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RESUMO

Os Transtornos Invasivos do Desenvolvimento tém como caracteristicas deficiéncia
em trés dominios: comunicagao, interacdo social e comportamentos repetitivos e
estereotipados de causas ainda ndo bem conhecidas. Evidéncias tém sugerido que
o autismo tem um grande componente genético de heranga multifatorial complexa
com modelo de interacdo multiloci. Varias técnicas experimentais e modelos para
avaliar a atividade, expresséo e alelo associacdo dos TIDs, enquanto doencas com
algum componente genético, tém sido usados. As fungbes da serotonina 5HTT,
tornam os genes do sistema serotoninérgico como de interesse para estudo da
patologia do autismo. O nosso trabalho extraiu e analisou o DNA do sangue
periférico de 50 portadores de transtornos invasivos do desenvolvimento para o
polimorfismo T102C do receptor 2A da serotonina (HTR2A) comparando os
resultados com uma populacdo controle de 206 individuos, ambos separados por
sexo e antecedentes raciais. Os casos foram analisados pelos instrumentos ASQ e
ABC quanto a maior susceptibilidade para comportamentos repetitivos e
estereotipados. Resultados: Nao houve evidéncia estatistica significativa para a
distribuicdo dos gendtipos, tanto nos casos (qui-quadrado=2,967; 2GL; p=0,2268)
como nos controles. Contudo foi observada a grande predominancia do gendtipo
heterozigoto entre os casos (64%) enquanto que nos controles este gendtipo foi
evidenciado em 50% dos individuos. Nao houve evidéncia estatistica significativa
para a distribuicdo dos gendtipos, tanto nos casos (qui-quadrado=2,967; 2GL;
p=0,2268) como nos controles. As frequéncias genotipicas também nao mostraram
diferenca quando os sujeitos caso e controle foram estratificados por sexo e
antecedentes raciais branco e n&o branco. Quanto ao numero de estereotipias, tanto
no ASQ quanto no ABC, nao houve diferenga na distribuicdo do gendétipo. A amostra

estava em equilibrio de Hardy-Weiberg.

Palavras Chaves: Transtornos Invasivos do Desenvolvimento; Autismo, HTR2A,
serotonina, polimorfismo, T102C.

Apoio MacKpesquisa, Instituto Presbiteriano Mackenzie.



ABSTRACT

Pervasive Developmental Disorders are characterized by deficiency in three areas:
communication, social interaction, repetitive and stereotypical behavior from causes
not yet fully known. Evidences have suggested that autism possesses a significant
genetic component from a complex multifaceted heredity with a multiloci model of
interaction. Several experimental techniques and models have been utilized in order
to assess the activity, expression and the alelo association of theTIDs as illnesses
with a genetic component. The role of the SHTT serotonin renders the genes of the
serotonin-energetic system of interest for the study of the pathology of autism. Our
work obtained and analyzed the DNA from periferic blood samples of 50 subjects
diagnosed with PDD for the polymorphism T102C of the 22 receptor of serotonin
(HTR2A) comparing the results to a control population of 206 individuals, separated
by both sex and racial background. The cases were analyzed through the ASQ and
ABC instruments according to a greater susceptibility to repetitive and stereotyped
behaviors.

RESULTS: There was no significant statistical evidence for the distribution of the
genotypes either in the cases ( qui-quadrado=2,967/ 2GL/p=0,2268) or in the control.
However, it was observed a large prevalence of the heterozygote genotype among
the cases (64%) while in the control this genotype was present in 50% of the
individuals. Also the genotypical occurrences did not demonstrate any difference
when the subjects, cases and control, were divided by sex and racial background as
white and non-white. Regarding the number of stereotypes, in the ASQ as well as in
the ABC, there was no difference in the genotype distribution. The sample was in

accordance to the Hardy-Weiberg equilibrium.

Key words: Pervasive Developmental Disorders; Autism, HTR2A, Serotonin,
Polymorphism, T102C.
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1 INTRODUGAO

A quarta edicdo do Manual de Diagnéstico e Estatistica de Doengas Mentais
(DSM 1V, 1995) e a décima edigao da Classificagao Internacional de Doengas (CID
10, 1993), criaram uma categoria de doengas que foram chamadas de Transtornos
Invasivos do Desenvolvimento (TID) pelo primeiro, e de Transtornos Globais do
Desenvolvimento pelo segundo. Os TIDs sao caracterizados por deficiéncia nas
mais diversas areas do desenvolvimento: social, da comunicacdo e de
comportamentos estereotipados e restritivos. Esses transtornos incluem o Autismo,
sindrome de Asperger, transtorno Invasivo do Desenvolvimento sem outra
especificacao, Sindrome de Rett e Transtorno Desintegrativo da Infancia, dos quais
nos interessam os trés primeiros (KLIN, 2006).

O Autismo é um disturbio do desenvolvimento associado a trés grandes
dominios: comportamento excessivamente ritualistico e repetitivo, déficits na
comunicacado verbal e nao-verbal e uma interagdo social anormal, que tem se
transformado em uma aflicdo para os familiares dos afetados devido a extrema
dependéncia destes até mesmo na vida adulta (WASSINK et al. 2002; VORTSMAN
et al., 2006). Segundo o National Institute of Child Health and Human Development
(NICHD), o autismo é uma doenga neurobiolégica complexa, chamada de disturbio
do desenvolvimento porque ocasiona retardo ou problemas em muitas habilidades
que aparecem da infancia para a vida adulta. Pessoas com autismo podem ter
caracteristicas muito distintas, sendo consideradas dentro de um espectro, em que
um grupo de desordens com caracteristicas semelhantes atuam, e que pode variar
de individuos extremamente comprometidos até um acometimento considerado
dentro dos padrbes da normalidade (KLIM, 2006; NICHD, 2005). Devido a isto,

temos um quadro clinico variavel, em que sdo descritos desde autistas classicos
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com auséncia de comunicagao e retardo mental grave até autistas com sociabilidade
comprometida, mas com desenvolvimento verbal normal e inteligéncia também
dentro dos padrées da normalidade. (KELLER et al., 2003). Segundo Smalley et al.
(1995), cerca de 75% dos casos apresenta retardamento mental, 15 a 30%
apresentam convulsbes e de 20 a 50% mostram anormalidades nos
eletroencefalogramas. Varias alteragdes neurobiolégicas foram encontradas. Dentre
elas podemos citar: convulsdes, deficiéncia mental, niveis elevados de serotonina
circulante, diminuigcdo dos neurbnios e sinapses no hipocampo, amidala e cerebelo
(ANDERSON & HOSHIONO, 1997; COURCHESNE et al, 1998; KEMPER,;
BAUMAN, 1998; PIVEN et al. 1996; SCHULTZ et al, 2000; VOLKMAR & PAULS,
2003). O autismo envolve difundida ma formagao neuronal, com algumas estruturas
mais afetadas (lobo frontal e cerebelo) do que outras (COURCHESNE & PIERCE,
2005). Recentes estudos tém implicado a ma-formagéo do lobo frontal, ocorrida na
fase embrionaria ou ainda muito cedo na vida pos-natal, como possivel responsavel
por algumas caracteristicas dos TIDs, dentre elas: limitagdes na interagdo social, nos
processos emocionais, comunicagdo e funcdo cognitiva. No cerebelo as mas-
formagdes sdo complexas, sendo algumas delas perdas de células nervosas,
diminuicdo das células de purkinge no lobo cerebelar e no vermis. (COURCHESNE
& PIERCE, 2005; REDCAY & COURCHESNE, 2005; COURCHESNE et al, 2004).
Sendo um disturbio complexo, provavelmente o autismo seja o resultado de
muitas causas. Muitas evidéncias sustentam a idéia de fatores genéticos - genes
suas fungdes e interagdes - como causas do autismo. Esses genes s&o aqueles que
codificam proteinas cujas fungbes sdo conhecidas no organismo, e que, devido a
essas fungdes, podem estar ligados aos sintomas do autismo, sendo mais provavel

a existéncia da interagdo de um grupo de genes entre si e destes com fatores
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ambientais, do que uma unica causa para essa doenga. Um total de 12 ou mais
genes em cromossomos diferentes podem estar envolvidos no autismo em
diferentes graus, de tal forma que alguns deles podem colocar uma pessoa mais em
risco para o autismo (susceptibilidade), apesar de haver demonstragao que fatores

ambientais como viroses podem atuar na patogenia da doenga (NICHD, 2005).

2 JUSTIFICATIVA
O presente estudo esta vinculado a necessidade de desvendar as causas do
autismo, uma vez que a etiologia deste disturbio do desenvolvimento € ainda
desconhecida. A pesquisa genética tem sido hoje um dos meios mais palpaveis
para tal facanha, principalmente frente as evidéncias encontradas em estudos com
gémeos e alteragbes cromossOmicas que vieram sustentar as causas genéticas
deste disturbio.

Como uma sindrome poligénica multifatorial, a pesquisa genética em portadores
de TIDs deve levar em consideracdo os endofendtipos dentro de um espectro.
Endofendtipos sdo componentes mensuraveis de uma sindrome, em que cada gene
variante pode trazer uma diferente contribuicdo para a desordem. Sendo assim,
pesquisadores tém considerado como endofendtipos dentro dos quadros autisticos:
falhas na linguagem, niveis de funcionamento intelectual, grau do defeito na
comunicagdo social, presenca de ataque epilético, habilidades nao usuais,
comportamentos restritivos e repetitivos e, particularmente, a serotonina circulante e
a circunferéncia craniana (VEENSTRA-VANDERWEELE, et al.,2004).

O desenvolvimento cerebral anormal, em autistas, pode ser devido a ma-formagao
neural durante o periodo pré-natal ou ainda na tenra infancia, havendo um acelerado

crescimento cerebral nos dois primeiros anos de vida, contudo com interrup¢ado no
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crescimento de algumas estruturas. O motivo desse crescimento acelerado nos
primeiros anos de vida, seguido de um crescimento muito lento entre 5 e 12 anos de
idade, ainda ndo é conhecido, sendo que existe a hipdtese de que defeitos na
migragdo neuronal, excesso na génese dos neurdnios ou falhas no mecanismo de
apoptose podem ser algumas das causas deste desenvolvimento anormal. Contudo
s6 20% das criangas com autismo preenchem os critérios para macrocefalia. Esse
crescimento maior no primeiro ano de vida corresponde ao crescimento aumentado
do cortex cerebral; sendo assim, varias questdes sdo colocadas, pensando-se na
existéncia de um endofendtipo, envolvendo o tamanho da circunferéncia craniana e
também o sistema serotoninérgico (VEENSTRA-VANDERWEELE, et al., 2004.
COURCHESNE; REDCAY & KENNEDY, 2004. COURCHESNE & PIERCE,2005).

Um dos mais antigos e consistentes marcadores bioquimicos para o autismo sao
anormalidades associadas ao sistema serotoninérgico. Alteragdes na quantidade de
serotonina circulante ou mesmo o que estas alteracdes poderiam ocasionar ainda no
periodo embrionario ou na sua atividade como neurotransmissor, bem como
decorrente do alto polimorfismo dos genes que codificam as proteinas envolvidas na
captacgédo, recaptagcédo e transporte da serotonina tém transformado os genes que
codificam os receptores e o transportador desta substancia como fortes candidatos
de estudos.

Sendo assim, este trabalho pretende averiguar a frequéncia do polimorfismo do
receptor HTR2A em pacientes portadores de TIDS, comparando-os com a
frequéncia na populacdo em geral, determinada por Trevizan (2006), e continuar
com uma das linhas de pesquisa desta Universidade, além de verificar a frequéncia

do alelo mutado com um aumento de comportamentos estereotipados e
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macrocefalia em portadores de TIDs (JANUSONIS,2005. SCOTT &DENERIS,2005.

VEENSTRAWANDERWEELE et al, 2002).

3 OBJETIVOS

Verificar a frequéncia da mutagcdo T102C no gene que codifica o receptor 2A
(HTR2A) da Serotonina (5-hidroxitriptamina) em pacientes com TID e comparar a

sua frequéncia com os dados obtidos na populacédo (TREVIZAN, 2006).

Fazer ainda uma possivel associagcao deste polimorfismo a comportamentos
estereotipados nos portadores de TID, analisando um possivel subgrupo dentro
deste espectro, uma vez que novos estudos tém demonstrado que em doencas
complexas como o autismo a ligagado entre um dos fenotipos deste disturbio com a
maior incidéncia de certo polimorfismo pode se mostrar mais efetivo (SYKES

&LAMB, 2007).

4 FUNDAMENTAGAO TEORICA

4.1TIDs — Aspectos clinicos e diagnoésticos

Apesar de o autismo ter sido descrito pela primeira vez por Leo Kanner, em

1942, como “disturbio autistico do contacto afetivo”, e ter sido enquadrado por Ritvo

(1976) como um disturbio do desenvolvimento, permanece, ainda hoje, com um
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diagndstico quase que absolutamente clinico, tendo sido definido dentro de amplas
manifestagcbes comportamentais que incluem: déficits qualitativos na interagao social
€ na comunicagado verbal e ndo verbal, bem como padroes de comportamento
repetitivos e estereotipados e um repertério restrito de interesses e atividades.
Devido a esses fatores tornou-se mais apropriado o uso do termo “Transtornos
Invasivos do Desenvolvimento” (TID), para definir os transtornos do espectro autista.
Nos dias atuais os pesquisadores tém tentado enxergar além dos comportamentos
observaveis e buscado endofendtipos, que séo fendtipos internos biolégicos e
bioquimicos, sendo estes muito importantes para o enquadramento de individuos em
subgrupos, numa doenga tdo complexa como o autismo, levando também ainda a
busca por genes candidatos (KANNER, 1942; RITVO, 1976; GADIA et al. 2004;
MERCADANTE & GAAG & SCHWARTZMAN, 2006).

Segundo Gottesman & Gould (2003), os endofendtipos sdo um meio para
identificar tracos ou facetas de um fendtipo clinico, podendo ajudar na identificagao
de genes aberrantes e na hipotetizagcdo de sistemas poligénicos que conferem

vulnerabilidade para a doenca.

4.1.1 Aspectos Clinicos

Gadia (2004), nos informa que os quadros sintomatolégicos dos TIDs sao
muito amplos e variados. Em relacdo as dificuldades na interacdo social, os TID
podem manifestar-se como isolamento ou comportamento social inapropriado,
pouco contato visual, indiferenca afetiva ou demonstracdes inapropriadas de afeto,

falta de empatia social ou emocional e limitacbes para participar em atividades em
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grupo. Quando caminham em diregdo a idade adulta, existe, em geral, uma melhora
do isolamento social, mas as limitacbes na habilidade social e a dificuldade em
estabelecer amizades persistem.

Na comunicagéo, os déficits tém graus variados, tanto na habilidade verbal
quanto na nao-verbal de compartilhar informacdes com outros. Ha criancas que nao
desenvolvem habilidades de comunicagdo. Outras tém uma linguagem imatura,
caracterizada por ecolalia, reversbes de pronome, prosédia anormal, entonagao
monotona, etc. Os que expressam adequadamente podem nao possuir a habilidade
em iniciar ou manter uma conversagao apropriada. Os déficits de linguagem e de
comunicagao persistem na vida adulta, e uma proporcao significativa de autistas
permanece nao-verbais. Aqueles que adquirem habilidades verbais podem
demonstrar déficits persistentes em estabelecer conversacio, tais como falta de
reciprocidade, dificuldades em compreender sutilezas de linguagem, bem como
problemas para interpretar linguagem corporal e expressdes faciais. Dentre os
padroes repetitivos e estereotipados do comportamento autistico estdo: resisténcia
a mudangas, apego excessivo a objetos e fascinio com o movimento de pegas (tais
como rodas ou hélices), mania com algumas rotinas. Estereotipias motoras e
verbais, tais como se balancar, bater palmas repetitivamente, andar em circulos ou
repetir determinadas palavras, frases ou cang¢gdes sao também manifestacdes
comuns em autistas. No autista adulto, ha uma melhora na adaptacédo a mudancas,
mas nao nos interesses restritos, 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).
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4.1.1.1  Aspectos neurobioldégicos dos TIDs

Estudos descrevem alteragdes neuropatolégicas consistentes no sistema
limbico e nos circuitos cerebelares. As células do sistema limbico (amidala, corpos
mamilares, hipocampo, giro anterior do cingulo e nucleos do septo) sdo menores no
tamanho e aumentadas em numero por unidade de volume em comparagao a
controles. Nos cerebelos, foi encontrado um numero diminuido de células de
Purkinje, mas ndo perda neuronal no nucleo olivar inferior, como esperado. Isso
sugere que as alteragdes ocorridas nos cérebros de individuos autistas aconteceram
ao redor das 30 semanas de gestagao, antes do estabelecimento da conexao entre
a oliva e as células de Purkinje. Observagdes recentes sugerem que a organizagao
minicolunar cerebral é anormal em autistas. Neles, um numero maior de
minicolunas, menores e menos compactas do que o esperado tem sido descrito
(BAUMAN, 1991; COURCHESNE, 1991; CASANOVA et al, 2002; . COURCHESNE&
REDCAY & KENNEDY, 2004. COURCHESNE & PIERCE,2005).

Estudos de neuroimagem em autistas chegaram a resultados diversos, como
seria de se esperar, considerando a heterogeneidade clinica dos TIDs e os achados
de alteracdes cerebelares ndo foram adequadamente reproduzidos, podendo estar
relacionados a fatores metodolégicos. Contudo estudos de imagem cerebral e
estudos de ressonancia magnética funcional encontraram anormalidades na
anatomia e no funcionamento em repouso do lobo temporal em autistas, sendo a
area afetada o sulco temporal superior, bilateralmente.. As areas do sulco temporal
superior, giro fusiforme e amigdala, foram areas que se encontraram hipoativadas
no cérebro autista durante a execucéo de tarefas de cognicéo social. (GADIA et al,

2004; ZILBIVICIUS & MERESSE & BODDAERT, 2006).
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Gadia (2004) continua em sua revisao relatando que o tamanho da cabega de
autistas & bem semelhante ao de outras criangas no nascimento, contudo entre os 2
e 4 anos de idade, 37% dos autistas tem macrocefalia e cerca de 90% dos autistas
tem um volume cerebral em média maior do que os das criangas da mesma idade.
Estudos de neuroimagem sugerem um padrao anormal de desenvolvimento cerebral
em autistas, com um crescimento acelerado durante os primeiros anos de vida,
seguido por uma desaceleragdo em algumas regides do cérebro, enquanto em
outras areas ha uma parada do crescimento, fazendo com que na fase adulta o

tamanho da cabeca seja semelhante ao da populagdo normal.

4.1.1.2 O Autismo

O autismo, também conhecido como transtorno autistico, autismo da infancia,
autismo infantil e autismo infantil precoce, é o TID mais conhecido. Nessa condic¢éo,
existe um marcado e permanente prejuizo na interacdo social, alteragcbes da
comunicacdo e padrées limitados ou estereotipados de comportamentos e
interesses. As anormalidades no funcionamento em cada uma dessas areas devem
estar presentes em torno dos trés anos de idade e, sendo que aproximadamente
entre 60 a 70% dos individuos com autismo, funcionam na faixa do retardo mental,

ainda que esse percentual esteja menor em estudos mais recentes. (KLIN, 2006).
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4.1.1.3 Outros Quadros Autisticos

Outros TIDs dentro do diagndstico diferencial dos quadros autisticos incluem
a sindrome de Asperger, a sindrome de Rett, transtornos desintegrativos e os
quadros nao especificados. Esse diagnostico diferencial € uma das grandes
dificuldades do clinico. Os quadros de sindrome de Asperger sao : de prejuizos
qualitativos na interacdo social e repertério de interesses restritos, assim como no
autismo, s6 que nao deve haver retardo na aquisicdo da linguagem e nas
habilidades cognitivas, apresentando ainda maior ocorréncia no sexo masculino,
inteligéncia proxima da normalidade, déficit na sociabilidade, interesses especificos
e circunscritos com historia familiar de problemas similares e baixa associagdo com
quadros convulsivos. Por outro lado, os quadros de sindrome de Rett foram
diagnosticados mais no sexo feminino, contudo casos entre homens foram
relatados. O diagndstico é realizado entre 5 e 30 meses e apresentando marcado
déficit no desenvolvimento, com desaceleragdo do crescimento craniano, retardo
intelectual marcado e forte associacdo com quadros convulsivos. Os transtornos
desintegrativos s&o observados antes dos 24 meses, com predominio no sexo
masculino, padrdes de sociabilidade e comunicagao pobres, frequéncia de sindrome
convulsiva associada e prognostico pobre. Os transtornos invasivos do
desenvolvimento sem outra especificagdo (TID-SOE) ndo se encaixam em nenhum
outro TID, sendo uma categoria diagndstica de exclusdo (ASSUMPCAO &

PIMENTEL, 2000; MERCADANTE & GAAG & SCHWARTZMAN, 2006).
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4.1.2 Diagnéstico

O diagndstico do autismo, devido a seu amplo espectro, precisa ser realizado
seguindo os critérios de diagnédsticos presentes no CID-10 e no DSM-IV, para
obtenc¢ao de uma uniformidade diagnéstica.

Ha ainda a necessidade de conhecer o curso de desenvolvimento da
sintomatologia comportamental atual, e isso é realizado por descrigbes dessa
evolugcao pelos pais ou cuidadores, observacdes diretas, entrevistas estruturadas
bem como questionarios de instrumentos diagndsticos (WALLER et al., 1999). Estes
instrumentos podem ser questionarios ou instrumentos de observacao direta. Os
questionarios usados pelo grupo de pesquisadores da Universidade Presbiteriana
Mackenzie, para triagem e diagnostico dos transtornos invasivos do
desenvolvimento, sdo o ASQ (Autism Screening Questionnaire), elaborado por
Michael Rutter e Catherine Lord e que foi validado no Brasil, e o ABC ( Autism
Behavior Checklist) ou ICA ( inventario de comportamentos Autisticos). O ASQ
consiste em 40 questdes que sio feitas aos pais ou cuidadores de criangas com
suspeita de diagnéstico de autismo, e o ABC consiste em 57 questdes, feitas aos
pais ou responsaveis pela crianca avaliada, uma vez que, quanto mais precoce o
diagnostico e a intervengdo, melhores sdo os resultados obtidos para amenizar
alguns dos sintomas do quadro autistico e na educagdo da crianga com TID
(MARTELETO & PEDROMONICO,2005; SATO et al, 2008).

Dentre os instrumentos diagnosticos de observagdo estdo o The Autism
Diagnostic Observation Schedule—Generic (ADOS-G), que consiste em uma
avaliagdo semi- estruturada e padronizada da interagdo social, comunicacao,

reproducao e uso de jogos imaginativos para os individuos suspeitos de terem TDI.
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O esquema observacional consiste em quatro médulos de 30 minutos, cada um

destinado a ser administrado a individuos distintos, de acordo com seu nivel de

linguagem expressiva (LORD et al, 2004).

4.1.2.1 Critérios de diagndstico dos TIDs no DSM - IV

Tabela 1

299.00 Transtorno Autista

A - Um total de seis (ou mais) itens de (1), (2) e (3). Com pelo menos dois de (1), um

de (2) e um de (3):

(1) Prejuizo qualitativo na
interacao social,
manifestado por pelo
menos dois dos seguintes

aspectos:

(a) prejuizo acentuado no uso de multiplos
comportamentos nao-verbais, tais como contato visual
direto, expressao facial, posturas corporais e gestos
para regular a interagéo social

(b) fracasso em desenvolver relacionamentos com seus

pares apropriados ao nivel de desenvolvimento

(c) falta de tentativa espontanea de compartilhar prazer,
interesses ou realizagbes com outras pessoas (por ex.,

nao mostrar, trazer ou apontar objetos de interesse)

(d) falta de reciprocidade social ou emocional

(2) Prejuizos qualitativos

na comunicacao,

(a) atraso ou auséncia total de desenvolvimento da
linguagem falada (ndo acompanhado por uma tentativa
de compensar através de modos alternativos de

comunicagdo, tais como gestos ou mimica)

(b) em individuos com fala adequada, acentuado
prejuizo na capacidade de iniciar ou manter uma

conversagao
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manifestados por pelo (c) uso estereotipado e repetitivo da linguagem ou
menos um dos seguintes | linguagem idiossincratica

aspectos:

(d) falta de jogos ou brincadeiras de imitagdo social
variados e espontaneos apropriados ao nivel de

desenvolvimento

(a) preocupacéo insistente com um ou mais padrées
estereotipados e restritos de interesse, anormais em
intensidade ou foco

(3) Padroes restritos e

repetitivos de (b) adesao aparentemente inflexivel a rotinas ou rituais
comportamento, especificos e nado-funcionais

interesses e atividades,

manifestados por pelo (c) maneirismos motores estereotipados e repetitivos
menos um dos seguintes | (por ex., agitar ou torcer maos ou dedos, ou

aspectos: movimentos complexos de todo o corpo)

(d) preocupacao 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) interacao social

(2) linguagem para fins de comunicagao social.

(3) jogos imaginativos ou simbdlicos.

C — A perturbagao néo € melhor explicada por Transtorno de Rett ou Transtorno
Desintegrativo da Infancia .




Tabela 2

299.80 Transtorno de Asperger

(A) - Prejuizo qualitativo
na interacao social,
manifestado por pelo
menos dois dos

seguintes quesitos:

(1) prejuizo acentuado no uso de multiplos
comportamentos ndo-verbais, tais como contato
visual direto, expressao facial, posturas corporais e

gestos para regular a interagao social.

(2) fracasso para desenvolver relacionamentos
apropriados ao nivel de desenvolvimento com seus

pares.

(3) auséncia de tentativa espontanea de
compartilhar prazer, interesses ou realizagdes com
outras pessoas (por ex., deixar de mostrar, trazer ou

apontar objetos de interesse a outras pessoas).

(4) falta de reciprocidade social ou emocional.

(B) - Padrdes restritos,
repetitivos e
estereotipados de
comportamento,
interesses e atividades,
manifestados por pelo
menos um dos seguintes

quesitos:

(1) insistente preocupagdo com um ou mais padrées
estereotipados e restritos de interesses, anormal em

intensidade ou foco.

(2) adesao aparentemente inflexivel a rotinas e

rituais especificos e nao funcionais.

(3) maneirismos motores estereotipados e
repetitivos (por ex., dar pancadinhas ou torcer as
maos ou o0s dedos, ou movimentos complexos de

todo o corpo).

(4) insistente preocupacgao com partes de objetos.

(C) - A perturbacdo causa prejuizo clinicamente significativo nas areas social e

ocupacional ou outras areas importantes de funcionamento.

(D) - Nao existe um atraso geral clinicamente significativo na linguagem (por

ex., palavras isoladas sdo usadas aos 2 anos, frases comunicativas s&o usadas

aos 3 anos).

26
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(E) - N&o existe um atraso clinicamente significativo no desenvolvimento
cognitivo ou no desenvolvimento de habilidades de auto-ajuda apropriadas a
idade, comportamento adaptativo (outro que n&o na interagdo social) e

curiosidade acerca do ambiente na infancia.

(F) - Nao sao satisfeitos os critérios para um outro Transtorno Invasivo do
Desenvolvimento ou Esquizofrenia.

Tabela 3

299.80 Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem Outra Especificagao
(incluindo Autismo Atipico)

Esta categoria deve ser usada quando existe um prejuizo severo e invasivo no
desenvolvimento da interacdo social reciproca ou de habilidades de comunicacao
verbal ou nao-verbal, ou quando comportamento, interesses e atividades
estereotipados estdo presentes, mas nao sao satisfeitos os critérios para um
Transtorno Invasivo do Desenvolvimento especifico, Esquizofrenia, Transtorno da
Personalidade Esquizotipica ou Transtorno da Personalidade Esquiva. Esta
categoria inclui, por ex., "Autismo Atipico" — apresentagdes que nao satisfazem os
critérios para Transtorno Autista em vista da idade tardia de seu inicio,
apresentacées com sintomatologia atipica, sintomatologia subliminar ou todas

acima.
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4.1.2.2 Critérios de diagndsticos de TIDs na CID -10

Na Classificacao internacional de doengas (CID-10), os transtornos invasivos
do desenvolvimento sao designados pelo nome de Transtornos Globais do
Desenvolvimento (TGD), e estdo classificados dentro dos transtornos do

Desenvolvimento Psicolédgico ( F80-89). Os TGDs (F84), sdo assim estruturados:

Tabela 4

CID-10 (F84) Transtornos Globais do Desenvolvimento

F84.0 Autismo Infantil

F84.1 | Autismo Atipico

F84.2 Sindrome de Rett

F84.3 | Outro Transtorno desintegrativo da Infancia

F84.4 | Transtorno com Hipercinesia associada a retardo mental e a
movimentos estereotipados

F84.5 | Sindrome de Asperger

F84.8 | Outros Transtornos globais do desenvolvimento

F84.9 | Transtornos Globais ndo especificados do desenvolvimento.

4.2 Epidemiologia e Genética Geral dos TIDs

4.2.1. Epidemiologia

Estudos epidemiologicos sado essenciais para identificar a interagdo gene -
ambiente e como essa relagao pode influenciar no comportamento autistico. Alguns
fatores ndo genéticos tém sido descritos, em pequeno numero de casos, como
causa para o autismo, dentre eles: complicagdes obstétricas, exposicdo a fatores

teratogénicos durante a gravidez, e infecgbes virais, como, por exemplo,



29

citomegalovirus durante a gestagcao que, parecem aumentar o risco para TID
(SYKES &LAMB, 2007).

Contudo, evidéncias tém sugerido que a autismo tem um grande componente
genético de heranga multifatorial complexa com modelo de interacdo multiloci. Sua
prevaléncia esta em torno de 5-10 por 1000, dependendo do critério diagndstico
utilizado e onde a incidéncia por género sexual é de quatro meninos para uma
menina (CARVALHEIRA et al, 2004; COOK et al. 1997). Contudo, se forem
considerados somente os casos sem retardo mental, esta razdo sobe para 7,5
meninos para cada menina. Estudos tém demonstrado que o risco de recorréncia,
no caso de ja haver um irméo afetado, fica em torno de 2,2%, sendo um baixo
indice, porém cerca de 50-100 vezes maior do que na populagdo geral, e, se
incluirmos as formas mais brandas de manifestacéo, esse indice sobe para 5%, e,
segundo o The Autism Genome Project Consortium (2007), essa recorréncia pode
chegar a 10%. Esse baixo indice de recorréncia associada a uma alta herdabilidade
(em torno de 90%) é consistente com um modelo de heranga no qual um numero de
diferentes genes interagem e em que ha diversos loci envolvidos (CARVALHEIRA et
al., 2004; CASTERMANS et al, 2004; GUPTA; STATE, 2006).

Entretanto, estimativas ainda mais recentes tém demonstrado que o risco de
recorréncia no caso de um irmé&o afetado pode chegar a ser maior que 15% para os
casos de autismo infantil, o que é muito maior se comparado aos indices
populacionais de aproximadamente 0,2% (1 em cada 500 criangas) para a
ocorréncia de autismo infantii ou de 0,7% considerando outros quadros dos
transtornos invasivos do desenvolvimento ( 1 para cada 150 criangas) e, assim ,
definindo os transtornos invasivos do desenvolvimento como uma sindrome com

alto grau de herdabilidade nas familias (SUTCLIIFFE, 2008).
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4.2.1.1 Estudos com Gémeos, e Sindromes Associadas

Outros estudos tém contribuido para a confirmacdo dos componentes
genéticos nos TIDs em geral, entre os quais os diversos estudos com gémeos que
sdo capazes de permitir a averiguacdo de componentes hereditarios nas doengas
complexas como o autismo. Veenstra-Vanderweele et al. (2004) e The Autism
Genome Project Consortium (2007) encontraram uma concordancia na presenga do
autismo entre 60 a 92% nos Gémeos monozigdticos e de 0 a 10% em gémeos
dizigéticos, dependendo se um estreito ou largo fendtipo foi utilizado. Além do que
muitas sindromes podem apresentar o autismo como comorbidade, refor¢cando
assim o componente genético dessa doenga. Entre elas podemos citar:
fenilcetonuria, Prader Willi, Angelman, esclerose tuberosa, sindrome de Turner e
sindrome do X-fragil, dando subsidios também a esse componente (CARVALHEIRA

et al., 2004; THE AUTISM GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2007).

4.2.1.2 Outros Estudos e suas implicagbes
Determinar mudangas genéticas especificas que aumentam o risco de
desenvolvimento de doengas como o autismo é muito complexo, porque diferentes
tipos de variagdes e muitos genes estdo envolvidos, podendo apresentar diferencas
em relagdo ao grau de penetrdncia das mutagbes ou discretas mudangas na
sequéncia do DNA, mas poucas delas replicadas.

Outros estudos tem ainda sugerido fatores genéticos para o autismo, entre eles,
translocagdes, inversdes, dele¢gdes ou duplicagcbes nos cromossomos, 0s quais

aparecem em individuos que apresentam caracteristicas de tragos dismorficos e
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deficiéncia mental severa (SUTCLIFFE, 2008; O'ROAK & STATE, 2008). Recentes
estudos tém ainda sugerido que, em torno de 7% dos casos de autismo podem ser
devido a anormalidades microscopicas citogenéticas. Um dos mecanismos
sugeridos € a andlise pela técnica de microarranjo, que tem demonstrado que
pequenas perdas ou ganhos na variagao do numero de cépias do DNA podem estar
relacionados ao autismo, pequenas variacdes, essas que podem ser herdadas ou
surgir como novas mutagbes (SEBAT et al 2007; WEISS et al 2008;
SUTCLIFFE,2008). Um estudo de Morrow (2008), usando  tecnologia de
microarranjo do DNA ( DNA microarrays) em familias consanguineas do Leste dos
USA , analisou todo a heranga do DNA destas familias e identificou regides que sao
herdadas em comum por individuos afetados com TID, que compartilham duas
copias desta regido, e onde os segmentos em homozigose nestes individuos estéao
em heterozigose em seus progenitores, podendo representar um fator de risco no
autismo. Em varias destas familias, as regides ligadas aos TIDs contém delegdes, as
quais poderiam alterar a fungao/expressdo dos genes nesta regido ou nas regioes
vizinhas e nos quais os individuos alvo tinham deficiéncia na expressdo destes
genes, sendo isso a causa do autismo nestas familias. Outra observacéo plausivel
neste estudo, foi que a maioria dos genes identificados em homozigose nos afetados
eram responsaveis pela estimulagdo da atividade neuronal (MORROW et al, 2008;
SUTCLIFFE,2008).

Outros estudos tém sugerido o uso de endofendtipos, como citado
anteriormente, para analise de doengas de genética complexa como o autismo; o
numero de genes envolvidos no fendtipo destas doengas esta teorizado para ser
diretamente proporcional a complexidade do fendtipo e a dificuldade de analise

genética das mesmas. (GOTTESMAN & GOULD, 2003).
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Observe o0 esquema do mesmo autor:

Menor complexidade de ' ' Maior complexidade de

ambos: fendtipo e Analise ambos: fenétipo e Analise

NUMERO DE
genética GENES genética

Figura 1 - Abordagem para andlise de doengas com genética complexa (GOTTESMAN &
GOULD, 2003).

Outros fatores como estudos envolvendo epigenética (estudo das mudancgas
da expressao génica, que ndo sao devidas a mudancgas na sequéncia do DNA e sim
a fatores como metilagdo, modificagdo nas histonas, etc) e imprinting genémico, que
ocorre provavelmente por inativacdo de genes durante a gametogénese por
metilacdo seletiva dependendo da origem materna ou paterna do material
hereditario, estdo sendo relacionados ao autismo.

Um desses estudos relatou a associacdo entre uma duplicagao interstitial na
regidao 15q11-q13 de origem materna e o autismo. ( COOK et al, 1997; SYKES &
LAMB,2007).

Observe o quadro de Sykes & Lamb (2007), que nos da uma nog¢ao dos

diversos mecanismos de estudos para tentar solucionar as causas do autismo:



Influéncias Epigenéticas
(ex. metilagéo, histona modificagao e
imprinting genémico)

Fatores genéticos

(ex. anormalidades
citogenéticas, suscetibilidade a
mutacao e variagao genética
estrutural)

O
4

DNA/Genes Cromossomo

Estudos de ligagao,
associagao e genes
candidatos, variagao
estrutural e
epigenética.

Cariotipagem

> s

)

Tecido/célula

\

Organismo

Estudos
epidemioldgicos,
estudos de
Gémeos/adocgao.

Figura 2 — Esquema de influéncias e fatores avaliativos nos estudos de susceptibilidade

para Transtornos Invasivos do Desenvolvimento.

Ha uma complexa acgdo reciproca entre as influéncias genética, epigenética, celular e
ambientais no desenvolvimento do autismo (Parte superior da figura). Umas séries de técnicas,
marcando diferentes niveis de funcionamento biolégico, estdo sendo usadas para dissecar as

causas do autismo (Parte inferior da figura).

(SYKES & LAMB,2007), Traduzida por Aline Helen Corréa Garcia.
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Assim, a avaliacdo de fendtipos associados a doengas, bem como estudos de
susceptibilidade, tém sido mais proveitosos que a analise dos fendtipos em si e,
além disso, o numero de genes requeridos para produzir variagdes nestes tragos,
pode ser menor que aqueles requeridos na producdo do diagndstico da propria

doenga.(GOTTESMAN & GOULD, 2003).

4.2.2. Genética geral

As causas do autismo sdo ainda desconhecidas, mas, como citado acima
existem substanciais evidéncias para sustentar o envolvimento de fatores genéticos

no quadros autistico.

4.2.2.1. Genes Candidatos

Varias técnicas experimentais e modelos para avaliar a atividade, expresséo e
alelo associagao das TIDs, enquanto doengas com algum componente genético, tém
sido usados para detectar possiveis genes candidatos e sua relevancia na

fisiopatologia do autismo.
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Exame total do Genoma

- ; Estudos Clinicos
Analise s,  GENES CANDIDATOS b &
citogenetica o - Modelos de

Pesquisa do

processo de
desenvolvimento

do embriao

Teste de desequilibrio de ligagao
Estudos de associacao
Retratos da expressao

Estudos de animais

Figura 3 — Principais tipos de estudos usados na detecgédo de genes candidatos (MUHLE et

al., 2004). Traduzido por Aline H. C. Garcia.

Muitos estudos tém encontrado alteragbes em quase todos os cromossomos.
Dentre eles o do The Autism Genome Project Consortium (2007),que, em seus
resultados, reportou que o risco para TID, devido a anormalidades cromossémicas,
como duplicagdo no cromossomo 15q 11-13, € muito pequeno, bem como outras
variagbes no numero de copias cromossémicas(CNA), possuem pouco ou nenhum
papel nos TIDs. Neste mesmo estudo foram encontradas, através de analises de
ligacdo, evidéncias sugestivas para uma modesta ligagdo entre o cromossomo
11p12- p13 e o autismo, contudo outras regides foram implicadas em populag¢des
com descendéncia européia, sendo ela 2q 31.1 em familias contendo fémeas e a
regido 7q 22.3 para familias contendo somente homens.

O cromossomo 7q foi o primeiro a ser identificado em estudos de ligagao pelo
International Molecular Genetic Study of Autism Consortium (1998) e € o mais

implicado em varios estudos, porém com resultados de dificil interpretacdo, embora
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sendo uma regido de interesse devido a sinais de ligacdo genética ai localizados.
Varios rearranjos de pacientes com TID, envolvendo essa regiao e também devido a
genes ligados a fala e a linguagem (FOXP2 e EN2) , fazem desta uma regido de
interesse. Outros genes candidatos no cromossomo 7 séo: o HOXA1, responsavel
pelo desenvolvimento do metencéfalo, o DLX5, que regula o desenvolvimento do
cérebro anterior, o RELN, que atua na migracao neuronal e no desenvolvimento de
conexdes entre as células do sistema nervoso, o gene NRCAM envolvido na
adesao celular neuronal, e o gene ENZ2, que além de ser implicado na linguagem, é
também um gene homeobox, que regula o desenvolvimento do cerebelo, cujas
anormalidades estdo altamente relacionadas as TIDs (GUPTA &STATE,2006; THE
AUTISM GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2007; NICHD, 2005).

Outras regides implicadas estdo presentes no cromossomo 2 que possui 0S
genes Homeobox ou hox genes que controlam o crescimento e desenvolvimento
embrionario e também o gene NRXN1, localizado na regido 2p16.3 , que num
estudo recente de analise de CNVs( variagdes sub-microscopicas do numero de
copias), pelo The Autism Genome Project Consortium( 2007), detectou uma delegéo
dos exons que codificam o gene NRXN1 em um par de irmaos afetados com TIDs,.
Esse resultado se tornou significativo por varios motivos: um deles € que essa
alteracdo é um evento novo , e outros estudos também relatam uma mutagédo de
sentido trocado, rara nesse gene em portadores de TIDs, que nédo foi encontrada
em 500 controles. Outro fator € que raras mutagdes no gene NRXN1 que atua
sobre as neuroliguinas geram, aparentemente, risco para TIDs e retardamento
mental e , por ultimo, ha uma transmisséo significativa de dois Loci do gene da
NRX1, sob modelo dominante em TIDs. Evidéncias acumuladas tém implicado as

neuxinas e neuroliguinas nos TIDs. As neuroxinas tém sido demonstradas por
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induzir a diferenciagdo pds-sinaptica em contato com dendritos e as neuroliguinas,
na indugao de diferenciacdo pré-sinaptica em axoénios glutamatérgicos. A ligagao
neuroxina neuroliguina é fundamental na sinaptogenese glutamatégica. Além disso,
a fungdo aberrante do glutamato € um elemento de risco para TIDs, sendo uma
hipétese compativel com isso o fato do glutamato ser um fator importante no
desenvolvimento cerebral e que comportamentos ligados ao autismo e a seu
diagndstico sdo comums em individuos com sindrome do X-fragil, ou esclerose
tuberosa, ambos associados com a sinalizagdo anormal do glutamato. (GUPTA
&STATE,2006; THE AUTISM GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2007; NICHD,
2005).

Outro gene candidato € o que codifica o receptor 2A da serotonina , localizado
no cromossomo 13, sendo esse cromossomo implicado em 35% dos estudos de
TIDs. Os genes do cromossomo 16 que esta associado a esclerose tuberosa, por
possuir  sintomas similares aos do autismo; no cromossomo 17 0s genes
candidatos sdo o gene codificador da galactosemia , uma doenga metabdlica que,
se nado tratada, pode levar a retardamento mental, e o gene que codifica o
transportador da serotonina (5HTT). Problemas com o Transportador podem levar a
transtorno obsessivo-compulsivo.

No cromossomo X, esta implicada a sindrome de Rett com caracteristicas
semelhantes ao autismo. Ha, ainda, envolvimento do cromossomo 15, que possui
genes que codificam o receptor do GABA, um neurotransmissor inibidor cerebral,
contudo com poucos estudos evidenciando ligacdo génica nesta regido (GUPTA,;
STATE, 2006; NICHD, 2005; MUHLE et al. 2004).

Em seu artigo Sutcliffe (2008), cita alguns dos genes acima e outros também

relacionados ao autismo.
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TABELA 5 — Genes implicados na patogenia do autismo. Genes que tém sido implicados com
0 autismo, com base em diferentes fungbes e formas de variagdo genética, e também na sua
associacdo com doencas, aquelas que mostram caracteristicas do autismo. Eles dividem
caminhos comuns ou relacionados. (A), genes que apresentam trés repeticdes a mais; (B) genes
com mutagdes raras ou codificagdo variante; (C) genes com variagdo no numero de copias ou
com anormalidades nos cromossomos; (D) associagao de alelos comuns ( SUTCLIFFE, 2008).
Traduzido e modificado por Aline Helen Corréa Garcia.

SINAPSE GLUTAMATERGICA FUNCAO E / OU IMPLICADOS EM DOENCAS
DE ADESAO CELULAR NEURONAL RELACIONADAS
AB
EMR1AB FMR1
B,C
NLGN® MECP2
NLGN4° NHE6 (SLC9A6)"
NRXN1® A2BP1*
SHANK3"* UBA3A>*
CNTNAP2>-" OUTRAS FUNCOES
PCDH10" EN2°
CNTN3® SLCBA4™"
TRAFICO ENDOSOMAL MET"
NHE9 (SLC9A9)>* SCN7A®
NHE6 (SLC9AB)" RNF8*®
DIA1(c3orf58) ©
A2BP1"

REGULAGCAO DA ATIVIDADE NEURONAL

FMR1*"

MECP2°°

DIA1(c3orf58) ©

PCDH10"

NHE9 (SLC9A9)>*

A2BP1“

UBA3A®*
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Muhle et al.(2004), sugere que uma grande colecdo de familias se faz
necessaria e também a subdivisdo do fendtipo (endofendtipos) pode ser util e de
importancia peculiar para poder detectar melhor a susceptibilidade de genes, além
do que, para entender melhor uma herangca complexa como o autismo, deve-se levar
em conta que a heterogeneidade alélica significa que diferentes defeitos em um
mesmo gene pode levar para um mesmo ou diferentes padrbes de doencga, ou
ainda, que diferentes grupos de genes variantes possam causar susceptibilidade
para doencga, em que cada variante pode trazer uma diferente contribuicao para ela,
ficando mais claro que tragos deste fenétipo podem ser herdados separadamente, e
que se tornardo em uma doenga apenas quando sobrepostos (VEENSTRA-

VANDERWEELE et al, 2004; MUHLE et al. 2004).

4.3 A Serotonina e os TIDs

Em autistas, uma caracteristica encontrada ¢ a hiperserotonemia em cerca de 30% dos
individuos, e também aumento da serotonina nas plaquetas dos parentes de 1° grau dos
portadores de TID (CASTERMANS et al., 2004; VEENSTRA-VANDERWEELE et al, 2004;
ANDERSON et al., 1987; PIVEN et al., 1991). Outro fator relevante ¢ que o tratamento com
inibidores da reabsor¢do de serotonina mostrou diminuir parte da sintomatologia autistica em
alguns individuos afetados (BRODKIN et al., 1997; FATEMI et al, 1998) e o tratamento com
medicamentos, que sdo potentes inibidores do transportador da serotonina, se mostraram
eficazes no tratamento de comportamentos repetitivos e restritos, em TIDs quando associado
com ansiedade e/ou agressividade (COOK et al, 1997). Esses achados levantaram o interesse
no conhecimento da biologia molecular dos genes e proteinas envolvidos no sistema

serotoninérgico.
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4.3.1. O sistema serotoninérgico
4.3.1.1. Serotonina — Formacgé&o e atividade central e periférica

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina € um importante neurotransmissor,
produzido nos nucleos da ponte e do tronco encefalico no SNC e na periferia pelas
células enterocromafins intestinais (VEENSTRA-VANDERWEELE et al. 2000). Seu
envolvimento no comportamento tem sido confirmado porque drogas que ativam o
sistema serotoninérgico ajudam no tratamento de depresséo, ansiedade, humor,
agressao, sono, disturbio obsessivo compulsivo, interagdes sociais, regulagdo do
apetite, estresse pds traumatico, assim como sua agao em fungdes cognitivas como
aprendizagem e memoria., déficit de atengcdo e esquizofrenia (HARVEY,2003;
JOOBER et al.,1999).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) é produzida a partir do aminoacido

essencial triptofano (figura 4).

H .
]y

i B

Triptofano

Figura 4 — Conversao do aminoacido
triptofano em Serotonina

Serotonina ca em uma dieta

influenciada pela propor¢gac .~ ..~ (WURTMAN,2005).
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A quantidade de triptofano disponivel no cérebro para conversdo em
serotonina depende: da quantidade de triptofano no plasma e da razdo entre
triptofano plasmatico e outros cinco aminoacidos: tirosina, fenilalanina, leucina,
isoleucina e valina. Todos esses aminoacidos, incluindo o triptofano, séao
comparativamente grandes moléculas e, quase todos, sao fisiolégica e
eletricamente neutros. A 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 hematoencefélica, fazendo com que estes estejam
competindo por adesao ao carreador e assim, da corrente sanguinea para o cérebro,
levando o ftriptofano a uma diminuicdo em relagdo aos outros aminodacidos
competidores. Uma refeicdo hiperproteica, desta forma, reduz a razéo do triptofano
plasmatico e os outros aminoacidos (Cooper, 1991), de tal forma que pouco
triptofano & carreado através da barreira hematoencefalica e ocorre entdo pouca
reacao nos neurdnios. Uma dieta rica em carboidratos tem efeito oposto, porque a
maior secrecdo de insulina, devido a ingestdo de carboidratos, reduz os niveis
plasmaticos dos outros aminoacidos, mas nao os de triptofano. Assim, os outros
aminoacidos circulam como moléculas livres, mas o triptofano é transportado ligado
a albumina no plasma. O triptofano é imune aos efeitos da insulina, resultando, apds
uma ingestdo de carboidrato, um aumento dos niveis plasmaticos de triptofano em
relacdo aos competidores oferecendo mais triptofano para reagir com os neurdnios

(Zappellini,2002; Wurtman, 2005).

Desta forma, logo apos o triptofano ser transportado para dentro do neurénio

serotoninérgico, pela agdo da enzima triptofano-hidroxilase, ele é convertido em 5-
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hidroxitriptofano e logo em seguida em 5-hidroxitriptamina pela enzima triptofano
descarboxilase. . A serotonina é entdo formada e armazenada em vesiculas de
terminais nervosos para futura liberagcdo na sinapse neuronal e € recaptada pelo
neurdnio pré-sinaptico através do transportador da serotonina e auto-receptores e

nos neurdnios poés-sinaptico pelos seus receptores.(figura 5) .

Neurodnio
pos-sinaptico

I}.J

.s‘.x;a> : . Terminal axonico
—5-HTT .

Mirtazapine
. &L

Neuronio
pré-sinaptico

Pinderol

Figura 5 — Representagédo esquematica dos processos envolvidos na neurotransmissao serotonérgica

(VEENSTRA-VANDERWEELE et al, 2000).
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4.3.1.2  Serotonina e desenvolvimento embriolégico

Whitaker-Azimitia (2001) relata que a serotonina trabalha na regulagdo do
desenvolvimento cerebral antes de ser um neurotransmissor no cérebro maduro.
Sendo que um principio basico para maturagcado cerebral seja o refinamento pela
experiéncia, o cérebro desenvolve muitas conexdes, e aquelas que sdo redundantes
precisam ser removidas, usando para isso 0s neurotransmissores. A serotonina é
um neurotransmissor presente muito cedo no desenvolvimento cerebral, tendo um
alto status nessa fase, o qual declina em direcdo a vida adulta. Além disso, possui
ampla distribuicdo nos terminais neuronais, e, por isso, provavelmente, tenha um
papel chave nos processos de neurodesenvolvimento.

Nos humanos, os neurbnios serotoninérgicos aparecem por volta da 5?2
semana de gestagcdo e aumentam rapidamente por volta da 10 semana e, ao redor
da 15% semana, a organizagao tipica das células serotoninérgicas ja pode ser vista
no nucleo da raphe. Nos dois primeiros anos de vida, os niveis da serotonina
aumentam, declinando por volta dos cinco anos. Um aumento anormal, durante o
desenvolvimento, é a provavel causa de perdas dos terminais serotoninérgicos, que
podem levar a alteragcdes dos processos de desenvolvimento e ocasionar diminuigcéo
do volume hipocampal, diminuicdo na arvore dendritica e com isso perda de
conexdes com o coértex. Além dessas fungdes, ela possui fungao periférica,
contribuindo em eventos hemostaticos durante sua ativagdo nas plaquetas, sendo
capaz de efeitos vasodilatadores ou vasoconstritores, via receptores vasculares. Ha
ainda evidéncias da atuacdo do sistema serotoninérgico nos mecanismos de
apoptose , onde seus receptores 5HT2A e SHT1A tém um importante

papel(WHITAKER-AZIMITIA, 2001).
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Desde que a relacéo serotonina e desenvolvimento é conhecida, fica implicito
que o aumento nos niveis desta substancia pode causar perdas dos terminais
serotoninérgicos. Isso pode ser que ocorra em criangas autistas, sendo que os
dados clinicos abaixo sugerem tal informacéo:

- Alguns autistas respondem as drogas de elevagao da serotonina.

- Alto indice de autismo registrado em criangas expostas no utero a drogas
que alteram os niveis da serotonina, incluindo a cocaina e o alcool.

- Evidéncias de hipersensibilidade do autoreceptor 5-HT1D que pode estar
relacionado a comportamentos repetitivos (WHITAKER-AZIMITIA, 2001).

Neste mesmo artigo, Whitaker-Azimitia (2001) relata que a retirada da
serotonina em ratos, causa a redugao permanente do numero de neurbnios no
cérebro adulto ( hipocampo e cértex), e a sua remogao em animais adultos
ocasiona a perda reversivel dos dendritos. Os ratos foram tratados com um
agonista nao seletivo da serotonina (5-metox- triptamina), entre a 12 e 20 semana
de gestagdo. Ao nascer, 0s animais tratados mostraram mudangas de
comportamento, particularmente nas respostas sensoriais ( sacudido pronunciado da
cabeca quando tocados, tremores quando acariciados na pata com um cotonete,
hiper-responsivos ao barulho e ndo apresentado choro ultra-sénico na auséncia da
mae). Essas observagdes sugerem que o modelo animal de autismo possui

relevancia comportamental e morfoloégica em humanos.

4.3.1.3  Genes que codificam as proteinas do sistema serotoninérgico e os TIDs

A relagdo entre a alteragdo dos niveis de serotonina e autismo tem sido

sugerida por varios autores, desde os estudos de Shain & Freedman (1961), que
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encontraram hiperserotonemia em cerca de 30% dos portadores de TIDs
(MAESTRINI et al, 2002; ANDRES,2002; ANDERSON et al, 2002). Outros estudos
encontraram evidéncias de alteragdo dos niveis de sintese da serotonina (5-HT) em
autistas, quando comparados a seus irmaos, e a melhora dos rituais obsessivo-
compulsivo em portadores de TIDs, bem como da ansiedade e agressividade,
quando tratados com inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina, assim como
uma diminuigdo dos niveis sanguineos do triptofano em autistas adultos levou a um
aumento de comportamentos  estereotipados (ANDERSON,  2002;
SCOTT&DENERIS, 2005).

E devido a essas alteracdes e as fungdes desempenhadas por essa
substancia no periodo embrionario e como neurotransmissor, cuja sinalizagao
anormal pode contribuir para o comportamento autistico, que o0s genes que
codificam proteinas participantes do sistema serotoninérgico sdo candidatos para
estudo em autistas. Alguns desses genes ja vém sendo estudados em individuos
afetados, tanto para os genes que codificam o transportador da serotonina (5-HTT)

quanto os que codificam seus receptores (5-HTRS).

a. O gene que codifica o Transportador da serotonina

O gene SLC64A que codifica o gene do transportador da serotonina esta
localizado no cromossomo 17q, mais especificamente na regido 17q11.1-q12 (fig. 5),
e possui 31kb e14 exons, possuindo um polimorfismo de inser¢ado do alelo longo ou
delec&o do curto de 44pb e foi designado de polimorfismo 5-HTTLPR (LESH et al.,
1994). O interesse nesse gene vem da fungdo de recaptagdo da 5-HT pelo seu

transportador na fenda sinaptica ligada ao papel da serotonina em comportamentos
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repetitivos e ao maior indice de serotonina plaquetaria nos autistas. O primeiro
estudo com o gene que codifica o 5- HTT, associando-o com o autismo foi realizado
por CooK (1997) que observou a transmissao preferencial da variante curta de um
polimorfismo de inser¢ao/delecéo, cuja repeticdo em tandem (VNTR) no 2° intron
se encontra na regidao promotora do gene para individuos afetados pela doenca,
porém, logo depois, Klauck et al. (1997) observou o oposto, ou seja, transmissao
preferencial da variante longa do gene 5-HTT para individuos afetados. Ja,
Betancur (2002), ndo encontrou associagao entre a desordem autistica e o gene do
promotor.

Em um estudo recente, houve a associagcdo do alelo longo do gene do
transportador (SHTTLPR), com a resposta ao tratamento com a fluvoxamine
(SUGIE et al, 2005). Mulder (2005), analisando os polimorfismos (HTT, SLC6A4), em
associacdo com risco para TID e fendtipos autisticos, encontrou associagao
significante entre o intro 2 gendtipo 12/12 e prejuizos no dominio de rigidez
compulsiva.

Outros estudos ndo puderam constatar nenhuma variante preferencial na
populacdo autista. Nesses estudos a associacao tem sido controversa, dependendo
da diversidade étnica, métodos de analise genética e do perfil sintomatoldgico
(MAESTRINI et al.,1999; ZHONG et al., 1999; PERSICO et al., 2000; KIM, et

al,2002; PERSICO et al, 2002; CONROY et al 2004; MCCAULEY et al, 2004).
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Figura 6 — Posigcao do gene do transportador SLC6A4.
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b. Os genes que codificam o0s receptores da

serotonina

A serotonina é liberada na fenda sinaptica e ativa tanto os receptores pré-
sinapticos quanto os receptores pos-sinapticos. Os receptores pds-sinapticos estao
presentes nos neurdnios alvo, que determinam inumeros eventos intracelulares
relacionados a esse neurotransmissor, sendo que suas multiplas funcbes estao
relacionadas com a sua interagdo com 14 subtipos de receptores, divididos em 7
familias. 5HT4, 5HT,, 5HT3, 5HT4, 5HTs, 5HTs, € 5HTS.

Dentro do grupo 5HT; existem os subtipos 5HTs, 5HT1g, 5SHT1p, SHT g, €
5HTg, que podem ser pré-sinapticos, atuando como auto-receptores ou ainda ser
pos-sinapticos. Existem trés subtipos de 5HT,: o 5HT2a, 0 5HT2g, € 5HToc,todos
pos-sinapticos, assim como dois subtipos do 5HTs: 0 5HTs, € 0 SHTs5. A maioria
desses receptores esta acoplada a proteinas G. A classe dos receptores 5HT3 sao
canais iénicos.

Os receptores arteriais 5HT 1B e 1D parecem mediar o tratamento de

enxaqueca, o 5HT4 parece importante nas arritmias cardiacas, ja o receptor SHT2A,
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que é do nosso interesse, € um receptor pds-sinaptico, que possui possivel papel
em alucinagdes e psicoses (VEENSTRA-VANDERWEELE,2000) .

Os receptores 5HT1A e 5HT2A sao de fungdo oposta, ambos importantes
para neuronal e mental funcionamento. O 5-HTR2 é um receptor programado, no
qual eventos durante o desenvolvimento podem afetar o numero, afinidade e fungao
deste receptor no cérebro adulto, pois ele estimula sua plasticidade e a
adaptabilidade, podendo mudar os niveis de calcio e ativar muitos mecanismos de
fosforilagdo na célula, além do que se encontram envolvidos na apoptose
celular(AZMITIA,2001).

Até agora nenhuma associagdo tem sido observada com os receptores

SHTR7(LASSING et al.,1999).

a) O receptor SHT2A

O receptor 5HT2A tem um papel fundamental nas sinaptogénesis. Ele é
funcional por volta do 7° dia pds-natal no hipocampo dos ratos, onde pode atuar na
ramificagdo e crescimento dos terminais deste local, podendo estimular a
plasticidade e a adaptabilidade cerebral e mudar os niveis de Ca**, bem como ativar
os mecanismos de fosforilagdo da célula e também a apoptose (AZMITIA,2001).

O gene do receptor 5SHT2A (HTR2A) (fig. 6) esta localizado no cromossomo
13q14-g21 (SPARKERS et al.,1991), que é a regido de maior susceptibilidade para o
autismo segundo Bartlett et al (2002)., sendo reconhecido por Veenstra et al (2002)
como um dos mais plausiveis candidatos para o autismo., devido as atividades

acima mencionadas.
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Esse gene (5HTR2A) possui 3 exons separados por 2 introns, e um
comprimento total de mais de 20Kb (CHEN et al, 1992). O HTR2A possui dois
polimorfismos de base unica (SNPs), o -1438G/A e o 102 T/C. Varios estudos
tentaram associar um desses polimorfismos com varias doengas psiquiatricas (que
compartiiham com os TIDs alguns sintomas, mesmo que aparentes.), outros
estudos tentaram, ainda, associar um dos SNPs com TIDs. Alguns deles falharam
e outros obtiveram resultados positivos na associacdo (INAYAMA et al, 1996;
WILLIAMS et al, 1997; HOLMES et al, 1998; MASSAT et al, 2000; VEESTRA-
VANDERWEELE et al, 2002; LI et al, 2002; LOHMUELLER et al,2003; ZHANG et al,
2004).

Um estudo de Sugie (2003) mostrou algumas diferengas nas respostas a
administragcado da fluvoxamine em autistas, dependendo do polimorfismo do gene
T102C do receptor 5SHT2A (TT,TC ou CC) nesses individuos.

Corréa (2002), ndo encontrou associagao entre o polimorfismo T102C e o

comportamento suicida em populagao brasileira. Em outro estudo que relaciona o
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polimorfismo da regido promotora (-1438 G/A) com TOC (transtorno obsessivo-
compulsivo), também em populacéo Brasileira, nao houve associagdo. (Gonzalez,
2001).

Li (2002), estudando o polimorfismo T102C do gene receptor HTR2A,
encontrou uma frequéncia significantemente menor do gendtipo TT e uma
frequéncia maior do gendtipo CC em individuos com hiperatividade e déficit de
atencao, em relagéo aos controles.

Shaikh (2008) que procurou associar o polimorfismo T102C do receptor
HTR2A em criangas com doenga de humor, encontrou resultado negativo para a
associagao ; Também Herken (2003) estudando o polimorfismo T102C do HTR2A
em esquizofrénicos, ndo encontrou associagao estatistica significante de nenhum
dos gendtipos, contudo observou que individuos que possuiam os gendtipos TT e
TC, possuiam um indice de internagdo maior do que os individuos com genétipo CC.

Cho (2007), ndo encontrou transmissé&o significativa de nenhum dos SNPs do
HTR2A ( -1438 G/A e T102C), contudo o haplotipo AT demonstrou significante
associagdo com o autismo.

Um estudo também recente, contudo nao referente ao polimorfismo do
receptor, mas a sua quantidade no cortex cerebral, encontrou em portadores da
sindrome de Asperger uma diminuicdo desse receptor quando comparados aos
controles (MURPHY et al, 2006).

Os varios estudos acima citados tém procurado associar o SHTR2A com
doengas psiquiatricas ou com TIDs, mas os resultados até agora, s&o
inconsistentes, necessitando de um maior numero de amostras, uma melhor
designacgao etiologica da populagdo controle, ou dos tragos analisados a serem

associados ao polimorfismo em questdo. Por isso definir subtipos fenotipicos, e
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saber os antecedentes étnicos tanto da populagdo controle quanto dos individuos
estudados, pode melhorar a habilidade para detectar efeitos genéticos em doencgas
complexas como o autismo, diminuindo resultados inconsistentes e heterogéneos
(WILLIAMS et al, 1996; GOLIMBET et al, 2002; CORREA et al, 2002; SHAO et al,

2003; MACCAULEY et al, 2004; TANG et al, 2005; CHO et al,2007).

Nosso estudo procurou a associagao do polimorfismo T102C do receptor 2A
da serotonina em portadores de transtornos invasivos do desenvolvimento. No exon
I, do HTR2A , pode haver a troca de um nucleotideo na posi¢gao 102 , gerando dois
alelos T e C. Portanto, como cada individuo é portador de um par de genes alelos
para um mesmo locus, e este possui dois polimorfismos (T e C), ele podera possuir
um dos trés gendtipos para o polimorfismo T102C do gene SHTR2A- TT, TC e CC .
As variantes polimérficas do T102C do HTR2A podem ser amplificadas através de
primers que flanqueiam o local na posicdo 102 e geram fragmentos de 342 pares de
bases. Esses Primers foram descritos por Warren et. al.( 1993), também usado por
Joober et al. (1999):

Primer Senso (5’ 2 3’) 5 TCT GCT ACAAGT TCT GGC TT 3’
Primer Antisenso (3° > §’) 5 CTG CAG CTT CTC TAG GG &

Apos a amplificacdo, os fragmentos devem ser submetidos a digestédo
enzimatica utilizando a enzima Mspl (Promega). Na presenca do alelo normal (T),
um sitio de restricdo é abolido e os fragmentos amplificados permanecem com
342pb. Na presenga do alelo mutado C, o sitio de restricdo é reconhecido, gerando

fragmentos de 216pb e 126pb. (INADA et al., 2003; CHOI et al, 2005).
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 Sujeitos

Foram examinadas e avaliadas criangas diagnosticadas com Transtorno
Invasivo do Desenvolvimento (TID) e os respectivos pais. Os pacientes e familiares
foram localizados através de diferentes fontes de contato, com acesso disponivel
pelos Professores do Programa de Disturbios do Desenvolvimento da Universidade
Presbiteriana Mackenzie (UPM) envolvidos no Projeto de Transtornos Invasivos do
Desenvolvimento (TID). Foi montado, na Universidade Presbiteriana Mackenzie, um
ambulatério para atendimento clinico do paciente e familia. Os pacientes foram
atendidos pelos médicos do programa, especialistas em genética clinica, neurologia
e psiquiatria infantil. Foi aplicado um protocolo de atendimento (MERCADANTE &
BRUNONI & SCHWARTZMAN, 2004) constando de histéria clinica, exame fisico
morfolégico e neuroldgico, antecedentes pessoais e da familia e avaliagao
neuropsicolégica. Contudo a maioria dos sujeitos veio de uma entidade de Séao
Bernardo do Campo, a AVAPE, de onde obtivemos mais da metade da nossa
amostra aos quais também foram aplicados os mesmos instrumentos e critérios de
diagndstico. Os critérios diagnosticos foram baseados no DSM-IV e CID-10.

A nossa amostra incluiu individuos com idade superior a 3 anos e que foram
diagnosticados conforme critério acima com Autismo, Sindrome de Asperger ou
Transtorno Invasivo do Desenvolvimento sem outra especificacdo (TID-NE).
Pacientes com TID, com quaisquer comorbidades de etiologia conhecida associada,
seja ela uma cromossomopatia, doenga monogénica ou por fatores ambientais,

foram excluidos.
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5.1.1 Instrumentos

Para avaliar a sintomatologia dos sujeitos nas areas de comunicagao, interagao
social e comportamentos estereotipados foram utilizados os instrumentos "ASQ" -
Autism Screening Questionaire (BERUMENT et al., 1999) que é um instrumento para
rastreamento dos casos de transtornos invasivos do desenvolvimento, cujo estudo
preliminar de validagao para o Brasil ja foi realizado (SATO et al, 2008) e o "Autism
Behavior Checklist" (ABC), que, ap6s a sua adequagao a lingua portuguesa,
recebeu a sigla ICA “Inventario de comportamentos Autisticos”, o qual consiste em
uma lista de comportamentos atipicos caracteristicos dos quadros autisticos, e é
usado para triagem de criangas suspeitas de apresentar essa patologia, sendo
usado em entrevista com os pais destas criangas, contribuindo para um diagnéstico
diferencial (MARTELETO & PEDROMONICO, 2007). Estes questionarios foram
usados pelo grupo de pesquisadores da Universidade Presbiteriana Mackenzie, para
triagem e diagnostico dos Transtornos Invasivos do Desenvolvimento e foram
também aplicados as familias da AVAPE.

O Instrumento ASQ (ANEXO A) € um questionario de 40 itens abordando: 16
questdes de interagdo social, 13 de linguagem e comunicagcdo, e 10 de
comportamentos repetitivos.

As seguintes questdes referem-se aos respectivos dominios: 1. interagao social:
10, 11, 20, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 38, 39, 40; 2. Linguagem e
comunicagao: 2, 3, 4, 5, 6 , 7, 21, 22, 23, 24, 25, 34, 35; Comportamentos
repetitivos e estereotipados: 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19. Pontua-se 1 para
presenca de comportamento e 0 para auséncia. O item 1, referente a fala ndo é
pontuado, portanto o escore total € 39. Para os individuos que nao apresentam fala,

o escore € 34. Como nao houve diferencga significativa na pontuagéo dos individuos
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autistas com ou sem fala considerou-se, com fins praticos, uma escala s6 de 39
pontos. E considerada triagem positiva para Transtorno Invasivo de 15 pontos para
cima e de 22 para cima para o diagndstico de Autismo Infantil. (BERUMENT et al.,
1999; SATO et al,2008).

O ABC (ANEXO B) consiste em uma lista de comportamentos e caracteristicas
tipicas da patologia, totalizando 57 perguntas relacionadas a areas especificas e
dispostas de forma aleatdria para evitar manipulacdo de resultados por parte dos
entrevistados. Na tradugado para o portugués, os dominios do ABC foram definidos
das seguinte forma: 1. Estimulo Sensorial (ES); 2. Relacionamento (RE); 3. Uso do
Corpo e de Objetos (CO); 4. Linguagem (LG) e 5. Postura Social (PS).

Cada uma das questdes € avaliada sob uma graduagao de intensidade que varia
de 1 a4, sendo 4 o grau mais intenso e de maior relagéao positiva em relagéo ao item
avaliado. A mensuragdo dos resultados é feita a priori por cada subgrupo, cuja
somatoria proporcionara o resultado final, ou score bruto. A classificagcdo mediante o
score bruto é feita da seguinte forma: pontuagdo superior ou igual a 68 pontos
caracteriza um sujeito autista, resultados entre 54 (inclusive) e 67 pontos
caracterizam sujeitos com possibilidades moderadas de serem autistas, pontuagéo
entre 47 (inclusive) e 53 pontos representam sujeitos com classificagéo considerada
como inconclusivo e sujeitos que obtiverem resultado inferior a 47 pontos s&o tidos
como nao autistas (KRUG, ARIK, ALMOND,1980). No presente trabalho
consideraremos a nota de corte proposta pela versédo brasileira: de 49 pontos para
cima o instrumento apresenta a melhor sensibilidade e especificidade (MARTELETO

& PEDROMONICO, 2007)..



55

5.1.1.2 Adaptagéo do instrumento ABC

O instrumento foi validado no Brasil pelas pesquisadoras Marcia Regina
Fumagalli Marteleto e Marcia Regina Marcondes Pedromdnico do Departamento de
Terapia da Fala da Universidade Federal de Sao Paulo. Apds as devidas alteracdes
de adequacdo sdcio-cultural, testagem e validacdo o ABC, foi aprovado para
utilizacdo no Brasil e nomeado como: Inventario de Comportamentos Autisticos —

ICA (MARTELETO & PEDROMONICO, 2007).

As questdes 6/10/21/26/34/39/44/52/57 compdem o dominio Estimulo
Sensorial (ES). S6 serdo consideradas validas para pontuarem no escore bruto do
dominio e no total do Inventario, quando o sujeito obtiver as seguintes pontuagdes
em cada questao: 34 pontua com 1; 6 pontua com 2; 10/21/26/44/52 pontuam com
3; 39/57 pontuam com 4. As questdes 3/7/13/17/24/25/27/28/33/38/43/47 compdem
o dominio Relacionamento (RE). S6 serdo consideradas validas para pontuarem no
escore bruto do dominio e no total do Inventario, quando o sujeito obtiver as
seguintes pontuagdes em cada questdo: nenhuma questdo pontua com 1; 7/13/28
pontuam com 2; 17/27/33/43 pontuam com 3; 3/24/25/38/47 pontuam com 4. As
questdes 1/5/9/12/16/22/30/35/40/51/53/54 compdem o dominio Uso do Corpo e de
Objetos (CO). SO serdo consideradas validas para pontuarem no escore bruto do
dominio e no total do Inventario, quando o sujeito obtiver as seguintes pontuagdes
em cada questdo: nenhuma questao pontua com 1; 5/30/35/54 pontuam com 2; 9/51
pontuam com 3; 1/12/16/22/40/53 pontuam com 4. As questdes
4/8/11/15/18/20/29/32/37/42/46/48/56 compdem o dominio Linguagem (LG). So6

serdo consideradas validas para pontuarem no escore bruto do dominio e no total do
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Inventario, quando o sujeito obtiver as seguintes pontuagdes em cada questio:
4/20/37 pontuam com 1; 15/18/29/42 pontuam com 2; 8/32/46/56 pontuam com 3;
11/48 pontuam com 4. As questdes 2/14/19/23/31/36/41/45/49/50/55 compdem o
dominio Postura Social (PS). S6 serdo consideradas validas para pontuarem no
escore bruto do dominio e no total do Inventario, quando o sujeito obtiver as
seguintes pontuagdes em cada questdo: 41/45/55 pontuam com 1; 2/31/36/49
pontuam com 2; 14/23 pontuam com 3; 19/50 pontuam com 4.

Resumindo, estes instrumentos consistem em uma lista de comportamentos atipicos
caracteristicos dos TID e estdo designados para triagem da crianga suspeita de
possuir a doenga, contribuindo para um diagndstico diferencial e orientagdo na
educacao destas criangas, uma vez que, quanto mais precoce o diagndstico e a
intervengao, melhores os resultados obtidos para amenizar alguns dos sintomas do
quadro autistico e na educagdo da crianga com TID (BERUMENT ET, 1999;
MARTELETO & PEDROMONICO,2005; SATO et al, 2008).

Nosso estudo foi de caso-controle, cuja realizagdo dos testes nos controles ja
havia sido avaliada pelo trabalho de Trevizan (2006). Os sujeitos foram divididos
segundo o comprometimento nas areas de comunicagdo, interagdo social e
comportamentos estereotipados. A distribuicdo das frequéncias dos gendétipos nos

diferentes grupos foi comparada através de testes estatisticos.

5.1.2 Tamanho da Amostra

a) Sujeitos

Este trabalho analisou o sangue de 50 criangas diagnosticadas com um dos
quadros de TID e sem nenhuma comorbidade associada. A entrevista e a realizagao

da aplicagdo dos instrumentos diagnosticos foi realizada com 47 destas familias
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(trés familias ndo possuiam os questionarios respondidos), contudo, em duas
destas 47 familias, n&do foi aplicado o questionario ASQ e em uma o quetionario
ABC.

b) Controles

O Centro de Genética Médica da Universidade Federal de Sao Paulo, tem
realizado uma série de pesquisas sobre polimorfismos dos genes que codificam
enzimas envolvidas no metabolismo do &cido fdlico. Para isso constituiram um
amplo banco de DNA com individuos controles, representativos da populagao
atendida no Hospital Sdo Paulo, na AVAPE-SP e na AACD-SP. Deste banco de
dados foi escolhido aleatoriamente um niumero de amostras de DNA pertencentes a
individuos do sexo masculino, do sexo feminino, com antecedentes raciais branco e
com antecedentes raciais ndao-branco. O antecedente racial foi determinado pelas
caracteristicas étnicas 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 racial negro e/ou indigena e/ou oriental e como nao-branco os
individuos que apresentassem evidéncia de qualquer um destes antecedentes

raciais (VERGANI,2002; PEREZ et al.,2003; DA SILVA et al.,2005).

5.1.3 Delineamento

A andlise estatistica foi realizada usando o teste do qui-quadrado, para verificar a
distribuicdo dos gendtipos entre os individuos, com nivel de significancia de 5%,
assim como a averiguacgéo das distribuicdes génicas e genotipicas, para testar se
as proporcoes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os gendtipos tanto dos

afetados como de um dos progenitores, ou de ambos, foram descritos. Como este
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trabalho faz parte de uma pesquisa mais ampla do grupo dos disturbios do
desenvolvimento da UPM, sua primeira etapa foi realizada analisando-se 0 mesmo
polimorfismo em individuos da populagcdo de ambos os sexos, de antecedentes
raciais brancos e n&o-brancos. O antecedente racial dos individuos foi determinado
pelas caracteristicas étnicas destes, bem como pela informacédo da familia sobre o
pais de nascimento dos 4 avés dos sujeitos de quem era obtida uma amostra de
DNA, tanto para os controles quanto para o protocolo de atendimento dos afetados.
A presente pesquisa foi amparada pelo parecer do Comité de Etica do projeto
SISNEP numero: 166405, com o Titulo: Transtornos Invasivos Do Desenvolvimento
(TID): Estudo dos Polimorfismos do Gene Receptor 2a (HTR2A) e do Gene
Transportador (SLC6A4) da Serotonina, dos pesquisadores Ana Paula Pimentel
Costa; Aline H. Corréa Garcia, Bruno Coprerski , Daniela de Oliveira Toyama ; Décio
Brunoni , no qual se garantiu que a coleta de sangue e o estudo genético de cada
paciente s6 fosse realizado apds entrevista com o0s pais ou responsaveis, que
preencheram o termo de consentimento livre e esclarecido e também foram
informados sobre a importancia deste trabalho, sobre o procedimento e destino da

coleta, bem como do sigilo devido a ser aplicado.

5.1.4 Distribuicdo da mutagéo

A distribuicdo da mutacdo T102C sera de acordo com o comprometimento dos
dominios do ASQ e ABC: a hipdtese testada é a de que deveria haver correlagao
entre a pontuacédo nestas escalas e o numero de alelos mutantes. Esperava-se
também que os individuos com os gendtipos vulneraveis apresentassem maior

comprometimento na area do comportamento repetitivo e estereotipias.
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5.2 Procedimentos
Os procedimentos usados foram seguindo o mesmo protocolo de Trevizan
(2006), depois de realizadas e padronizadas as alteragdes necessarias para que o
trabalho fosse inteiramente realizado no Laboratério de Biologia Molecular da
Faculdade de Ciéncias Biologicas desta Universidade.
Para isso, testamos todos os procedimentos abaixo e replicamos os resultados
das nove familias da pesquisadora Trevizan, com relagao as amostras em que ainda
havia DNA disponivel e alcangamos os mesmos resultados, conforme figura (figura

8) do gel abaixo:

18 2A 2B 2C 3A 38 3C 4A 48 4C6C 6 6

.

Figura 8 - gel de
agarose da replicagao
dos resultados de
(Trevisan,2006)
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.Tabela 6 — Resultados replicados das amostras de DNA disponiveis de Trevizan (2006).

FAMILIA |1 2 3 4 5 6 7 8
Filho (A) | Sem 1T CT TT Sem CT 1T Sem
amostra reacao amostra
Pai (B) CcC CT CT TT Sem CT TT CT
amostra
Mae (C) Sem TT TT CT Sem Sem TT TT
amostra amostra amostra

5.2.1 Extragdo de DNA

Para o estudo genético foi realizada a extragdo do DNA genémico e amplificagao

do DNA pela técnica Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O produto da PCR

foi submetido a eletroforese e os resultados analisados através do teste do

quiquadrado.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada através de pung¢do venosa de 5ml a

10ml de sangue periférico, segundo a técnica descrita por Miller et al. (1988),

seguindo as etapas abaixo:

1. Iniciar a extragao 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 solugdo homogénea;

2. Diluir o sangue em bloodlysis 1X em tubo tipo Falcon® até completar 15mL,;

3. Deixar no gelo durante 30 minutos para a obtencgao da lise das hemacias;

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 solucao e misturar em vortex;
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7. Centrifugar por 10 minutos a 2000 rpm;
8. Descartar o sobrenadante;
9. Repetir etapas 6 e 7 e 8 até obter solugédo transparente, com precipitado bem
branco;
10. Ressuspender o precipitado em 3 mL de nucleolysis 1X e mistura-lo em vértex;
11. Adicionar 300 pL 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. A solucéao ficara clara e viscosa;
13. Ap6s a incubacdo, adicionar | mL de NaCl saturado 6 M e misturar
vigorosamente durante 15 segundos;
14. Centrifugar a solugao durante 30 minutos a 3000 rpm,;
15. Transferir o sobrenadante para um tubo tipo Falcon® limpo. Misturar
vigorosamente durante 10 segundos;
16. Centrifugar a solugdo durante 20 minutos a 3000 rpm,;
17. Precipitar o DNA adicionando 2 vezes o volume de etanol absoluto e coletar com
um bastéo de vidro (tubo capilar com a extremidade soldada);
18. Passar o DNA em uma solucgéo de alcool 70%;
19. Diluir o DNA em 400-1000 uL 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.
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5.2.2 Solugbes para Extracdo de DNA

As solugdes de Bloodlysis 1X e Nucleolysis 1 X serdo obtidas através de

diluicdo das solugdes de Bloodlysis 10X e Nucleolysis 10X, respectivamente.

- Bloodlysis 10X:
155 mM NH,CI;
100 mM KHCO3;

10 mM EDTA pH 7,4;

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

20 mM EDTA pH 8,2;

- TE™
10 mM Tris pH 8,0;

0, mM EDTA pH 7,4.

5.2.3 PCR

Apos a extragao do DNA, foi realizada sua amplificacdo pela técnica de Reacéo

em Cadeia de Polimerase (PCR) a partir dos seguintes oligonucleotideos (WARREN

et al., 1993)



Senso(5'—37): 5" -TCT GCT ACAAGT TCTGGC TT -3’

Anti-senso (3'— 57): 5-CTG CAG CTT TTT CTC TAG GG -3’

Foi utilizado:

- 150ng (2ul) de DNA gendmico

- 2,5uL de tampao comercial da enzima

- 200uM de cada dNTP (0,2 yl das dNTPs 25mM)

- 0,4uM de cada primer (0,9 ul so senso e 1,5 pl do antisenso)
- 2,0mM (1ul) de MgCl,

- 1,0U/uL de enzima taq polimerase

- Agua bidestilada até completar o volume.

Volume final 25,0uL de solucéo

O programa PCR consistiu de:
- Desnaturagéo Inicial de 94°C por 5 minutos
- 35 ciclos de desnaturacao por:
o 50 segundos a 94°C
o 45 segundos de pareamento a 59°C
o 50 segundos de extengao a 72°
- 10 minutos de extens&o final a 72°C
- 24 horas de resfriamento a 4°C

(Levitan et al, 2002)

63



64

5.2.4 Digestao do produto da PCR

O produto da amplificagdao resultou em fragmentos de 342pb, que foram

submetidos a digestao pela enzima de restricado Msp |.

Foram utilizados para digestao:
8,0uL a 15 yl do produto da PCR
2,0uL de tampao comercial da enzima
15,0U/ 0,75 pl de enzima de restrigao Msp /

Volume final: 20,0uL

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

Apos a digestao, os fragmentos foram clivados( conforme o protocolo acima,
usando a enzima Mspl), a partir do alelo mutado (C) em fragmentos de 216pb e
126pb. Na presenca do alelo normal (T), um sitio de restricdo € abolido e os
fragmentos amplificados permanecem com 342pb. (INADA et al., 2003; CHOI et al,

2005). O produto digerido foi submetido a eletroforese .

Figura 9- Genétipo do polimorfismo
T102C do gene do receptor HTR2A apos
digestao visualizado em U.V. (Schwanke
et al,2007)

342 bp
216 bp
126 bp
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525 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 amplificagdo do fragmento. Os fragmentos constatados amplificados foram
digeridos e seu produto submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% a
100V, corado também com brometo de etidio e visualizado em transluminador U.V.
Ou entdo, como procedimento opcional, o produto da digestdo foi submetido a

eletroforese em gel de agarose 2% a 80-90V.

5.2.6 Preparacéo dos géis para eletroforese

Gel de agarose 2%

0,4 g de agarose (Gibco BRL®)
2 mL de TBE 10X
Volume final: 20mL

Preparar solucdo tampao para corrida do gel

TBE 1X ou 0,5X. Sendo 250 ml de solugao final.
Solugao:

* 10XTBE:

549 Tris

27,49 Acido bérico

25mL EDTA
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Volume final: 500mL
Apobs a corrida o gel foi colocado em uma solugao de brometo de etidio e agua
por 5 minutos e depois retirado o excesso de brometo com agua destilada e s6 apés

colocado no trans-iluminador para verificagao das bandas da corrida.

Gel de poliacrilamida 8%

Inicialmente a poliacrilamida foi preparada na concentragédo 30% na proporgao
29:1 (29g de acrilamida (Gibco BRL®), 1 g de bisacrilamida (Merck®), volume final
100mL).

Esta solucao foi entdo diluida para a concentragdo desejada, acrescentando-se
agua destilada e TBE 10X, de forma que a concentracdo de TBE na solugao final
fosse a mesma usada na solugdo tampao da cuba de eletroforese (1x).

Para que haja polimerizagdo da acrilamida é acrescentado a solugéo final persulfato

de amoénia 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%
1,6 mL de poliacrilamida 30%
600ul TBE 10X

3,76 ml de agua
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42ul de APS 10%
6ul de TEMED
2ul de Brometo de etidio

Volume final: 6,0mL

5.2.7 Tampéo de corrida para eletroforese

- 2 Litros de TBE 0,5X

Aplicar 6 a 8ul da amostra com 2ul de Bromoxilenocianol (BFB)
0,025g Xilenocianol (Sigma ®)

0,025g Bromofenol blue (Sigma ®)

3mL Glicerol

Volume final: I0mL

Adicionar 4uL de tamp&o de corrida em cada amostra antes de aplica-la no gel.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Amostra dos Individuos

Foram analisados o DNA de 50 portadores de Transtornos Invasivos do
Desenvolvimento (TID) distribuidos com idades entre 3 e 40 anos, média de 11,84
anos, desvio padrao de 6,96 sendo que 75% da amostra apresentava idade até 14

anos.
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Os tipos de TID diagnosticados foram: Autismo Infantil ou Atipico: 15
individuos; 11 individuos com Sindrome de Asperger, 1 individuo com o tipo nao
especificado e os demais com Transtorno Invasivo do Desenvolvimento sem outra
especificacao (TID-NE). Apenas 5 sujeitos sdo do sexo feminino.

Os dados referentes a categorizagao das tabelas ASQ e ABC sao descritos
assim: Individuos com pontuacdes maiores que 67 no ABC e maiores que 21 pontos
no ASQ sao considerados autistas; individuos com pontuag¢des entre 54 e 67 no
ABC e entre 15-21 no ASQ sao considerados, respectivamente, com moderada
probabilidade e portadores de TID e finalmente individuos com pontuagdes inferiores
a 49 no ABC e menores que 15 no ASQ séao considerados como pertencentes fora

do espectro autista (Tabelas 7 e 8).

TABELA 7 - Significado da pontuagao
dos instrumentos ASQ e ABC.

ASQ Normal 0-14
TID 15-21

Autista > 21

Normal <49
ABC leve probabilidade 47-53
Moderada probabilidade | 54-67

autismo >68
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TABELA 8- Identificagdo dos Individuos com TID, diagnéstico, idade, sexo e respectivas
pontuacdes nos instrumentos ASQ e ABC.

IDENTIFICACAO IDADE SEXO PONTUACAO PONTUAGAO DIAGNOSTICO

ASQ ABC CLiNICO

1 15 M 22 104 S. DE ASPERGER
2 22 M 19 122 S. DE ASPERGER
3 12 M 20 78 S. DE ASPERGER
4 15 M 28 102 AUTISMO INFANTIL
5 13 M 31 126 S. DE ASPERGER
6 13 M NAO CONSTA 68 S. DE ASPERGER
7 8 M 15 70 TID-NE

8 11 M 25 NAO CONSTA TID-NE

9 8 M 14 67 AUTISMO INFANTIL
10 10 M 19 44 TID-NE

11 10 M 25 66 AUTISMO INFANTIL
12 5 F 19 75 TID-NE

13 6 M 15 25 TID-NE

14 6 M 26 76 AUTISMO INFANTIL
15 15 M 26 65 S. DE ASPERGER
16 24 M 22 73 S. DE ASPERGER
17 20 M 29 96 S. DE ASPERGER
18 14 M 25 87 AUTISMO INFANTIL
19 6 M 26 89 TID-NE
20 11 M 27 90 TID-NE
21 16 M 24 75 AUTISMO INFANTIL
22 11 M NAO CONSTA 84 AUTISMO INFANTIL
23 15 M 27 45 TID-NE
24 8 M 27 90 AUTISMO INFANTIL
25 23 M 32 93 S. DE ASPERGER
26 11 M 28 112 TID-NE

27 9 F 27 106 TID-NE

28 10 M 35 107 TID-NE

29 6 M 27 74 TID-NE

30 40 M 32 96 AUTISMO ATIPICO
31 31 M 19 76 S. DE ASPERGER
32 8 M NAO CONSTA NAO CONSTA ?

33 13 M 30 90 TID-NE

34 9 M NAO CONSTA NAO CONSTA TID-NE

35 9 M NAO CONSTA NAO CONSTA TID-NE

36 8 M 22 64 TID-NE

37 7 M 29 80 TID-NE

38 5 F 18 73 AUTISMO INFANTIL
39 9 M 26 67 AUTISMO INFANTIL
40 10 F 13 59 AUTISMO INFANTIL
41 6 M 18 74 TID-NE
42 7 M 26 75 TID-NE
43 11 M 25 72 AUTISMO ATIPICO
44 8 M 20 82 TID-NE
45 8 M 23 52 S. DE ASPERGER
46 21 M 13 81 TID-NE
47 3 M 23 56 AUTISMO INFANTIL
48 8 F 10 54 TID-NE
49 4 M 9 60 AUTISMO INFANTIL
50 14 M 16 43 TID-NE
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Nossa amostra foi analisada com relagdo a distribuicdo dos pacientes por
género sexual e comparados aos controles, obtendo os resultados, conforme a

tabela abaixo:

TABELA 9 - Distribuigdo de pacientes e controles por género

sexual.
MASCULINO FEMININO TOTAL
N % N % N %
CASOS 45 90% 5 10% 50 100%

CONTROLES 100 48,54% 106 51,46% 206  100%

TOTAL 145 56,64% 111 43,36% 256 100%

Segundo a bibliografia nos mostra a predominancia do sexo masculino sobre
o feminino em TID é claramente observavel, pois obtivemos 9 meninos para cada
menina (9:1), apesar de, a quantidade de individuos do sexo masculino ser bem
mais expressiva do que o esperado (4:1), essa distorgédo, provavelmente, se deve ao
tamanho reduzido da nossa amostra (CARVALHEIRA et al, 2004; COOK et al. 1997,
CHO et al., 2007). Contudo, em um trabalho sobre a questdo da prevaléncia do
género sexual no autismo foi proposto que apesar dos individuos do sexo masculino
serem acometidos com maior frequéncia, o sdo em graus mais leves que os do
sexo feminino, sugerindo que haja uma carga genética diferente em relagdo ao
género (WING,2002).

Além disso, em nossa amostra, ha uma sobre-representacdo de individuos
com sindrome de Asperger (22,45%), pois, como tém melhor rendimento,
frequentam a Instituicdo AVAPE para capacitacdo profissional. Sabe-se que neste

grupo de individuos a razdo sexual aproxima-se a 9 homens para 1 mulher.
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Por outro lado quanto a frequéncia por antecedentes raciais brancos e nao-

brancos foram obtidos os resultados abaixo:

TABELA 10 - Distribuicao de pacientes e controles por antecedentes

raciais.
BRANCO NAO-BRANCO ANTECEDENTE TOTAL
IGNORADO
N % N % N % N %
CASOS 21 42% 26 52% 3 6% 50 100%
CONTROLES 102 4951% 104 50,49% O 0% 206 100%
TOTAL 123 48,04% 130 50,78% 3 1,18% 256 100%

Nao houve diferencga significativa quanto a distribuicdo de casos e controles
por antecedentes raciais, os valores encontrados foram de 42% de brancos nos
casos contra 49,25% nos controles e de 52% de n&o-brancos nos casos e 50,49%
nos controles (qui-quadrado (X?) = 0,358; p=0.55). Apesar da dificuldade na
caracterizagcao dos antecedentes étnicos na populacido brasileira, estes resultados
sdo coerentes pois a maioria dos sujeitos do grupo casos e dos controles possuem

extrato socio-cultural similar o que reflete na mistura racial.

6.1.1 Distribuicdo dos Gendtipos

A distribuicdo dos genotipos se deu de acordo com a Tabela 12 na qual se
observa a grande predominancia do genotipo heterozigoto entre os casos (64%)
enquanto que nos controles este gendtipo foi evidenciado em 50% dos individuos.
Por outro lado o gendtipo vulneravel CC foi encontrado em 14% dos casos e em

27,2% dos controles. Nao ha significancia estatistica nesta distribuicdo (qui-
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quadrado(Xz) = 4.48; 2GL; p=0,10) porém ha uma tendéncia de possivel diferenca
para o genétipo TC e CC. E claro que esta tendéncia pode-se confirmar ou ndo com

maior numero de sujeitos estudados.

Por outro lado a frequéncia do alelo T € de 0,54 e do alelo C, considerado a
variante polimérfica, é de 0,46. As frequéncias génicas e genotipicas ndo se afastam
do esperado estando em equilibrio de Hardy-Weiberg (qui-quadrado=2,967; 2GL;

p=0,2268).

TABELA 11 - Distribuigcdo genotipica
observada do polimorfismo T102C do gene
HTR2A de pacientes e controles.

GENOTIPO OBSERVADOS
N %
CASOS
TT 11 22%
TC 32 64%
cC 07 14%
TOTAL 50 100%
CONTROLES
TT 48 23,3%
TC 102  49,52%
cC 56 27,18%
TOTAL 206  100%

O gene do receptor 5-HT2A apresenta diversos polimorfismos sendo que o
T102C e o C516A nédo alteram a sequéncia de aminoacidos na proteina. Assim,
espera-se de ambos possiveis efeitos similares, ou seja, a variante alélica mutada
poderia alterar a expressdo génica levando, de alguma forma, a alteracdo no
metabolismo da serotonina.

A analise da literatura mostra-nos que a distribuicdo dos gendtipos em

diferentes populagbes, contém resultados contraditérios, encontrando algumas
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vezes resultados positivos e em outros negativos. Um deles, realizado com
populagdo caucasiana, comparou o polimorfismo T102C e a frequéncia dos alelos
em 188 pacientes esquizofrénicos e 440 controles encontrando diferengas
significantes na distribuicdo dos gendtipos TT, TC e CC e também na frequéncia dos
alelos em controles e esquizofrénicos, encontrando uma maior frequéncia do alelo C
em esquizofrénicos que nos controles (LORENZO et al.,2006). Outro estudo,
também realizado com populagdo caucasiana, demonstrou a associagdo do
gendtipo TT com um elevado numero de receptores 5HT2A nas plaquetas dos
controles e nao dos pacientes com transtornos de humor. Nos pacientes, o gendétipo
TC foi mais freqlente dentre os que tentaram suicidio (KHAIT,2005).

Bertola et al. (2007) estudaram em populagdo brasileira o
polimorfismo C516T. O estudo era caso-controle com 246 individuos esquizofrénicos
e 315 controles. Os autores ndo encontraram associacao preferencial com o alelo
mutado T e as distribuicdes genotipicas de casos e controles estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg. Mesmo que a diferenga dos quadros clinicos estudados (TID e
esquizofrenia) sejam consideraveis e apesar dos polimorfimos diferentes (102TC e
516CT) os autores encontraram resultados similares aos nossos. A tabela abaixo
faz um pequeno resumo dos resultados obtidos do polimorfismo T102C em diversas

populacdes e respectivos controles:
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Tabela 12 - Resultados obtidos do polimorfismo T102C em diversas populagdes e respectivos
controles:

AUTOR TRANSTORNO N TT TC cC T C P*
SHAIKH (2008) DO HUMOR 203 20,6 44,8 34,5 42,7 57,3 -
CONTROLES 199 18,0 49,2 32,6 42,7 57,3 -
KHAIT (2005) DO HUMOR 152 28,3 37,5 34,2 47 53 +
CONTROLES 63 31,75 46,03 22,22 54 45 -
SHINKAI(1998) AUTISMO 106 28,3 51,9 19,8 54,2 45,8 -
CONTROLES 109 37,6 41,6 20,8 58.3 41,5 -
ESTE AUTISMO 50 22 64 14 54 52 -
TRABALHO

CONTROLES 206 23,3 49,52 27,18 48 46 -

P = diferencga significativa : + nao-significativa: -

Quando observamos a distribuicdo do gendtipo por sexo na Tabela 13,
verificamos que a mesma se deu muito irregularmente, isso porque o sexo feminino
€ representado por apenas 5 individuos entre os casos ndo sendo possivel
estabelecer alguma tendéncia. Entre os individuos do sexo masculino, repete-se
praticamente a mesma distribuicdo do total dos casos como era esperado, ja que
praticamente a integralidade da amostra é composta de homens (Tabela 14). Entre
os controles a distribuigdo é similar, ndo havendo diferenga (qui-quadrado (X?) =
0,194; 2GL; p=0,9073). Ja a comparacao da distribuicdo dos gendtipos entre os
homens tanto dos casos como dos controles manteve a mesma tendéncia em
relagdo a amostra total: maior concentragdo do gendtipo TC entre os casos e do
gendtipo CC entre os controles. A diferenga continua ndo sendo significativa (qui-

quadrado (X?) = 4,26; 2GL; p=0,1187).
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A distribuicdo do polimorfismo T102C na populagdo chinesa ndo mostrou
diferenga entre homens e mulheres (YU et al.,2004). Ja& em esquizofrénicos, um
trabalho relacionando este fendtipo e a resposta para um medicamento chamado
clozapine, mostrou uma diferenga significante na resposta para homens jovens

portadores do alelo CC, mas nao para mulheres (JOOBER,1999).

TABELA 13 - Distribuicao genotipica observada do polimorfismo
T102C do gene HTR2A nos sexos feminino e masculino de
pacientes e controles.

GENOTIPO SEXO

M F TOTAL

N % N % N %
CASOS
TT 11 22% 00 0% 11 22%
TC 29 58% 03 6% 32 64%
cC 05 10% 02 4% 07 14%
TOTAL 45 90% 05 10% 50 100%
CONTROLES
TT 23 11,17% 25 12,14% 48 23,30%
TC 51 2476% 51 24,76% 102 49,52%
cC 26 12,62% 30 14,56% 56 27,18%
TOTAL 100 4854% 106 51,46% 206  100%
TOTAL 145 56,64% 111 43,36% 256 100%

TABELA 14 - Distribuigao
genotipica observada do
polimorfismo T102C do gene
HTR2A no sexo masculino de
pacientes e controles.

GENOTIPO SEXO
Masculino
N %
CASOS
TT 11 24.44%
TC 29 64,44%
cC 05 11,12%
TOTAL 45 100%
CONTROLES
TT 23 23%
TC 51 51%
cC 26 26%

TOTAL 100 100%
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Em relagdo aos antecedentes raciais nota-se na Tabela 15 que brancos e nao
brancos representam mais ou menos a metade da amostra tanto nos casos como
nos controles. A distribuicdo dos gendtipos dos individuos com TID nao diferiu
quanto aos antecedentes raciais (aplicagcdo do teste de Fisher pelo tamanho
reduzido da amostra ndo mostrou diferenga estatistica). Entre os controles a
distribuicdo dos gendtipos, entre individuos brancos e nao brancos, também néo
mostrou diferenga (qui quadrado (X2) =0,542; 2GL; p = 0,7625). A comparagao da
distribuicdo dos diversos gendtipos TT, TC e CC entre casos e controles por
antecedente racial também n&o mostrou diferenga (brancos casos X brancos
controles: qui-quadrado (X2) =1,341; 2GL; p = 0,5114; ndo brancos casos X nao
branco controles: qui-quadrado (X2 = 3,566; 2GL; p = 0,1681).

Em que pese as dificuldades da caracterizacao étnica da populacao brasileira
nossos resultados s&o consistentes ja que a maioria dos individuos das duas
amostras, casos e controles, apresentam extrato socio-econémico similar. Como se

sabe esta variavel no Brasil se correlaciona com o tipo de mistura racial.

TABELA 15 - Distribuicao genotipica observada do polimorfismo T102C do gene
HTR2A segundo antecedentes raciais de pacientes e controles.

GENOTIPO ANTECEDENTE

BRANCO NAO BRANCO TOTAL

N % N % N %
CASOS
1T 04 8,51% 05 10,64% 09 19,15%
TC 13 27,66% 18 38,30% 31 65,96%
CcC 04 8.51% 03 6,38% 07 14,89%
TOTAL 21 44,68% 26 55,32% 47 100%
CONTROLES
1T 26 12,62% 22 10,68% 48 23,30%
TC 49 23,79% 53 25,73% 102 49,52%
CcC 27 13,11% 29 14,08% 56 27,18%
TOTAL 102 49,52% 104 50,48% 206 100%

TOTAL 123 48,61% 130 51,39% 253 100%
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Por outro lado na populagcédo dos Estados Unidos, com melhor nitidez na
separacao étnica, a pesquisa das frequéncias alélicas T e C foram idénticas (50%)

entre brancos e afro-americanos (ERTUGUL et al, 2004).

Ao analisarmos os dados para averiguagao se o alelo vulneravel CC estaria
ligado a maior susceptibilidade para comportamentos repetitivos e estereotipados, e,
considerando apenas individuos que tiveram pelo menos 50% de estereotipias,
observou-se que os genotipos se distribuiram com frequéncias muito similares entre
os dois grupos, tanto no ASQ quanto no ABC (teste exato de Fisher pelo tamanho

da amostra, sem diferenca significativa).

TABELA 16 - ASQ - Distribuicao genotipica do polimorfismo T102C do gene HTR2A dos
pacientes associada aos comportamentos estereotipados e também Distribuigcdo genotipica
das estereotipias esperadas X as observadas

ASQ
Sim % N&o % Total %
1T 5 15,62 3 25,00 8 18,18
TC 22 68,75 7 58,33 29 65,90
CcC 5 15,62 2 15,62 Vs 15,90
Total 32 12 44 100
DISTRIBUICAO DAS ESTEREOTIPIAS NO ASQ
GENOTIPO OBSERVADO ESPERADO

1T 45 80

TC 153 290

cC 36 70

234 440
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TABELA 17 - ABC - Distribuigdo genotipica do polimorfismo T102C
do gene HTR2A dos pacientes associada aos comportamentos
estereotipados e também Distribuicao genotipica das estereotipias
esperadas X as observadas

ABC
Sim % N&o % Total %
1T 5 19,23 3 16,66 8 18,18
TC 17 65,38 12 66,66 29 65,90
cC 4 15,38 3 16,66 7 15,19
Total 26 18 44 100
DISTRIBUICAO DAS ESTEREOTIPIAS NO ABC
GENOTIPO OBSERVADO ESPERADO

1T 4] 80

TC 138 290

cC 33 70

212 440

Quanto ao numero de estereotipias, considerando que o0 maximo seriam 10
por individuo, total 440, evidenciamos que tanto no ASQ ( qui-quadrado (X2) =0,124;

2GL; P=0,94) quanto no ABC, ndo houve diferenga na distribuigdo do gendtipo.

Apesar dos nossos resultados n&o terem revelado associacdo entre o
polimorfismo T102C do HTR2A e maior susceptibilidade para comportamentos
repetitivos e estereotipados, ainda assim o uso de endofendtipos comportamentais
continua sendo um caminho para melhorar a habilidade para detectar efeitos
genéticos em doengas complexas como o autismo (CHO et al.,2005; TANG et al.,
2005). Isso fica evidente em um estudo recente que nao encontrou diferenca
significante na distribuicdo genotipica e na freqiéncia dos alelos do polimorfismo
T102C do HTR2A entre pacientes com transtorno do panico e controles, contudo as
frequéncias se mostraram alteradas quanto a severidade dos sintomas,
demonstrando assim, a necessidade da melhor categorizacdo dos endofendtipos (

YOON et al.,2008).
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O papel potencial do sistema serotoninérgico com o desenvolvimento dos
TID tem sido sugerido ha muito tempo, baseado na observagéo de hiperserotonemia
em 30% dos sujeitos autistas. Modelos animais de autismo que foram produzidos
através do tratamento de ratos com agonistas nao seletivos da serotonina durante a
gestacédo, a retirada do triptofano da dieta de individuos adultos com sindrome de
Asperger que aumenta o comportamento estereotipado, alem do que, drogas
inibidoras da recaptacdo da serotonina melhoram alguns sintomas como
comportamentos repetitivos e estereotipados, agressividade e linguagem em
individuos  autistas. (WHITAKER-AZIMITIA, 2001; GORDON et al,1993;
ANDERSON, 2002).

Por tudo isso, a genética do sistema serotoninérgico continua sendo um
importante foco para estudo, e a subdivisdo dos fendtipos comportamentais
associados ao autismo continua sendo um caminho que deve ser cada vez mais

refinado ao ser percorrido.

7 CONCLUSAO

A frequéncia da mutacado T102C no gene que codifica o receptor 2A (HTR2A) em
pacientes com TID, nao tem diferenga da populagao controle. A frequéncia alélica e
genotipica de casos e controles esta em equilibrio de Hardy-Weinberg. Ha
predominéancia do gendtipo heterozigoto TC entre os casos, fato este que podera ser
confirmado ou n&o, com um maior numero de sujeitos estudados. A distribuicdo
genotipica em casos e controles estratificados por antecedentes raciais também néao

mostrou diferenca.
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Na&o encontramos associagdo da variante polimérfica com comportamentos

repetitivos e estereotipados nos portadores de TID
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ANEXO A

ASQ Questionario de Comportamento e Comunicacio Social*

Ele ¢ capaz de conversar usando frases curtas ou sentengas?

Se nio, prossiga para questao 9.

Ele fala com vocé s6 para ser simpatico (mais do que para ganhar
algo)?

Vocé pode ter um dialogo (por exemplo ter uma conversa com ele que
envolva alternancia, isto ¢, um de cada vez a partir do que vocé disse?

Ele costuma usar frases estranhas ou diz algumas coisas repetidamente
da mesma maneira? Isto €, ele copia ou repete qualquer frase que ele
ouve outra pessoa dizer, ou ainda ele constréi frases estranhas?

Ele costuma usar socialmente perguntas inapropriadas ou declara¢des?
Por exemplo, ele costuma fazer perguntas pessoais ou comentarios em
momentos inadequados?

Ele costuma usar os pronomes de forma invertida, dizendo vocé ou ele
quando deveria usar eu?

Ele costuma usar palavras que parece ter inventado ou criado sozinho,
ou usa maneiras estranhas, indiretas, ou metaforicas para dizer coisas?
Por exemplo, diz “chuva quente” ao invés de vapor.

Ele costuma dizer a mesma coisa repetidamente, exatamente da
mesma maneira, ou insiste para vocé dizer as mesmas coisas muitas
vezes?

Existem coisas que sdo feitas por ele de maneira muito particular ou
em determinada ordem, ou seguindo rituais que ele te obriga a fazer?
Por explo, sempre do mesmo jeito?

Até onde vocé percebe, a expressdo facial dele geralmente parece
apropriada a situagdo particular? Por expo, demonstra felicidade ou
tristeza no rosto

Ele alguma vez usou a tua mao como uma ferramenta, ou como se
fosse parte do proprio corpo dele (por exemplo, apontando com seu
dedo, pondo a sua mao numa maganeta para abrir a porta)?

Sim Nido
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Ele costuma ter interesses especiais por objetos que parecem
esquisitos a outras pessoas (por exemplo, semaforos, ralos de pia ou
itinerarios de 6nibus)?

Ele costuma se interessar mais por partes especificas de um objeto ou
brinquedo (por exemplo, girar as rodas de um carro) mais do que usa-
lo com sua fungao original?

Ele costuma ter interesses especificos, apropriados para sua idade e
para seu grupo de colegas, porém estranhos pela intensidade
exagerada do interesse (por exemplo, conhecer todos os tipos de trens,
conhecer muitos detalhes sobre dinossauros?

Ele costuma de maneira estranha olhar, sentir/examinar, escutar,
provar ou cheirar coisas ou pessoas?

Ele costuma ter maneirismos, manias com as maos, ou jeitos estranhos
de mover suas maos ou dedos, tal como “um bater de asas” (flapping),
ou mover seus dedos na frente dos seus olhos?

Ele costuma fazer moviemntos complexos (e esquisitos) com o corpo
inteiro, tal como girar, pular ou balangar repetidamente para fernte e
para tras?

Ele costuma machucar-se de propdsito, por exemplo, mordendo o
brago ou batendo a cabeca?

Ele tem algum objeto (que ndo um brinquedo macio ou cobertor) que
ele carrega por toda parte?

Ele tem algum amigo em particular ou um melhor amigo?

Quando ele tinha 4-5 anos ele repetia ou imitava espontaneamente o
que vocé fazia (ou a outras pessoas) (tal como passar o aspirador no
chdo,cuidar da casa, lavar pratos, jardinagem, consertar coisas)?
Quando ele tinha 4-5 anos ele apontava as coisas ao redor
espontaneamente apenas para mostrar coisas a vocé (e nao porque ele
as desejava)?

Quando ele tinha 4-5 anos ele costuma usar gestos para mostrar o que
ele queria (ndo considere se ele usava a tua mao para apontar o que ele
queria) ?

Quando ele tinha 4-5 anos usava a cabega para dizer sim?

Quando ele tinha 4-5 anos sacudia a cabega para dizer ‘ndo’?

Sim Nao
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O

Sim Nao
O O
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

Quando ele tinha 4-5 anos ele habitualmente olhava vocé diretamente
no rosto quando fazia coisas com vocé ou conversava com vocé?

Quando ele tinha 4-5 anos sorria de volta se alguém sorrisse para ele?

Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava mostrar coisas de seu
interesse para chamar a sua ateng¢ao?

Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava dividir coisas com vocé,
além de alimentos? Como por explo, alguma brincadeira

Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava querer que vocé participasse
de algo que o estava divertindo

Quando ele tinha 4-5 ele costumava tentar conforta-lo se vocé ficasse
triste ou magoado?

Entre as idades de 4 a 5 anos, quando queria algo ou alguma ajuda,
costumava olhar para vocé e fazia uso de sons ou palavras para
receber sua atengao?

Entre as idades de 4 a 5 anos tinha expressdes faciais normais, isto ¢,
demonstrava suas emogdes por expressoes faciais?

Quando ele estava com 4 para 5 anos ele costumava participar
espontaneamente e/ou tentava imitar acdes em jogos sociais — tais
como “Policia e Ladrao” ou “Pega-Pega”?

Quando ele estava com 4 para 5 anos jogava jogos imaginarios ou
brincava de “faz de conta™?

Quando ele estava com 4 para 5 anos parecia interessado em outras
criancas da mesma idade que ele nao conhecia?

Quando ele estava com 4 para 5 anos reagia positivamente quando
outra crianca aproximava-se dele?

Quando ele estava com 4 para 5 anos, se vocé entrasse no quarto e
iniciasse uma conversa com ele sem chamar seu nome, ele usualmente
te olhava e prestava atengao em vocé?

Quando ele estava com 4 para 5 anos ele costumava brincar de “faz de
conta” com outra crianca, de forma que vocé€ percebia que eles
estavam entendendo ser uma brincadeira?

Quando ele estava com 4-5 anos brincava cooperativamente em jogos
de grupo, tal como esconde-esconde e jogos de bola?
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ANEXO B
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Gira em torno de si por longo periodo de tempo

0z

EEWnde uma tarefa, mas esquece rapidamente
rarc atender estimulo ndo-verbal socialambiente (expressbes,gestos,situagdes)

Auséncia de ta para solicitagdes verbais - venha cé;senle-se

Usa brinquedos inapropriadaments

Pobre uso da discriminagso visual (fixa uma caracteristica objeto)

Auséncia do sorriso social

Uso inadequado de pronomes ( 8u por ele)

Qoo o

nsiste em manter certos objelos consigo

(=}

Parece nio escutar ( suspeita-se de perda de audicio)

Fala mondtona e sem ritmo

Balanga-se por longos periodos de tempo

Nao estende o brago para ser pego (nem o fez quando bebé)

Fortes reagdes frente a mudangas no ambiente

Auséncia de atenco a0 seu nome quando entre 2 oulras criangas

Corre interrompendo com giros em tomo de si, balanceio de maos

Auséncia de resposta para expressao facial/sentimento de outros

Raramente usa "sim" ou "eu”

Blale

Possui habilidade numa area do desenvolvimento

Auséncia de respostas a solicitagBes verbal envolvendo o uso de referenciais de espago

Reaglo de sobressalto a som intenso (suspeita de surdez)

Balanga as méos

ey b

Intensos acessos de raiva efou frequentes "chiliques”

Evita ativaments o contato visual

Resiste ao toque / a0 ser pego / ao carinhg

Bl

Nao reage a estimuios dolorosos

Dificil e rigido no colo (ou foi quando bebé)

Flacido quando no colo

L]

Sl R

Aponta para indicar objeto desejado
Anda nas pontas dos pés

Machuca outros mordendo, batendo, etc

Repete a mesma frase muitas veres

Auséncla de imitagio de brincadeiras de outras criangas

Auséncia de reac8o do piscar guando luz forte incide em seus olhos

Machuca-se mordendo, balendo a cabega, elc

Néo ra para ser atendido (quer as coisas imediatamente;

N&o aponta para mais que cinco objetos

Dificuldade de fazer amigos

Tapa as orelhas para varios sons

Gira, bate objetos muitas vezes

Dificuldade para o treino de toalete

Usa de 0 a 5 palavras/dia para indicar necessidades e o que _guer

Frequentemente muito ansioso ou medroso
Franze, cobre ou virar 03 olhos quando em presenca de luz natural

S R A E AR S

Nao se veste sem ajuda

-
@

Repele conslantemente as mesmas palavras e/ou sons

n

Olha através” das pessoas

b
b

Repete perguntas e frases dilas por outras pessoas

b

Frequentemente inconsciente dos perigos de situagtes e do ambiente

Prefere manipular @ ocupar-se com objetos inanimados

NN

Toca, cheira ou lambe objetos do ambiente

Frequentements ndo reage visualments 4 presenca de novas pessoas

Re seqiéncias de comportamentos complicados {cobrir coisas, por ex.)

LAY R

Destrutivo com seus brinquedos e coisas da familia
O atraso no desenvolvimento identificado antes dos 30 meses

Usa mais que 15 e menos que 30 frases diarias para comunicar-se

glalalelalale|a

Olha fixamente o ambiente por longos periodos de tempo
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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