sinaptico.
5 HT1A Adenil Ciclase Presente na s_ul?s'gapc_la nigra, cortex e hipocampo. 511.2-13
Possue agéo inibitoria
Em algumas espécies também é pds-sinaptico.
Receptor pré-sinaptico
5- HT1B Adenil Ciclase Presente nos rins e substancia nigra 6q13
Atua na liberagdo e sintese de 5-HT
i S Auto-receptor pré-sinaptico i
5-HTID Adenil Ciclase Atua na liberagdo e sintese de 5-HT 1p34.3-36.3
5- HT1E Adenil Ciclase Receptor p6s-sinaptico 6914-15
5- HT1F Adenil Ciclase Receptor pré-sinaptico. 3pll1-12
Receptor pés sinaptico ligado a proteina G que
5 HT2A Fosfolipase C ativa a hidrolise fOSfOJIpIdIICa. i 13q14-21
Apresenta uma possivel ligagdo com transtornos
psicaticos e alucinagdes.
5- HT2B Fosfolipase C Envolvidos no controle alimentar 2036.3-37.1
5- HT2C Fosfolipase, GC Envolvidos no controle alimentar. Xg24
5. HT3A Canais de Na*/Ca* Encontran-se presentes no 'Erato intestinal e estéo 11023.1-23-2
relacionados com a vomitagéo.
5. HT3B Canais de Na*/Ca* Encontran-se presentes no 'Erato intestinal e estéo 11023.1-23-2
relacionados com a vomitagéo.
Presentes no trato  gastrointestinal, onde
5-HT4 Adenil Ciclase apresentam funcfes na secre¢do e nos movimentos 5931-33
peristalticos.
5. HT5A Adenil Ciclase Acop_lada a proteinas G que _afetam a atividade da 7034-36
adenilate ciclase ou da fosfolipase C g.
No cérebro do ratos adultos, a expressao desse
5. HT5B Adenil Ciclase gene ocorre predomlnantemen}e nas células CAl 2q11-13
do hipocampo. Pouca expressdo é vista durante o
desenvolvimento embrionario.
S Alta afinidade por drogas antidepressivas.
5- HT6 Adenil Ciclase Distribuido por todo o sistema limbico do cérebro 1p35-36
5- HT7 Adenil Ciclase Distribuio por todo o sistema limbico do cérebro 10923.3-24.3

Quadro 7 : Receptores de serotonina




62

4.5 Receptor SHTR2A
4.5.1 Localizacdo

Chen et al. (1992) demonstraram que o gene HTR2 consiste em 3 éxons separados por
2 introns e comprimento de mais de 20 kb.
Kato et al. (1995) apresentaram evidéncias de impressdo gendmica no gene HTR2 e

demonstratram que 0 gene HTR2 esteve expresso somente no alelo materno.

18Rl —FRmm
15pl2

13p11.2
13phh}
13412
15413
15914
13921
15922
13931
13932
15433
15934

Figura 8: Cromossomo 13 (gene 5SHTR2A na regido 13q14-21)

’— 127 kb

64kb

|

15984329
15,982,80

1

041917
820
069

263
235
925
020

Postim (bp)
on cbne NT 033922
(rev 3, 03-JAN-2003)

16,078,147
16,057,955
16,045,468

~1438A/G—— 16,046,773
s
=
g
1354C/T (Hls452Tyr)-E
1018579A/G—1— 15,951,439

16,045,
16,045,
16,044,
16,042,
16,041,
15,085,

16,

locus

1018578T/G—T 15951323

18543524/
1360020G/T

T4CIA (Thi25 Asn)
102C/T (Ser34Ser)
S516C/T (Aspl72Asp

Figura 9: Estrutura de HTR2A e de regi&o circunvizinha
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Sparkes et al. (1991) usaram um clone do cDNA de rato para HTR2, que tinha sido
mostrado em hidridizacdo cruzada com DNA de humano e do rato, para mapear 0 gene no
rato e no homem pelo hibrido da célula somatica e em estudos de hibridizacéo in situ. Eles
concluiram que o gene estéd localizado em 13q14-g21 no homem e no cromossomo 14 em
rato.

Hsieh et al. (1990) confirmaram a atribuicdo do locus HTR2 ao cromossomo humano
13 e ao cromossomo 14 do rato pela analise células somaticas hibridas. Além disso, um
estudo de ligacdo, usando um polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo
(RFLP) detectado com a ponta de prova HTR2, mostraram estreita ligacdo entre HTR2 e 0
locus para o esterase D. Concluiram entdo que HTR2 esta provavelmente entre ESD e RB I, 0

gene retinoblastoma -1.

45.2 Estudos Genéticos e Moleculares

Segundo Bartlett et al., (2002), a regido 13ql4-g21 é a de maior suscetibilidade para
0s TIDs.

Harvey et al. (2003) investigaram se a serotonina agonista e a loxapine e o clozapina
antagonistas tém um potencial alterado para 4 variantes alélicas (T25N, 1197V, A447V, e H452Y)
do receptor 5HT2A humano quando comparados com um alelo selvagem (wildtype).
Encontraram que o alelo de 1197V requereu uma concentracdo 2 vezes mais elevada do clozapina
para inibir a estimulacdo de serotonina, comparado ao receptor do selvagem (wildtype) (P = 0.036).
A mutacédo de 1197V ndo afetou a inibi¢do do estimulador de serotonina pelo loxapine nem ele

alterou a ativacdo do receptor pela serotonina. As outras 3 mutacGes ndo alteraram
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significativamente a resposta do receptor ao agonista serotonina ou aos antagonistas loxapine e
clozapina.

Quervain et al. (2003) apresentaram evidéncias que os individuos com o polimorfismo
H452Y executaram de forma mais pobre os testes de recordacdo da memoria do que individuos
com um genotipo normal, sugerindo um papel para o receptor de HTR2A na memdria de
funcionamento.

Diversos autores realizaram estudos moleculares com o receptor 2A da serotonina
relacionando os polimorfismos encontrados com alguns transtornos e comparando a
frequiéncia destes polimorfismos encontrados em pacientes com um grupo controle.

O quadro 8 tras um resumo dos dois principais polimorfismos estudados e 0s
transtornos relacionados, envolvendo-os.

A relacdo entre os receptores 5SHT2A e a cognicdo tem sido estudada. Sabe-se que as
variacGes nas atividades deste receptor contribui para alteragdes cognitivas importantes
(HARVEY, 2003). Neste sentido, um estudo recente de Kugaya et al. (2003) demonstra que a
administracdo de estrégenos, ndo s6 aumenta a atividade destes receptores em regides pré-
frontais, mas também possuem um efeito na cognicdo, que se concreta em um menor
rendimento em provas de fluéncia verbal e seqiienciagéo.

Orabona et al. (2004), realizaram um estudo de associacdo com o gene que codifica 0
receptor de serotonina 2C (HTRyc), localizado em Xqg24. Este gene possui uma variante
funcional Cys23Ser (G>C) que promove variagdes interindividuais no comportamento.
Através da genotipagem desse polimorfismo por SNPE (Single nucleotide polymorphism
extension) e analises estatisticas, encontraram nos estudos preliminares evidéncia significativa

de associacéo entre o alelo G e meninos com TIDs (p<0,05).
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Localizacao Gene
HTR2A
13q14-921 5-hidroxitriptamina

(serotonina) e
receptor 2A

Polimorfismos

Desordens descritas, envolvidas .
Implicados nos

com este gene

Transtornos
e Suscetibilidade para dependéncia
de alcool (NAKAMURA et al.,
1999)
e Suscetibilidade para Anorexia
Nervosa (COLLIER et al., 1997;
HINNEY et al., 1997;
CAMPBELL et al., 1998)
e Suscetibilidade para " T102C
Esquizofrenia (WILLIAMS et al., . -1438G-A

1996; WILLIAMS et al. 1997,
ARRANZ et al., 1998)

e Suscetibilidade para Transtorno
Obsessivo-Compulsivo (ENOCH
et al., 1998; WALITZA et al.,
2002; PARSONS et al., 2004)

e Suscetibilidade para Transtorno
do  Comportamento  Afetivo
(ENOCH et al., 1999)

Quadro 8: Principais estudos que evidenciaram o envolvimento de polimorfismos do
receptor 2A da serotonina com transtornos neuroldgicos

4.5.3 Polimorfismo T102C

O gene receptor 5SHT2A esta localizado no cromossomo 13 (13g14-21) e possui

3009pb
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Para cada gene humano, pode-se reconhecer diferencas em suas seqliéncias de
nucleotideos, chamadas polimorfismos. Assim, a seqiiéncia do gene receptor da serotonina do
tipo 2A (BHTR2A), no exon 1, nucleotideo 102, pode ser T ou C.

Existe, assim, cromossomos 102T e 102C e, sabendo que todos temos dois
cromossomos de cada par, podemos ser TT, TC ou CC (os trés genotipos do polimorfismo
T102C do gene 5HT2A).

Variantes polimorficas de T102C do gene receptor de 5SHT2A, através de primers que
flanqueiam o local na posicao 102 (Senso(PF)(5'—3"): 5" - TCT GCT ACA AGT TCT GGC
TT —3". Anti-senso (PR) (3'— 5°): 5'- CTG CAG CTT TTT CTC TAG GG — 3°) geram
fragmentos de 342 pares de bases (102T). Porém, o alelo T102C consiste em dois fragmentos
de 216 e 126pb.

Ocorre, portanto, um polimorfismo do cédon da proteina (T102C) que ndo implica em
uma troca de aminoacido, mas poderia afetar a expressdao da proteina. Estudos recentes
encontraram sujeitos normais com gendtipo T102C/C102 para este polimorfismo, com cerca
de 20% menos de expressdo do alelo T na area 21 de Brodmann (POLESSKAYA &

SOKOLOV, 2002)

Figura 10: Gel de agarose mostrando os trés geno6tipos do polimorfismo T102C
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O genotipo gue se associava com uma maior expressao da proteina nesta area temporal
era o T/T, enquanto que os portadores do alelo C apresentavam uma menor expressao.

Sabemos que o disturbio bipolar, a esquizofrenia, o transtorno de déficit de atencéo e
hiperatividade (TDAH) e outros transtornos neuroldgicos, compartilham com os TIDs alguns
sinais e sintomas aparentes, e também algumas peculiaridades moleculares.

Lohmueller et al. (2003) executou um metanalise de 301 publicacbes de estudos de
associacao genetica que cobrem 25 diferentes associacOes relatadas. Para 8 das associacOes, a
analise do grupo de estudos de continuacdo rendeu uma replicacdo estatistica significativa do
primeiro relatério, com modestos efeitos genéticos estimados. Uma destas associacdes era
aquela da esquizofrenia com o alelo C do 102T/C SNP no gene de HTR2A, como relatado
primeiramente por Inayama et al. (1996).

Holmes et al. (1998) publicaram um estudo de associacdo entre um polimorfismo do
receptor de serotonina 2A (T102C) e do receptor 2C (Cys23Ser) e sintomas psicoticos em
pacientes portadores de Alzheimer. Foi encontrada associacdo entre o alelo C102 e
alucinacg0es visuais e auditivas e entre o alelo Ser 23 e alucinagdes visuais (HOLMES et al.,
1998).

Li et al., (2002), estudando a ocorréncia do polimorfismo T102C em criangas com
déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) e criangas controles, observaram uma freqliéncia
significantemente menor do gendtipo TT e uma frequéncia maior do genétipo CC em
individuos afetados (TT: 22.35% em pacientes e 33.50% em controles . OR=0.569 (0,344-
0,943), p=0,028; CC: 64,00% em casos e 47,30% em controles. OR=1,987 (1,264-3,1240,
p=0,003).

Correa et al., (2002), em um estudo preliminar com 95 esquizofrénicos, com uma
historia de tentativa de suicidio, 78 deprimidos também com historia de tentativa de suicidio e

52 controles sadios, mostrou que o polimorfismo 102T/C do gene 5HT2A pode estar
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envolvido na susceptibilidade genética para 0 comportamento suicida ao encontrar que
pacientes com uma historia de tentativa severa de suicidio [letalidade > 3; (nh = 32)] e
pacientes sem historia de tentativa de suicidio (n= 107) apresentaram freqiiéncias genotipicas
significativamente diferentes (p< 0.01), TT [12 (37.5%), 30 (28%)], TC [17 (53%), 55
(51.4%)], CC [3 (9.4%), 22 (20.5%)].

Outros estudos buscaram estudar a ocorréncia do polimorfismo T102C em pacientes
com alguma sintomatologia de TIDs (MARTINEZ-BARRONDO et al., 2005; ZALSMAN et
al., 2005; LAM , et al., 2004; ERTUGRUL et al.,2004; ARANGO et al., 2003) porém o0s
resultados sdo contraditorios e inconclusivos, de maneira que outros estudos devem continuar

sendo realizados para melhor esclarecer o seu papel, inclusive em populac@es distintas.

5 CASUISTICA E METODO

5.1 Sujeitos

5.1.1 Amostra da populacéo

O Centro de Genética Médica da Universidade Federal de Sdo Paulo tem realizado
uma série de pesquisas sobre polimorfismos dos genes que codificam enzimas envolvidas no
metabolismo do acido fdlico. Para isso constituiram um amplo banco de DNA com individuos
controles, representativos da populacdo atendida no Hospital Sdo Paulo, na APAE-SP e na
AACD-SP. Deste banco de dados escolhemos aleatoriamente um nimero adequado de
amostras de DNA pertencentes a individuos do sexo masculino, do sexo feminino, com

antecedentes raciais branco e com antecedentes raciais ndo-branco. O antecedente racial foi
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determinado pelas caracteristicas morfologicas do individuo e pela informacdo da familia
sobre o pais de nascimento dos 4 avés do sujeito do qual era obtido uma amostra de DNA. Foi
considerado como sendo de antecedente racial branco os individuos sem evidéncia de
antecedente negro e/ou indigena e/ou oriental e como ndo-branco os individuos que
apresentassem evidéncia de qualquer um destes antecedentes raciais (VERGANI, 2002;

PEREZ et al., 2003; DA SILVA et al., 2005).

5.1.2 Amostra de afetados

A disponibilidade fornecida pela Clinica de Transtornos Invasivos do Desenvolvimento
da Universidade Presbiteriana Mackenzie permitiu investigar alguns sujeitos que cumpriram

os critérios diagnosticos dos TIDs e 0s respectivos pais bioldgicos desses sujeitos.

5.1.3 Tamanho da Amostra

O presente trabalho analisou amostras de sangue periférico de 206 individuos da
populagéo geral, sendo deste total, 52 mulheres brancas, 54 mulheres ndo brancas, 50 homens
brancos, 50 homens nao brancos.

Foram investigados também 9 pacientes que cumpriram os critérios diagnosticos dos
TIDs e os respectivos pais bioldgicos desses sujeitos, com excecdo do pai de um dos sujeitos

que ¢ falecido.
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A andlise foi, portanto, realizada em um total de 232 individuos da amostra global,

incluindo o grupo dos pacientes e pais, e populacéo geral.

5.2 Instrumentos

5.2.1 Fatores Genéticos em Estudo

Polimorfismo T102C do gene receptor de serotonina SHTR2A:
Senso(5'—3"): 5" - TCT GCT ACAAGT TCTGGC TT -3

Anti-senso (3’ — 57):5-CTG CAGCTTTTT CTC TAGGG -3

5.2.2 Delineamento

A andlise estatistica para testar a distribui¢do dos genotipos entre os individuos foi feita
com o teste do qui-quadrado com nivel de significancia de 5% assim como a verificacdo das
distribuicBGes génicas e genotipicas para testar se as proporc¢des estdo em equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Os genotipos detectados nos afetados e respectivos pais biologicos foram descritos.

A execucdo do trabalho foi aprovada perante o Comité de Etica em Pesquisa da UPM
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5.3 Procedimentos

5.431 Extracdo de DNA

Para o estudo genético foi realizado a extragdo do DNA genémico, e amplificacdo do
DNA pela técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O produto da PCR foi submetido

a eletroforese e os resultados analisados atraves do teste do quiquadrado.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada através de puncdo venosa de 5ml a 10ml
de sangue periférico, segundo a técnica descrita por Miller et al. (1988), seguindo as etapas
abaixo:

1. Iniciar a extracdo a partir de 2 a 10 ml de sangue coletado em tubo contendo 0,4 ml de
EDTA 5%. Inverter o tubo varias vezes para obter uma solucdo homogénea;

2. Diluir o sangue em bloodlysis 1X em tubo tipo Falcon® até completar 45mL;

3. Deixar no gelo durante 30 minutos para a obtencdo da lise das hemaécias;

4. Centrifugar por 25 minutos a 2000 rpm;

5. Descartar o sobrenadante;

6. Lavar cuidadosamente o tubo e o precipitado com bloodlysis 1X até completar 10mL de
solucdo e misturar em vortex;

7. Centrifugar por 10 minutos a 2000 rpm;

8. Descartar o sobrenadante;

9. Repetir etapas6e7e8;

10. Ressuspender o precipitado em 3 mL de nucleolysis 1X e mistura-lo em vértex;
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11. Adicionar 300 puL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sddio) e 70 uL de proteinase K (200
U/mL) e misturar cuidadosamente;

12. Incubar a solucdo a 37°C durante a noite, ou a 65°C por uma hora. A solucéo ficara clara e
Viscosa;

13. Ap0s a incubacdo adicionar | mL de NaCl saturado 6 M e misturar vigorosamente durante
15 segundos;

14. Centrifugar a solucdo durante 30 minutos a 3000 rpm;

15. Transferir 0 sobrenadante para um tubo tipo Falcon® limpo. Misturar vigorosamente
durante 10 segundos;

16. Centrifugar a solucdo durante 20 minutos a 3000 rpm;

17. Precipitar o DNA adicionando 2 vezes o volume de etanol absoluto e coletar com um
bastdo de vidro (tubo capilar com a extremidade soldada);

18. Passar o DNA em uma solucdo de alcool 70%;

19. Diluir o DNA em 400-1000 pL de TE™ em um tubo Eppendorf®;

20. Incubar a 65°C durante 30 minutos.

Para os casos em que no momento da coleta de material de algum paciente, houve

dificuldades, o DNA foi extraido por kit comercial (GFX genomic — Amershan Biociences) a

partir de pequenas quantidades (100ul) de sangue periférico.

5.3.2 Solucdes para extracdo de DNA

As solugdes de Bloodlysis 1X e Nucleolysis 1 X serdo obtidas através de dilui¢do das

solucgdes de Bloodlysis 10X e Nucleolysis 10X, respectivamente.
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 Bloodlysis 10X:
155 mM NH,CI,
100 MM KHCOg;

10 mM EDTA pH 7,4;

* Nucleolysis 10X:
100 mM Tris-HCI pH 8,0;
4 M NacCl,

20 mM EDTA pH 8,2;

« TE™*

10 mM Tris pH 8,0;

0, mM EDTA pH 7,4.

5.3.3PCR

Apos a extracdo do DNA, foi realizada sua amplificacdo pela técnica de Reacdo em

Cadeia de Polimerase (PCR) a partir dos seguintes oligonucleotideos (WARREN et al., 1993)

Senso(5'—3): 5" - TCT GCT ACAAGT TCTGGC TT - 3

Anti-senso (3’ — 57): 5'-CTGCAGCTTTTTCTC TAG GG -3

Foram utilizados:
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150ng de DNA genémico

2,5uL de tampdo comercial da enzima
200uM de cada dNTP

0,4uM de cada primer

2,0mM de MgCl,

1,0U/uL de enzima taq polimerase

Volume final 25,0uL de solucdo

O programa PCR consistiu de:
35 ciclos de desnaturacdo por 50 segundos a 94°C
45 segundos de pareamento a 59°C
50 segundos de extencdo a 72°C
10 minutos de extenséo final a 72°C
24 horas de resfriamento a 4°C

(Levitan et al, 2002)

5.3.4 Digestéo do Produto de PCR

O produto da amplificacdo resultou em fragmentos de 342pb, que foram submetidos a

digestdo pela enzima de restricdo Msp |I.

Foram utilizados para digestao:
8,0uL do produto da PCR

2,0uL de tampéo comercial da enzima
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15,0 U de enzima de restri¢cdo Msp |
Volume final: 20,0puL

O produto foi digerido em Banho Maria a 37°C overnight.

Os fragmentos amplificados a partir do alelo mutado (C) foram clivados em
fragmentos de 216pb e 126pb. Na presenca do alelo normal (T), um sitio de restricdo é
abolido e os fragmentos amplificados permanecem com 342pb (CHOI et al., 2005; INADA et

al., 2003). O produto digerido foi submetido a eletroforese.

5.3.5 Eletroforese

O produto da PCR foi submetido a eletroferese em gel de agarose 2% a 100V, corado
com brometo de etidio e visualizado em transluminador U.V. para verificar se houve a
amplificacdo do fragmento.

Os fragmentos constatados amplificados foram digeridos e seu produto submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida 8% a 250V, corado também com brometo de etidio e

visualizado em transluminador U.V.

5.3.6 Preparacao dos géis para eletroforese

Gel de agarose 2%

5,0g de agarose (Gibco BRL®)
25mL de TBE 10X
Volume final: 250mL

Solucéo:
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* 10XTBE:

549 Tris

27,49 Acido bérico
25mL EDTA

Volume final; 500mL

Gel de poliacrilamida 8%

Inicilamente a poliacrilamida foi preparada na concentracdo 30% na proporcéo 29:1
(299 de acrilamida (Gibco BRL®), 1 g de bisacrilamida (Merck®), volume final 200mL).

Esta solucdo foi entdo diluida para a concentracdo desejada acrescentando-se agua
destilada e TBE 10X de forma que a concentracdo de TBE na solucdo final fosse a mesma
usada na solucdo tampédo da cuba de eletroforese (1X).

Para que haja polimerizacdo da acrilamida é acrescentada a solucéo final, persulfato de

amonia 10% e TEMED (Gibco BRL®).

* Poliacrilamida 30%
29,0 g de acrilamida (Gibco BRL®)
1,0 g de bisacrilamida (Merck®)

Volume final; 100,0 mL

* Poliacrilamida 8%
67,5 mL de poliacrilamida 30%
25,0 mL TBE 10X

Volume final; 250,0 mL
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5.3.7 - Tampéo de corrida para eletroforese

0,025¢g Xilenocianol (Sigma ®)
0,025g Bromofenol blue (Sigma ®)
3mL Glicerol

Volume final: I0mL

Adicionara-se 4uL de tampéo de corrida em cada amostra antes de aplica-la no gel.

5.3.8 — Padronizacao dos Métodos Utilizados na Determinacdo do Gendtipo T102C do gene

HTR2A

A reacdo de PCR foi testada e otimizada, bem como a reacdo de digestdo do produto
amplificado e o procedimento de eletroforese.

A reacdo de digestdo foi realizada juntamente com um controle de digestdo conhecido
(onde ambos os alelos eram cortados pela enzima de restricdo) de forma a assegurar a
qualidade da mesma. O controle era colocado no gel de elketroforese juntamente com as
amostras para que as bandas observadas fossem comparadas com o padrdo de corrida e
eficacia da digestao.

Caso houvesse duvida na interpretacdo do resultado, a PCR e/ou digestdo eram

repetidas com a intengdo de manter o controle de qualidade.
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6 RESULTADO E DISCUSSAO

6.1. Amostra de Individuos Normais

Foram determinados os genotipos de 206 individuos classificados quanto ao sexo e

antecedentes raciais de acordo com as tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Distribui¢do dos genotipos observados para o polimorfimo T102C do gene
HTR2A, nos sexos masculino e feminino

TT TC CcC
-/- +/- +/+ Total

N % N % N % N %

Mulheres 25 12,14% 51 24,76% | 30 14,56% 106  51,46%
Homens 23 11,17% 51 24,76% | 26 12,62% 100  48,54%
Total 48 23,30% 102 49,51% | 56 27,18% 206 100%

-/- homozigoto selvagem, +/- heterozigoto, +/+ homozigoto mutado

A distribuigdo das freqiiéncias entre homens e mulheres ndo mostra diferengas nas 3
classes (qui-quadrado = %% grau de liberdade = GL; p = probabilidade)(y*=0,19; 2GL;
p=0,907). A frequéncia do gendtipo que seria considerado de risco (CC) no sexo vulneravel

(homens) é de 12,62% menor do que das mulheres.

Yu et al., (2004), ao estudar o polimorfismo T102C na populagdo Chinesa, econtrou
para controles saudaveis (0.393; y°= 1.922; p = 0.166) sendo a freqiiéncia do alelo C de 0,343
e ndo observou difereca entre a distribuicdo sexual. Vaquero et al. (2006) achou uma
frequiéncia aumentada do alelo C na populacdo saudavel. J& Khait et al., (2004) ao estudarem
o polimorfismo em sujeitos normais caucasianos, encontraram uma prevaléncia do gendtipo

TT em controles (F=7.56, df=2,60, p=0.001), e TC em pacientes.
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Os estudos da literatura mostram variacdo da distribuicdo dos gendtipos em diferentes
populagdes. Girsoy et. al., (2001) encontraram em 56 individuos saudaveis a seguinte
distribuicdo genotipica: TT = 22,4%; TC = 53,4%; CC=24,1%. Valores estes que se

aproximam dos dados encontrados neste trabalho.

Quanto aos antecedentes raciais a distribui¢do dos genotipos esta evidenciada na tabela

Tabela 3 — Distribuicé@o dos gendtipos observados para o polimorfimo T102C do gene
HTR2A segundo os antecedentes raciais

TT TC CcC
-/- +/- +/+ Total

N % N % N % N %

Brancos 26 12,62% 49 23,719% | 27 13,11% 102 49,51%
N&o Brancos 22 10,68% 53 25,73% | 29 14,08% 104  50,49%
Total 48 23,30% 102 4951% [ 56 27,18% 206 100,00%

-/- homozigoto selvagem, +/- heterozigoto, +/+ homozigoto mutado

A distribuicdo dos gendtipos por raca ndo mostrou diferenca estatisticamente

significativa (x°=0,54; 2GL; p=0,762).

Ha que se considerar a dificuldade de classificacdo dos individuos de nossa populagédo
em racas distintas, ja que nossa populacdo € caracterizada por tdo intensa miscigenacao. Dessa
maneira, ndo descartamos a possibilidade de tal mistura racial poder ter dificultado a

estratificacdo da amostra de acordo com a etnia.

Os estudos sobre a distribuicdo dos genotipos em diferentes grupos raciais mostra
também resultados contraditorios. Andreenkov et al., (2004), por exemplo, ao estudar o
polimorfismo de HTR2A em diferentes grupos étnicos na Rdssia, ndo encontrou nenhuma
diferenga estatistica significativa entre os grupos. Haider & Zaid (2002), analisaram 0

polimorfismo T102C em 164 sujeitos arabes saudaveis e ndo encontraram diferenca
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significativa entre estes e outros estudos semelhantes realizados com populacGes Japonesas e

Caucasianas. No entanto, diferentes autores, observam diferencas de distribuicdo de genotipos

em grupos raciais diferentes (ABDOLMALEKY et al., 2004; YU et al., 2004;). Choi et al.,

(2005), por exemplo, em um estudo onde relacionaram o polimorfismo T102C com o nivel de

colesterol HDL em sujeitos da populacdo coreana, observaram que 0s coreanos, quando

comparados aos caucasianos, tém uma frequéncia mais baixa do alelo C do polimorfismo

T102C de HRT2A, o que segundo os autores, demonstra a variacdo da freqiéncia entre

grupos étnicos diferentes.

As distribuicdes génicas e genotipicas foram calculadas e se encontram em equilibrio

de Hardy-Weinberg nesta amostra (p= 0,48; q = 0,52)(x*=0,022; 1GL; p=0,52).

6.2 Amostra de Individuos com TID

Tivemos a oportunidade de realizar a analise do DNA no sangue de 9 pacientes do

sexo masculino e seus pais. Os resultados obtidos por familia podem ser observados na tabela

4.

Tabela 4 — Distribuicdo dos genotipos nos grupos familiares dos pacientes analisados para o

polimorfismo T102C do gene HTR2A

Familias
1 2 3 4 5 6 7 8 9
paciente  TC TT TC TT TC TC TT TC TC
Pai CC TC TC TT  falecido TC TT TC TT
Mée TT TT TT TC TT TC TT TT TC




81

A idade dos pacientes estudados variou de 6 a 20 anos, sendo 100% dos pacientes
analisados do género masculino. A freqliéncia dos genotipos TT nos pacientes foi de 33,33%);
do gendtipo TC foi de 66,67% e do gendtipo CC foi de 0% (N=9). Assim, o genétipo CC,
considerado vulneravel ndo foi encontrado entre os pacientes. De qualquer maneira a chance
deste evento ocorrer nesta serie de casos era minima (1/9) ja que somente a familia 6 teria

chance de ter um filho CC.

A prevaléncia do sexo masculino nos pacientes com TIDs € relatada por diversos
autores (RUTTER, 1983; WING, 1984; MULHE, 2004), sendo a proporcdo de quatro
meninos afetados para uma menina. Para explicar a maior incidéncia do transtorno em
pacientes do sexo masculino WING (2002), propde que os homens sdo acometidos com maior
frequiéncia, mas em graus mais leves, sugerindo que haja carga genética distinta em relacéo ao

género, sendo que as meninas tendem a ser mais severamente afetadas.

N&o existem trabalhos na literatura que apontam associacdo positiva de algum dos
genotipos estudados no presente trabalho com os Transtornos Invasivos do Desenvolvimento.
Porém sabemos que o distarbio bipolar, a esquizofrenia, o transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade (TDAH) e outros transtornos neurolégicos, nos quais mostrou-se associacao
com este polimorfismo, compartilham com os TIDs alguns sinais e sintomas aparentes, e
também algumas peculiaridades moleculares. Talvez se deva procurar um fendtipo mais

especifico entre os TIDs (um endofendtipo) realizar investigagdo do tipo caso-controle.

Estudos buscaram estudar a ocorréncia do polimorfismo T102C em pacientes com
alguma sintomatologia dos Transtornos Invasivos do Desenvolvimento, como por exemplo
Martinez-Barrondo et al. (2005), ao investigarem uma possivel associacdo entre o
polimorfismo T102C e pacientes com Desordens de Panico, na Austria. Comparando 0s
resultados obtidos com o grupo controle, ndo encontraram nenhuma diferenca estatistica

significativa entre pacientes e controle nesta populagdo e nem diferenca entre 0s sexos.
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Zalsman et al. (2005) examinaram a associacdo do polimorfismo T102C em pacientes
com comportamento suicida e controles também puderam verificar que nenhuma diferenca foi
encontrada na distribuicdo dos alelos transmitidos e ndo-transmitidos. Nao encontraram
associacdo significativa do gendtipo com o transtorno estudado, sugerindo que o
polimorfismo T102C de 5-HT2A é improvavel ser associado com o comportamento suicida.

Outros autores, (LAM, et al., 2004; ERTUGRUL et al., 2004; ARANGO et al., 2003)
em seus estudos que apresentam transtornos que dividam algumas sintomatologias com os dos
Transtornos Invasivos do Desenvolvimento também encontraram resultados contraditorios e
inconclusivos.

Diversos outros autores realizaram estudos moleculares com o receptor 2A da
serotonina relacionando os polimorfismos encontrados com alguns transtornos e comparando
a frequéncia destes polimorfismos encontrados em pacientes com um grupo controle
(NAKAMURA et al., 1999; COLLIER etal., 1997; HINNEY et al., 1997; CAMPBELL et al.,
1998; WILLIAMS et al., 1996; WILLIAMS et al. 1997; ARRANZ et al., 1998; ENOCH et
al., 1998; ENOCH et al., 1999; WALITZA et al., 2002; PARSONS et al., 2004). No entanto,
apesar do crescente tamanho da amostra e da consideravel sofisticacdo metodoldgica, tem

havido uma incobmoda auséncia de acordo entre os estudos (GUPTA & STATE, 2006).

Em um estudo realizado na China, foi investigado em pacientes hipertensos o
polimorfismo de T102C . O estudo foi conduzido em 198 pacientes hipertensos e em 164
controles saudaveis. A freqiiéncia do alelo de C foi de 0.343 em pacientes hipertensos, que
ndo era significativamente diferente daquele nos controles saudaveis (0.393; qui-quadrado =
1.922; P = 0.166). Além disso, nenhuma diferenca entre os sexos foi observada (YU et al,
2004).

Holmes et publicaram um estudo de associacéo entre um polimorfismo do receptor de

serotonina 2A (T102C) e do receptor 2C (Cys23Ser) e sintomas psicoticos em pacientes
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portadores de Doenca de Alzheimer (DA). Foi encontrada associacdo entre o alelo C102 e
alucinaces visuais e auditivas e entre o alelo Ser 23 e alucinac6es visuais (HOLMES et al.,
1998).

Ja um estudo realizado em pacientes espanhois esquizofrénicos e um grupo de sujeitos
controles, mostraram uma associacdo entre o polimorfismo T102C do gene receptor da
5HT2A e a esquizofrenia. Foi observado diferencas significativas na distribuicdo dos trés
gendtipos (TT, TC, CC) e nas frequéncias dos alelos nos controles e nos esquizofrénicos. O
alelo de C era mais freqliente em pacientes com esquizofrenia do que em controles saudaveis

(VAQUERO et al, 20086).

Abdolmaleky et al, (2004) realizaram uma meta-analise de 31 estudos de associa¢édo
caso-controle e encontram uma associacdo significativa entre o alelo C do polimorfismo
T102C e a esquizofrenia. A associacdo foi mais pronunciada em amostras europeéias do que no
total da amostra, formada também por asiaticos. Encontraram diferenca significativa nos
genotipos heterozigotos (C contra T) e na analise dos homozigotos (CC contra TT). Em paises
do leste da Asia, ndo havia uma associacdo significativa com o alelo C ou CC, indicando
fortes diferencas genética e incompatibilidade dos dados entre o grupo de europeus e
populacdes do leste asiatico. A freqiiéncia do alelo T era muito mais elevada em pacientes do
leste asiatico e em controles (59.5% e 57.5%, respectivamente) do que em pacientes europeus
e em controles (40% e 43.5%, respectivamente). Efeitos de outros genes, efeitos ambientais
na metilacdo do DNA ou métodos diferentes na classificacdo dos afetados podem ser explicar
a heterogeneidade observada.

Pela revisdo da literatura pudemos constatar o vastissimo numero de trabalhos de
investigagdo sobre a genética dos Transtornos Invasivos do Desenvolvimento. Destes
trabalhos tem emergido um modelo multifatorial com componente poligénico e ambiental

ainda néo claramente entendido. Estudos similares em nossa populacdo sé@o necessarios e 0
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presente estudo € uma primeira contribuicdo em uma linha de investigacdo que deve

continuar.

7 CONCLUSAO

O TID € uma patologia que ocorre em todo lugar do mundo, independente de raca,
etnia, classe social ou insercdo cultural. A propor¢do é de 04 homens para 01 mulher, onde
mulheres sdo mais seriamente afetadas que 0s homens, estes acometidos com maior
freqiiéncia, mas em graus mais leves (WING, 1984; MULHE, 2004). Afeta a maneira como a
pessoa se comunica e interage com 0s que estdo a sua volta e com o ambiente. Cerca de 90 em
cada 100 mil pessoas sofrem desta condicdo (FROMBONNE, 2002).

Os sintomas dos TIDs geralmente persistem ao longo de toda a vida e muitos
especialistas acreditam que o progndstico depende do quanto antes ocorrer intervencdes
pedagogicas e terapéuticas, associadas ao uso de medicamentos quando necessario. Para a
pratica clinica, testes diagnosticos especificos através de exames laboratorias ainda ndo séo
disponiveis, dificultando seu processo de reconhecimento, retardando o diagndstico e
angustiando os familiares.

Para um diagndstico preciso, tém-se utilizado o CID-10, DSM-1V, escala CARS,
observagdo comportamental e anamnese especifica. O diagndstico de TID devera resultar de
minucioso historico evolutivo do paciente e inquérito familiar a respeito das habilidades
cognitivas e comportamentais do mesmo (CARVALHEIRA et al., 2004).

A investigacdo clinica confirmard ou ndo se o TID esté associado a outras alteracoes

genéticas como a sindrome do X Fréagil e a esclerose tuberosa, entre outras.
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Cada caso € particular e individual, portanto, deve-se analisar cuidadosamente as
intervencdes necessarias para o tratamento especifico.

Acidentes pré ou perinatais; infeccdes; casos ligados a outras causas neuroldgicas,
dentre as quais a associacdo com convulsdes; deficiéncia mental; concentracdo aumentada de
serotonina circulante (PIVEN et al., 1991); diminui¢do de neurdnios e sinapses em algumas
areas como amigdala, hipocampo e cerebelo; tamanho aumentado do encéfalo, tém sido
associados aos TIDs (KEMPER et al., 1998). Outros inimeros trabalhos tém se dedicado em
desvendar fatores genéticos associados a etiologia dos TIDs (BAILEY, 1996; RISCH et. al.,
1999; MULHE, 2004;). Estudos com gémeos e familias tém mostrado influéncias genéticas
importantes (FOLSTEIN E RUTTER, 1977; RITVO et al., 1985; STEFFENBURG et al.,
1989; BAILEY et al., 1995;). Também sdo discutidos possiveis mecanismos genéticos
envolvidos, tais como heranca autossdmica recessiva, heranca multifatorial e heranca

poligénica.

Os avancgos na Genética Molecular tém auxiliado as investigacGes na area através da
tentativa de identificar, no DNA, genes responsaveis por caracteristicas comportamentais. No
entanto, o fato do fenOtipo em questdo ser psiquidtrico, nem sempre consistentemente
classificavel e, a possibilidade cada vez mais plausivel de os TDIs ndo seguirem padrBes
classicos de heranca mendeliana e apresentarem uma heterogeneidade etioldgica importante
explica, em parte, as dificuldades em se estabelecer relagbes consistentes nos estudos de

genética molecular.

Entretanto, resultados de pesquisas tém permitido encontrar associacdo entre genes
especificos e psicopatologias, mesmo que, em muitos casos, 0s resultados obtidos em um
determinado grupo de pessoas ndo tenham sido repetidos em outros grupos de individuos,

dificultando a generalizacdo dos mesmos.
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Apesar de todas as discordancias em relacdo aos genes candidatos para o TID, existem
ainda boas razbes para se acreditar que, uma vez conhecidos 0s genes envolvidos, novos
agentes terapéuticos poderdo atuar em alvos moleculares especificos. Na busca desses genes,
a identificacdo de fenotipos quantitativos multiplos é fundamental na selecdo de algumas
regides. A deteccdo de tais genes, torna-se possivel a medida que aumenta a disponibilidade
de técnicas rapidas e automatizadas de rastreamento de todo o genoma (CARVALHEIRA,
2004)

Assim, trabalhos multidisciplinares ou estudos em consorcios sao a grande esperanca
para o melhor entendimento dos TIDs.

Um ndmero crescente de trabalhos tem relatado a ocorréncia de anomalias
cromossémicas em pacientes com TID, incluindo cromossomos extranumerarios derivados do
cromossomo 15, envolvendo a regido 15q11-q13 e o cromossomo 7. Na regido 15g11-g13
encontram-se genes cujo produtos atuam no sistema nervoso central e que sdo subunidades de
receptores de neurotransmissores ou de canais de ions (UBE3A, GABRA5, GABRGS3,
CHRNAY7, | ITO) (VEENTRA-VANDERWEELE et al, 1999; MARTIN et al., 2000;
HERZING et al., 2002; NURMI et al., 2003). No cromossomo 7 os genes RELN e HOXA
(PERSICO et al., 2001; ZHANG et al., 2002; BONORA et al., 2003) surgiram como fortes
candidatos para a associacdo com o fenotipo do TID. Nos ultimos anos, foi identificada uma
mutacdo genética especifica no gene NLGN4, no cromossomo 179 (JAMAIN et al., 2003),
como sendo responsavel por casos de retardo mental e/ou comprometimentos gerais do
desenvolvimento. Também tem sido associada a regido 2q em outras populagcdes com
dificuldade de linguagem (RAMOZ et al., 2004).

Embora os estudos etiologicos indiqguem que os TIDs sdo um transtorno com forte
suscetibilidade genética, os genes responsaveis por esta doenca complexa nao foram definidos

ainda. Os resultados encontrados sdo inconsistentes, necessitando novos estudos e replicacdes
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dos ja realizados. Evidéncias acumuladas tém sugerido desequilibrios em varios sistemas
neuroguimicos, primariamente o dopaminérgico e o serotoninérgico, como sendo relevantes
para a fisiopatologia deste transtorno (PIVEN et al., 1991; WHITAKER-AZMATIA, 2001).

Entre os possiveis genes, aqueles envolvidos com a diferenciacdo embrioldgica e
funcionamento dos neurénios produtores da serotonina, estdo merecendo destaque atual (YE
et al., 1998; HYNES et al., 1997; BRODSKI et al., 2003; PATTYN et al., 2003; CRAVEN et
al., 2004; VON DOORNINCK et al.,1999; HENDRICKS et al., 2003; CHENG et al., 2003).
A existéncia de multiplos polimorfismos nestes genes torna atraente o estudo deles em nossa
populacéo.

A 5-HT ¢ formada pela hidroxilacdo e descarboxilacdo do triptofano. Polimorfismos
envolvendo o gene produtor da triptofano-hidroxilase sdo quase todos ndo funcionais e pouco
estudados nos TID.

O maior nimero de estudos referem-se aos polimorfismos dos alelos longo e curto da
regido promotora do gene transportador da serotonina. Pelo menos 13 estudos foram
realizados com o teste do desequilibrio de transmissdo sendo encontradas associacfes
preferenciais com um ou outro ou auséncia de associagdes (COOK et al., 1997; PERSICO et
al., 2000; BETANCUR et al., 2002; MC CAULEY et al., 2004; MULDER et al., 2005).

Os inibidores da recaptacdo da serotonina (IRSs), s&o um grupo de compostos nao
relacionados quimicamente que inibem fortemente a recaptacdo da serotonina (5-
hidroxitriptamina ou 5-HT) no sitio do transportador pré-sinaptico. Ainda que sejam
utilizados comumente na pratica clinica, os IRSs foram pouco estudados nos TIDs.

As pesquisas futuras devem, provavelmente, incluir ensaios adicionais de
antipsicoticos em individuos com TID. A avalia¢do da seguranca e da eficicia no longo prazo

é necessaria com todos os agentes terapéuticos. (NIKOLOV, et al., 2006).
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Segundo Bartlett et al., (2002) a regido 13914-21 ¢é a de maior suscetibilidade para os
TIDs. Nesta regido os polimorfismos T102C e -1438G-A foram estudados para diversos
transtornos que dividem algumas caracteristicas com os TIDs (NAKAMURA et al., 1999;
CAMPBELL et al., 1998; ARRANZ et al., 1998; PARSONS et al., 2004; ENOCH et al.,
1999), mas ndo haviam ainda sido estudados em pacientes com TID e em sujeitos normais de
nossa populacéo (brasileira).

Devido ao fato das populacbes apresentarem origens étnicas diferentes, existem
frequéncias alélicas distintas entre os diversos polimorfismos genéticos. As frequéncias
alélicas podem variar entre individuos do sexo masculino e feminino, assim como entre
diferentes faixas etarias. Quando controles ndo sdo bem pareados por etnia e sexo, hd uma
grande chance de a evidéncia de uma associacdo genética ser um falso-positivo.

Neste trabalho, o polimorfismo T102C estudado em sujeitos normais da populacéo
brasileira, ndo demosntrou, no entanto, diferencas significativas entre os distintos grupos
raciais e nem entre 0s sexos.

Contudo, devido ao fluxo migratdrio que ocorreu por todo o Brasil, a definicdo de um
grupo étnico preciso torna-se cada vez mais dificil.

A identificacdo de alelos de risco ou mutacbes de causas raras € somente um
importante passo para desvendar a biologia dos TIDs. Estudos similares em nossa populacéo
s80 necessarios e o presente estudo é uma primeira contribuicdo em uma linha de investigacao

que deve continuar.

Pesquisadores buscam um conhecimento mais especifico sobre os subgrupos de TIDs,
0 que provavelmente permitira melhores intervengdes. Ainda que o objetivo final de alavancar
uma compreensdo da fisiopatologia para desenvolver novos tratamentos e para revelar
estratégias de prevencdo esteja distante, sabemos hoje que comecamos a nos direcionar em

busca.
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