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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um transtorno do 
desenvolvimento infantil caracterizado por comprometimento da comunicação 
social e comportamentos repetitivos e/ou interesses restritos. O TEA possui 
uma influência genética clara em sua etiologia, baseado no modelo de 
múltiplas variantes comuns (multiple common variants), que não seguem um 
modelo específico e nem um padrão mendeliano. As múltiplas variantes 
comuns ou polimorfismos são diferenças entre o DNA de indivíduos que estão 
presentes na população em uma frequência maior do que 1%. Entre elas estão 
os genes responsáveis pela codificação de proteínas envolvidas no 
metabolismo de neurotransmissores, como o SLC6A4 e DRD4. A região 5- 
HTTPL do gene SLC6A4 codifica uma proteína envolvida na neurotransmissão 
serotoninérgica, e seu polimorfismo pode alterar a quantidade de serotonina 
disponível na fenda sináptica para cada genótipo. O gene DRD4 codifica o 
receptor de dopamina D4 e um dos seus polimorfismos envolve a sua 
sensibilidade à dopamina, alterando a ativação do córtex pré-frontal pelo 
circuito mesocortical. Ambos os polimorfismos citados podem estar envolvidos 
tanto na etiologia quanto em sintomas específicos do TEA. O objetivo deste 
trabalho é avaliar a frequência dos polimorfismos dos genes SLC6A4 e DRD4 e 
seu efeito do ponto de vista clínico em pacientes com TEA, através da 
avaliação clínica de 53 pacientes entre 2 e 16 anos com diagnóstico de TEA do 
Ambulatório de Autismo do CENEP -  Centro de Neuropediatria do Hospital de 
Clínicas da Universidade Federal do Paraná (UFPR) sendo a pesquisa dos 
polimorfismos dos genes SLC6A4 e DRD4, realizados no laboratório de 
Genética e Biologia Molecular do Centro Universitário Autônomo do Brasil -  
UNIBRASIL de janeiro de 2012 a dezembro de 2014. A genotipagem foi 
comparada com um grupo controle de 40 indivíduos saudáveis que foram 
pareados conforme o percentual étnico observado na população sul brasileira 
e, ainda, em gênero em relação ao grupo com TEA. Todas as amostras do 
grupo controle foram obtidas de banco de DNA. A comparação das frequências 
genotípicas e alélicas entre os dois grupos resultou em valores não 
significativos, o que indica que tanto os genótipos quanto os alelos se 
distribuem de forma semelhante entre estas populações. Quando comparados 
os polimorfismos com as características clínicas do grupo de pacientes com 
TEA, os pacientes heterozigotos para polimorfismo de 7 repetições para o gene 
DRD4 apresentaram maior frequência de associação com epilepsia (p = 0,01) e 
quando agrupados com os homozigotos para 7 repetições observou-se nível de 
significância limítrofe (p = 0,09), com Risco Relativo (RR) para epilepsia de 3,5 
(IC 95% = 0,95 a 13,08). Para os demais resultados, não houve diferença 
significativa entre os grupos com os diferentes polimorfirmos dos genes 
SLC6A4 e DRD4. Embora a amostra com pelo menos um alelo para o 
polimorfismo de 7 repetições do gene DRD4 seja pequena (n = 17), esse fato 
pode significar um fator de risco para epilepsia em pacientes com TEA. Porém, 
estudos com uma amostra maior são necessários para a confirmação deste 
dado.
Palavras-chave: Transtorno do Espectro Autista, Polimorfismos, Dopamina, 
Serotonina, Epilepsia



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder 
characterized by impaired social communication and repetitive behaviors and/or 
restricted interests. ASD has a clear genetic influence on its etiology based on 
multiple common variants model, but there isn’t a particular model or a 
Mendelian pattern for it. The multiple common variants or polymorphisms are 
differences between the DNA of individuals that are present in the general 
population in a frequency greater than 1%. Included on this model genes 
responsible for encoding proteins involved in neurotransmitter metabolism, such 
as SLC6A4 and DRD4. 5-HTTPL region of the SLC6A4 gene encodes a protein 
involved in serotoninergic neurotransmission, and its polymorphism can change 
the amount of serotonin available in the synaptic cleft for each genotype. The 
DRD4 gene encoding the dopamine D4 receptor and one of its polymorphisms 
involves their sensitivity to dopamine by changing the activation of the prefrontal 
cortex by mesocortical circuit. Both cited polymorphisms may be involved on the 
etiology or specific symptoms of ASD.The aim of this research is to assess the 
prevalence of SLC6A4 and DRD4 polymorphisms and their clinical effect in 
patients with ASD, through the clinical evaluation of 53 patients between 2 and 
16 years old with ASD at CENEP - Center for Pediatric Neurology of the 
Federal University of Parana (UFPR). The genetic research of SLC6A4 and 
DRD4 polymorphisms was performed in Genetics and Molecular Biology 
laboratory of the University Center of Unibrasil between January 2012 to 
December 2014. Genotyping was compared with a control group of 40 healthy 
subjects who were matched according to the ethnic percentage observed in the 
southern Brazilian population and also in gender in the group with ASD. All 
samples from the control group were obtained from DNA bank. The comparison 
of genotypic and allelic frequencies between the two groups indicates that both 
genotypes alleles are distributed similarly between these populations (ASD and 
control group). When comparing the polymorphisms with the clinical 
characteristics of the group of patients with ASD, the 7 repetition heterozygous 
for the DRD4 gene showed a higher frequency of association with epilepsy (P = 
0.01), when combined with those 7 repetition homozygous was observed a 
borderline significance (p = 0.09), with Relative Risk (RR) for epilepsy of 3.5 
(95% CI = 0.95 to 13.08). For the other results, there was no significant 
difference between groups with different polymorfisms of SLC6A4 and DRD4 
genes. Although the sample with heterozygous for the 7 repetition 
polymorphism of the DRD4 gene is small (n = 17), this may mean a risk factor 
for epilepsy in patients with ASD. However, studies with larger samples are 
needed to confirm this finding.

Keywords: Autism Spectrum Disorder, Polymorphisms , Dopamine, Serotonin, 
Epilepsy.
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1 INTRODUÇÃO

Desde as primeiras descrições feitas por Leo Kanner e Hans Asperger 

na década de 40, o Autismo se revelou um transtorno extremamente complexo, 

com uma base neurobiológica ainda não completamente compreendida, e as 

pesquisas nessa área tem evoluído nos últimos anos na mesma velocidade em 

que os novos números de casos têm sido diagnosticados. (KANNER, 1943; 

FRITH, 1991; VOLKMAR; REICHOW, 2013).

Explicar, do ponto de vista da neurobiologia, como uma única doença 

pode fazer com que algumas crianças não falem, não mantenham contato 

visual e passem a maior parte do tempo distraídas em suas estereotipias
f / /  r  nssÜ  K l / * /  A

motoras, enquanto outras são verdadeiros gênios da astrofísica, ou prodigiosos 

músicos é um verdadeiro desafio. Essa ampla variedade de apresentação
W M m k . Wí

clínica e a dificuldade em encontrar um fator etiológico único ou de explicar a 

sua fisiopatologia têm impulsionado as pesquisas relacionadas ao Autismo em 

todo o mundo. (GADIA; TUCHMAN; ROTTA, 2004; PAULA et al., 2011).

Além da busca por respostas
. . .  ■ ,

I I' ■.
relacionadas à sua etiologia, avanços nas
j |iU

pesquisas nos últimos anos interferiram também na classificação e p q  ̂  ̂  ̂ ç
nomenclatura do Autismo. A sua ampla apresentação fenotipica permitiu ap p ç p p
mudança na nomenclatura atual para Transtorno do Espectro Autista (TEA), ç p p ( ).
refletindo de forma direta a complexidade por trás desse transtorno. (APA -

AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Quando se fala em etiologia do TEA, sabe-se que a influência da
. . .. g .. f  , t q . .já foram apontados como possíveisgenética é clara, e diversos genes

candidatos, sendo que provavelmente mais de um deles está envolvido na, q p

gênese ou agravamento das características do TEA. Porém, a determinação

dos genes envolvidos e sua correlação com o ambiente ainda não é

completamente compreendida, e a falta de um biomarcador único torna ainda
.

mais difícil a compreensão da fisiopatologia do TEA, interferindo diretamente 

na falta de um tratamento farmacológico específico e eficaz. 

(SCHWARTZMAN; ARAÚJO, 2011; VOINEAGU; YOO, 2007; GESHWING, 

2011).

Do ponto de vista genético, o TEA se encaixa no modelo de múltiplas 

variantes comuns (multiple common variants), que quando combinadas, podem
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ou não interagir entre si e se associam a fatores ambientais, tornando-o uma 

doença complexa, multifatorial, que não segue um modelo específico e nem um 

padrão mendeliano de herança monogênica. As múltiplas variantes comuns ou 

polimorfismos são diferenças entre o DNA de indivíduos, definidos como 

variantes genéticas que estão presentes na população em uma frequência 

maior do que 1%. Esses polimorfismos estão presentes em outras doenças 

complexas principalmente relacionadas ao neurodesenvolvimento e doenças 

psiquiátricas, porém, a forma como cada polimorfismo influencia no fenótipo 

dessas doenças ainda é um desafio e para o TEA não é diferente. (COSTA et 

al., 2007; GESCHWING, 2011).

Entre os polimorfismos relacionados à suceptibilidade ao TEA estão os 

dos genes responsáveis pela codificação de proteínas envolvidas no 

metabolismo de neurotransmissores, entre eles os polimorfismos dos genes 

SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member 4), também denominado SERT ou 

5HTT (Serotonin Transporter Protein) e o DRD4 (D4 Dopamine Receptor).

O gene SLC6A4 codifica uma proteína envolvida na neurotransmissãoa r

serotoninérgica e um dos polimorfismos descritos em associação com o TEA

»ocorre na região 

Region), responsável

5-HTTPLR (Serotonin-Transporter-Linked Polymorphic
M l  I 111 ! I »por modular a resposta serotoninérgica. Em

num i||||iiíj |||i|Kji mijuii um l i  iSnunOii'1 iii
consequência, a concentração de serotonina na fenda sináptica pode ser 

diferente para cada genótipo, o que pode sustentar os mecanismos

(NAKAMURA et al., 2010; GUPTA; STATE, 2006).neurofisiológicos do TEA. 
g

Outro polimorfismo 
P

e em associação ao TEA é o do gene DRD4,

localizado no cromossomo 11 (11p.15.5) que codifica o receptor de dopamina 

D4. O DRD4 revela-se um dos genes mais variáveis do genoma, apresentando
■ \  - . g rf" p Ivários polimorfismos em sua extensão, e um dos polimorfismos envolve a

sensibilidade do receptor D4 à dopamina, alterando a ativação do córtex pré

frontal pelo circuito mesocortical dopaminérgico, podendo estar envolvido na

diminuição da quantidade de receptores de dopamina D4 em pacientes com 

TEA. (RODRIGUES, 2010; ARIAS; POPPEL, 2007; HOMBOE, 2011).

A investigação do papel da dopamina no TEA se intensificou após a 

observação do efeito positivo dos antipsicóticos (bloqueadores de dopamina) 

em aspectos como a hiperatividade e agressividade. Além disso, o 

polimorfismo do DRD4 tem sido estudado como um potencial biomarcador para
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gravidade de co-ocorrência de sintomas associados, entre eles o Transtorno 

Opositor Desafiante, o Transtorno Obsessivo Compulsivo e Ansiedade de 

Separação, além de maiores índices de problemas comportamentais e 

comportamentos repetitivos. (GADOW et al., 2010; NAKAMURA et al., 2010).

Apesar das associações já encontradas, o papel do polimorfismo dos 

genes DRD4 e SLC6A4 no TEA ainda não está completamente elucidado. Não 

estão diretamente ligados à etiologia do TEA de forma isolada, mas podem 

contribuir para a sua etiologia em associação com outros fatores e ainda 

acentuar comportamentos e sintomas específicos, bem como favorecer a 

presença de comorbidades no TEA. (GADOW et al., 2010; NAKAMURA et al.,

2010).
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Partindo da necessidade de uma maior compreensão da suceptibilidade 

genética ao TEA, este estudo propõe-se a analisar a presença e a influência

dos polimorfismos dos genes SLC6A4 e DRD4 em pacientes com TEA.

1.1 OBJETIVOS

i l l la.iiii
1.1.1 Objetivo Principal 

1 l l l i l l 1 I B 1

i l l

PU

U
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Hl ''I.

i l l M

K lR f

: i í

I  HH.r
Avaliar a frequência de polimorfismos dos genes SLC6A4 e DRD4 e seu

efeito do ponto de vista clínico em pacientes com TEA do Ambulatório de p p

Autismo do CENEP -  Centro de Neuropediatria do Hospital de Clínicas da 
         ____Universidade Federal do Paraná (UFPR).

. I Hl i'll l\iI I I In I, Of (l i i In,í| |  
Ln,
Ú ;|ilit

.

1.1.2 Objetivos Secundários

a) Descrever as características clínicas da amostra de pacientes 

diagnosticados com TEA;

b) Caracterizar a frequência genotípica e alélica de polimorfismos dos 

genes SLC6A4 e DRD4 nos pacientes com TEA;

c) Estudar a possível associação entre os polimorfismos citados e o 

TEA
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d) Testar a associação dos polimorfismos dos genes SLC6A4 e DRD4 

em sintomas específicos do TEA e comorbidades individualmente.
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1. PANORAMA HISTÓRICO E CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS ATUAIS DO 

TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

Leo Kanner foi classicamente o primeiro a descrever o TEA através de
a

um relato de onze casos intitulado “Autistic Disturbance o f Afective Contact , 

em 1943, no Johns Hopkins Hospital, nos Estados Unidos. Sua descrição 

possui uma riqueza de detalhes impressionante, o que torna esse relato tão 

importante do ponto de vista histórico. A sua descrição inclui crianças de dois a 

onze anos, sendo oito meninos e três meninas. Esses casos foram observados 

a partir de 1938, e apresentados como crianças com condições que diferiam de 

tudo o que já havia sido relatado, com fascinantes peculiaridades. (KANNER, 

1943).
U iEm seu artigo, Kanner as descreve com diferenças individuais e distintos

L
graus do “distúrbio” , porém suas características em comum permitiriam

classificá-las em uma síndrome clínica específica. Muitas destas crianças 

haviam sido anteriormente diagnosticadas com deficiência intelectual ou

esquizofrenia. ER, 1943). : i í

Na mesma época, em 1944, em Viena, Hans Asperger coincidentemente p , , , p g
publicou um artigo descrevendo uma nova condição, utilizando o termo “Autistic

i I rrmll'ii a 1
Psychopathy”z, porém, seu artigo recebeu menor notoriedade, principalmente

por ter sido escrito e publicado em alemão. Asperger descreveu crianças que 

se pareciam com “pequenos adultos” e interessou-se particularmente pelas 

formas mais sutis e fascinantes de comprometimento em crianças com 

habilidades específicas. (FRITH, 1991). Posteriormente, em sua homenagem, a 

Síndrome de Asperger passou a fazer parte dos Transtornos Invasivos do 

Desenvolvimento (TID) descritos na quarta edição do Manual Diagnóstico e 

Estatístico de Transtornos Mentais (DSM) até o início de 2013. (VOLKMAR; 

REICHOW, 2013).

1 Distúrbio Autístico do Contato Afetivo (tradução livre)

2 Psicopatia Autística (tradução livre)
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Mesmo com descrições distintas, existe uma série de sobreposições 

entre os trabalhos de Kanner e Asperger, com diversos pontos de concordância 

entre si, entre eles a dificuldade de interação social, falha na comunicação, 

comportamentos estereotipados, interesses restritos e resistência a mudanças. 

Essas duas publicações foram de fundamental importância para delimitar os 

critérios atuais do que conhecemos como TEA. (FRITH, 1991).

No final da década de 70, com o surgimento de novos casos, e a 

divulgação do conhecimento sobre o assunto, o termo Autismo passou a ser 

amplamente utilizado, como doença do neurodesenvolvimento infantil, com 

prováveis bases neurológicas ainda não bem determinadas. Na época, o 

Autismo já era definido como comprometimento no desenvolvimento das
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

habilidades sociais e de comunicação, associado à resistência a mudanças, 

estereotipias motoras e outras características comportamentais, iniciado nos 

primeiros anos de vida, e em grande parte associado à deficiência intelectual, e
v -1 v ► iifffl 1 J 1 1 |  \ \ |LiJLIjDH I I U ' 11 II

passou a fazer parte da classificação dos TID listados na terceira edição do
.

DSM. (VOLKMAR; REICHOW, 2013).

Nos anos subsequentes, as mudanças na descrição e classificação do

l i W v m

Autismo foram drásticas. 

em 1994, já não era con

l i
Na época da elaboração da quarta edição

I

casos havia atingido a marca de mais de

siderado uma doença rara e o número de

do DSM, 

relatos de

diferentes em todo o mundo.
»

A definição
li!

em mais de 20 locais1000 pacientes
m lf  lj i ! í\ dos critérios diagnósticos e da nova

classificação baseou-se em análise de dados e revisão de literatura e incluíram 
ç

novas subcategorias na classificação utilizada. Os TID foram subdivididos em:
f IrAutismo, Transtorno Desintegrativo da Infância, Síndrome de Asperger,, g , p g ,

Síndrome de Rett e Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem Outra 

Especificação e os critérios diagnósticos incluíam o comprometimento de três 

áreas específicas: comprometimento da comunicação, da socialização e 

interesses restritos ou comportamentos repetitivos. (APA - AMERICAN
111PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994). EEET

Já em 2013, as mudanças decorrentes de anos de revisão, por um 

comitê de Transtornos do Neurodesenvolvimento criado especificamente para 

essa finalidade, deram origem a quinta e atual edição do DSM. As mudanças 

atuais foram ainda mais polêmicas e trouxeram sérias implicações, como a 

mudança da nomenclatura de Transtornos Invasivos do Desenvolvimento para
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Transtorno do Espectro Autista. Além da nomenclatura, as outras mudanças 

mais impactantes na nova classificação incluem a subdivisão em apenas duas 

áreas de comprometimento ao invés de três e a retirada das subdivisões: 

Autismo, Transtorno Desintegrativo da Infância, Síndrome de Asperger, 

Síndrome de Rett e Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem Outra 

Especificação. (APA - AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

O termo Autismo, ainda hoje, remete com frequência a imagem de 

pessoas com grave comprometimento de comunicação, e padrões rígidos de 

comportamento. Porém, cada vez mais crianças com diagnóstico de TEA estão 

frequentando escolas regulares e fazem parte da sociedade com uma vida 

mais próxima do normal, o que reflete a importância do conceito de Espectro 

da nomenclatura atual. (VOLKMAR; REICHOW, 2013).

Os critérios diagnósticos para o TEA, de acordo com o DSM V estão 

resumidos no Quadro 1. Para a realização do diagnóstico é necessário a
I  I

I
presença dessas características, e deve haver prejuízos clinicamente

relevantes no âmbito social, ocupacional ou outras importantes áreas de
' p p

funcionamento. Os sintomas devem ter início precoce, e não podem ser

explicados por outras doenças psiquiátricas. (APA - AMERICAN

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 
- , ' 'os com um di

: i í

Para com um diagnósti
. » ___

co previo

I

pelo DSM-IV bem

estabelecido de Autismo, Síndrome de Asperger ou 

Desenvolvimento Sem Outra Especificação deve ser dado o diagnóstico de

Transtorno Invasivo do

_____
TEA. (APA - AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Deve-se ainda especificar 

acompanhamento de prejuízo inpreju

se os sintomas do TEA cursam com ou sem
;||)  j u L l i l l l l l '  l 'O 'J !  . i !  a I i R i / I  l i  J i r i ,

telectual, ccil, com ou sem acompanhamento de
■ ' I- ~ ■ I I- ~ rprejuízo na linguagem, se são associados com uma condição médica ou 

genética conhecida ou fator ambiental e quais são. (APA - AMERICAN

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).
m

A associação com outro transtorno mental, comportamental ou do 

neurodesenvolvimento e a presença de catatonia tambem devem ser referidas. 

(APA - AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Alem dessas características especificadas, pode ser acrescentada ao 

diagnóstico a classificação do paciente com TEA em graus de 

comprometimento que vão de 1 a 3, sendo o grau 1 o nível de
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comprometimento mais leve, baseado na menor necessidade de apoio para 

realização de suas atividades, e o grau 3 o maior grau de comprometimento,' 

com necessidade substancial de apoio. (APA - AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013).

QUADRO 1 - CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS DO TEA DE ACORDO COM O DSM V.

CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS:

A. Déficits persistentes em comunicação social e interação social em múltiplos 

contextos, incluindo déficits na reciprocidade social-emocional, nos comportamentos 

comunicativos não verbais, no desenvolvimento, manutenção e compreensão dos 

relacionamentos.

B. Padrões de comportamento, interesses ou atividades restritos e repetitivos, 

incluindo estereotipias motoras e de fala, adesão inflexível a rotinas, padrões 

ritualizados de comportamento, interesses fixos e altamente restritos, anormais em 

intensidade ou foco e hipo ou hiper-reatividade a estímulos sensoriais.

C. Os sintomas devem estar presentes no período inicial de

podem não se manifestar completamente ate as demandas p p
capacidades limitadas, ou podem estar mascarados por e 

posteriormente na vida).

desenvolvimento (mas
■ ■  ̂sociais excederem as

strategias aprendidas
I  n S f f i s l - ' r

D. Sintomas causam prejuízos clinicamente relevantes no sp j
outras importantes areas de funcionamento atual.

ocial, ocupacional ou

E. Tais distúrbios não são mais bem exp 

no desenvolvimento global.

icados por deficiênc 
p

É l i l l l í i l l  ' í i l

a intelectua
1 M f í

■ IJ I IhHí !

il ou atraso

s
DEVE-SE ESPECIFICAR ASSOCIAÇÕES:

1
Com ou sem prejuízo intelectual K j  l ' . i i l j

Com ou sem prejuízo de linguagem
&  ü í f v j  r i T i B f u l /

Associado a uma condição médica ou genética conhecida ou fator ambiental

Associado com outro transtorno 

neurodesenvolvimento

mental, comportamental

f l l i i l l l l l I i i l C T

ou do

Com catatonia

DEVE-SE ESPECIFICAR NIVEL DE GRAVIDADE DO TEA

Nível 1 -  Necessidade de pouco apoio

Nível 2 -  Necessidade de apoio substancial

Nível 3 -  Necessidade de apoio muito substancial

FONTE: ADAPTADO DE APA - AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013.

O diagnóstico do TEA é clínico e baseado nos critérios 

supramencionados. A ausência de biomarcadores, como será discutido
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adiante, dificulta a tarefa do diagnóstico precoce e preciso, assim como o 

rastreio de crianças em risco maior para desenvolvimento de TEA. Porém, uma 

avaliação detalhada da criança nos diversos ambientes em que está inserida e 

o uso de ferramentas de avaliação e de e triagem permitem o avanço no 

diagnóstico da doença, o que, pelo menos em parte, é responsável pelo 

aumento exponencial de casos a cada ano. (SCHWARTZMAN; ARAÚJO,

2011).

2. 2. EPIDEMIOLOGIA E O PANORAMA DO TRANSTORNO DO

ESPECTRO AUTISTA NO BRASIL

A prevalência do TEA cresce a cada ano e são vários os fatores 

responsáveis por esse crescimento. Dentre eles, está a provável associação 

com fatores genéticos, a maior disponibilidade de informação para a população 

e a ampliação dos critérios diagnósticos, que incluem pessoas com alta

funcionalidade, que provavelmente eram subdiagnosticadas no passado., q p g p

Causas ambientais também estão sendo extensamente investigadas, levando a 

diversas teorias, aigumas plausiveis, outras comprovadamente sem associação 

com o TEA. (PARDO; EBERHARDT, 2007).
JiJlllI l l l i l  PJ t  r/LiÜ 1 iRWrtifiiôMi1' um l i M iiinimn' ií

Desde 2000, foi estabelecido nos Estados Unidos a ADDM - Autism and

Developmental Disabilities Monitoring, uma rede vinculada ao o CDC -  Centersg,
for Disease Control, responsável pela coleta de dados, criada com o objetivo de 

estimar a prevalência do TEA no pais. O primeiro levantamento desta rede 

contava com de 20 diferentes locais nos Estados Unidos, e entre os anos de

cada 1000, ou seja, uma em cada 150

'IlUiI W&mÁÀ

2000 e 2002, foi de 6,6 casos em

n o diagnóstico de

número elevou-se para uma em cada 88 crianças. (CDC -  CENTERS FOR

crianças com 8 anos de idade tinham o diagnóstico de TEA. Em 2008 esse ç g

DISEASE CONTROL, 2014). iffll
Em 2014, de acordo com o último levantamento publicado, referente ao 

ano de 2010, foram avaliados dados de 363 mil crianças de 8 anos, de 11 

diferentes estados americanos, equivalentes à 9% da população nessa faixa 

etária. A prevalência foi de 14,7 em cada 1000 crianças de 8 anos, ou seja, 

uma em cada 68. A diferença entre os gêneros foi de 4,5 meninos para uma 

menina. Destes, 31% foram classificadas com deficiência intelectual associada
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(considerando QI abaixo de 70) e a média de idade do diagnóstico foi de 44 

meses (CDC -  CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 2014).

Tanto no Brasil como nos outros países da América Latina, a prevalência 

do TEA não é documentada. Baseando a estimativa de prevalência nos 

números americanos e europeus (esses últimos em torno de 1% da 

população), estima-se que no Brasil mais de 1,5 milhões de brasileiros tenham 

o diagnóstico de TEA. (PAULA et al., 2011).

No Brasil, há apenas um estudo piloto, realizado na cidade de Atibaia, 

interior do estado de São Paulo em 2011, com 1470 crianças entre 7 e 12 

anos, resultando numa prevalência de 0,3%. (PAULA et al., 2011).

O número de pesquisas no Brasil tem aumentado nos últimos anos,
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

porém, estas ainda estão concentradas em poucas regiões do país, com

pequenas amostras, refletindo a precariedade de investimentos em pesquisa

no nosso país. O número de casos subdiagnosticados ainda é alto em todas as

regiões do Brasil, e o diagnóstico ainda é muito tardio. Há escassez de centros g , g

especializados no diagnóstico, tratamento e pesquisa do TEA em todo o pais, e 
p g ' p q p '

a precariedade de acesso ao atendimento diminui as chances de um melhor

prognóstico para esses pacientes. (PAULA et al., 2011; GOMES et al., 2015). p g p p ( , ; , ;
Recentemente, políticas públicas em defesa da pessoa com TEA foram

criadas no país, inclu 

estabelecida como Lei de Proteção aos Direitos da Pessoa com TEA. Porém,

indo a Lei Federal de número 12.764 de 2012,

ainda há muito que se desenvolver na prática a partir dessas políticas públicas.q p p p p

(BRASIL, Decreto-lei n. 12.764, de 27 de dezembro de 2012).

O TEA não pode mais ser considerado uma doença rara, os sistemas de

saúde e educação necessitam ser preparados para lidar com essa realidade, eç p p p ,

as pesquisas relacionadas ao TEA também devem ser estimuladas em nosso 

país. (PAULA et al., 2011).

2.3. COMPLEXIDADE FENOTIPICA X COMPLEXIDADE GENETICA

Apesar de a etiologia do TEA ainda não ser completamente elucidada, a 

neurociência tem demonstrado que o TEA está associado a fatores genéticos e 

neurobiológicos e as pesquisas atuais buscam encontrar possíveis
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biomarcadores que podem colaborar para sua investigação etiológica 

(SCHWARTZMAN; ARAÚJO, 2011; GESHWIND, 2011).

Como era de se esperar, com uma apresentação fenotípica tão variada 

do ponto de vista clínico, os fatores genéticos e neurobiológicos associados ao 

TEA também são extremamente complexos, motivo pela qual a busca por sua 

definição etiológica ainda persiste. (SCHWARTZMAN; ARAÚJO, 2011; 

VEENSTRA-VANDERWEELE; BLAKELY, 2012).

Diversos genes são cotados como possíveis candidatos à 

suceptibilidade ao TEA, com explicações, do ponto de vista neurobiológico, 

extremamente complexas, mas nenhum se mostrou ainda determinante de 

forma isolada. Diferentes mecanismos neurológicos também foram propostos
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

como candidatos, incluindo alterações em circuitos neuronais específicos, 

neurotransmissores e vias de neuroplasticidade que envolvem ramificações 

neuronais e sinapses, já inclusive demonstradas in vitro, mas ainda não

completamente elucidadas. (SCHWARTZMAN; ARAÚJO, 201

2011; VEENSTRA-VANDERWEELE; BLAKELY, 2012; LEPPA

LA TORRE-UBIETA et al, 201 6, WU et al, 2016).
)
Ui

1; GESHWIND,j| j| j  "iff
et al, 2016, DE

1.1
Entre essa ampla gama de linhas de pesquisa da suceptibilidade ao TEA p g p q p

está a investigação genética de polimorfismos de genes associados à liberação

de neurotransmissores, W J  l u f t U  I I  ' T  Ique podem estar associados

no TEA e também serem co-participantes nas suas c
p , p

variadas (SCHWARTZMAN; ARAÚJO, 2011).

Hl: M
I

ílH ■' D
B ! ii I

r \

plasticidade neuronal 

características clínicas

í f í l f

2.3.1. A Diversidade de Características Clinicas Associadas ao 

Espectro AutistaI
1 ! i U I

r rm

Transtorno do

'Em i l '  b

Clinicamente, os pacientes com TEA apresentam características muito 

variadas. Além dos critérios diagnósticos de comprometimento da comunicação 

social, que pode variar em grau, e dos comportamentos repetitivos e interesses 

restritos que podem se apresentar em diferentes contextos, diversas outras 

características clínicas e comorbidades podem ou não estar presentes e em 

maior ou menor intensidade.
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O DSM V tornou possível especificar a presença de comorbidades 

associadas. Porém, muitas vezes, a sobreposição de sintomas torna difícil uma 

diferenciação clara entre o que é devido ao TEA ou a outros transtornos 

neurológicos e psiquiátricos. (VON STEENSEL; BOGELS; BRUIN, 2013; 

VEENSTRA-VANDERWEELE; BLAKELY, 2012).

Essa sobreposição de sintomas está diretamente relacionada à 

possibilidade de as vias neurológicas e genéticas do TEA serem comuns para 

outros transtornos. Áreas do SNC específicas como o sistema límbico e lobo 

pré-frontal, além de polimorfismos de genes relacionados a neurotransmissores 

que serão discutidos na sequência, podem estar relacionados à fisiopatologia 

do TEA, mas também a outros transtornos e sintomas neuropsiquiátricos. (VON 

STEENSEL; BOGELS; BRUIN, 2013).

Portanto, definir sintomas específicos como comorbidades no TEA é 

extremamente difícil, pois mesmo em pacientes com linguagem preservada, a

externalização de sentimentos está comprometida. Não é fácil detectar e

reconhecê-las, pois estas podem ser mascaradas pelos próprios sintomas do

TEA. (MAZZONE; RUTA; REALE, 2012).

Sintomas do Transtorno do Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH)ç p ( )
são frequentemente notados em crianças com TEA. O índice de associação ao

f SU
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TEA é de 37% a 85%. Porém, é necessária uma avaliação criteriosa que

permita diferenciar quando é comorbidade ou se os sintomas de desatenção ei í m  ; P , l i l  m  m . m ! i s 1! ! ! ™
hiperatividade são apenas parte do fenótipo do TEA. Acredita-se que crianças 

em idade escolar com TEA associada ao TDAH como comorbidade
♦ ■ h, . i -i ■apresentem mais problemas comportamentais do que crianças com apenas

TEA, além de maiores problemas 

adaptativas. (RAO; LANDA, 2014).

sociais e dificuldade nas
I »

suas funções

! Ill [tmi
Sintomas de ansiedade também estão presentes em aproximadamente 

50% dos pacientes com TEA, principalmente em adolescentes com

comprometimento leve, o que prejudica o seu funcionamento. Os sintomas de 

ansiedade podem ser intensificados pelas hipersensibilidades sensoriais, pela 

dificuldade em entender os aspectos sociais das relações e regular as 

emoções, além da dificuldade de comunicação. E comum a associação com 

Transtorno Obsessivo-Compulsivo (17 a 37%), Ansiedade de Separação (9

38%), Fobias específicas (26-57%), Fobias Sociais (13-40%), Síndrome do
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Pânico (2-25%) e Transtorno da Ansiedade Generalizada (15-35%). A 

ansiedade em pacientes com TEA pode dificultar as relações sociais, 

exacerbar as estereotipias e piorar problemas familiares. (UNG et al., 2013).

Em relação ao Transtorno Obsessivo-Compulsivo, é difícil diferenciar 

quando este é comorbidade ou se os sintomas são parte integral dos 

comportamentos repetitivos do TEA. Porém, ao comparar grupos de crianças 

com Transtorno Obsessivo-Compulsivo, TEA e desenvolvimento normal os 

sintomas são diferentes. No grupo de crianças com TEA, os sintomas mais 

frequentes foram de acumulação, organização e repetições. Já nas com 

Transtorno Obsessivo-Compulsivo, foi mais frequente a associação com 

sintomas relacionados à contaminação e obsessões por atos de checar. 

(MAZZONE; RUTA; REALE, 2012).

Do ponto de vista cognitivo, as habilidades podem ser variadas em

diferentes áreas. Alguns pacientes, principalmente com TEA com maior
v y  / T y  ̂  11 v » ^  ■* il yTTTM' 1 IJ I I 1,11 1 f  f fifl ! iM tir^ iilI I U  1 I I

comprometimento podem ter Deficiência Intelectual associada (cerca de 30%),II
enquanto alguns deles podem ter preservadas áreas de inteligência 

principalmente não-verbal. Aproximadamente 10% dos indivíduos com TEA

podem apresentar p p
conhecimento” ou

habilidades M I M
i n r n m

n.i'
incomuns, denominadas

Síndrome de Savant. Essas habilidades

ilhas de 

excedem
| f | n  r ilíT ili-T T ^1' r i  i (MlnHI I 1 ■

significativamente a capacidade intelectual global do indivíduo afetado em g p g
áreas especificas. Exemplos de domínios comuns incluem musicalidade,

capacidade de desenho, memória extraordinária, cálculo de calendário, ou 
p ' ' '

seja, a capacidade de nomear os dias da semana correspondente a datas, 

entre outras. A base neural dessas habilidades especiais é incompreendida,
■ I t t '  ■ H 'd '  ■ ~ H | . |possivelmente está associada à diminuição de conectividade neuronal de longoy a

alcance e aumento
Jü

das conectividades em áreas mais localizadas. MuitosjgT:-Ju jw T Ifjmml
indivíduos com TEA também apresentam uma capacidade extraordinária de 

decifrar letras e números ou hiperlexia. (McPORTLAND; VOLKMAR, 2012).

Outra comorbidade importante a ser citada é a presença de associação 

com epilepsia. A co-ocorrência de TEA e epilepsia já está bem estabelecida, 

porém, as estimativas de prevalência variam muito, de 5 a 46%, enquanto que 

na população geral é de 0,7 a 1%. Essa variação ocorre pela grande 

multiplicidade amostral nos diferentes estudos. A associação de epilepsia em 

TEA já foi reportada com maior incidência em pacientes do gênero feminino,
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com maior comprometimento cognitivo e com história de regressão do 

desenvolvimento, porém com achados contraditórios. (VISCIDI et ai., 2013; 

TUCHMAN; RAPIN, 2002).

Com o objetivo de diminuir essa variabilidade amostrai, um estudo de 

2013 realizou o maior levantamento de casos de pacientes com TEA, 

comparando as características clínicas de pacientes com e sem epilepsia. A 

amostra reuniu 5815 pacientes nos EUA, dos quais 289 tinham associação 

com epilepsia. Foram identificadas neste estudo diversas correlações clínicas 

nos pacientes com epilepsia, entre eles a idade (quanto maior a idade, maior a 

frequência), piores níveis cognitivos, pior desenvolvimento de linguagem, 

história de regressão no desenvolvimento e sintomas mais graves de TEA. 

Porém, apenas a idade e as piores habilidades cognitivas foram fatores 

preditores independentes para a epilepsia. (VISCIDI et al., 2013).

A média de prevalência de epilepsia em crianças de 2 a 17 anos foi de

12,5%, sendo de menos de 10% em menores de 10 os e cumulativa de

26,5% em adolescentes de até 17 anos. A média de escores de Quoeficiente 

de Inteligência na amostra com epilepsia foi de 66,2. (VISCIDI et al., 2013).

A associação entre TEA e epilepsia pode ser explicada como ambas
■li b :

resultantes de alteração de conexões corticais e subcorticais em larga escala.
H li ' I I  l i  l i  II MJ Além disso, mecanismos molecu

aumentando

comportamentais, de socialização e linguagem. Esses fatores podem ser

epileptogênese
h|

lares ee

e
l í l

Kl1'«
celulares também estão envolvidos,

iciandoinfluenciando 
I «

nas
inmüü

alterações

5 . :
influenciados diretamente por genes associados ao processo de

à liberação de neurotransmissores,desenvolvimento cerebral precoce e
,

influenciando no balanço inibitório-excitatório neuronal. (TUCHMAN; MOSHE;ç ( ; ;

RAPIN, 2009; BERG; PLIOPLYS; TUCHMAN, 2011).
^nSiTOII]IJ^nM I -«Hl- im 11 lirnvfI LUli
O TEA é uma doença extremamente complexa que envolve mecanismos 

diversos que alteram a circuitaria neuronal e a liberação de neurotransmissores 

em regiões específicas do SNC. Essas alterações possivelmente têm em 

grande parte uma influência genética e esses mecanismos serão descritos a 

seguir.

2.3.2. Aspectos genéticos do Transtorno do Espectro Autista
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■ Identificar biomarcadores para o TEA tem sido um foco de pesquisa 

desde a sua descrição em 1940, mas até o momento, nenhum marcador 

demonstrou sensibilidade e especificidade suficientes para a associação clínica 

isolada com o TEA. (VOINEAGU; YOO, 2007).

Os biomarcadores são associados a características que podem ser 

efetivamente mensuradas e avaliadas como um indicador de um processo 

biológico normal ou patogênico. Marcadores de doenças incluem qualquer 

característica mensurável como uma variação de sequência de DNA ou

alteração em exame de sangue ou imagem. Estes podem ser de risco, 

diagnóstico ou prognóstico. Para o TEA, devido a sua alta complexidade 

fenotípica, e por ser uma doença extremamente heterogênea, a identificação 

de biomarcadores ainda não foi possível. (VOINEAGU; YOO, 2007). A busca 

por um biomarcador genético tem sido extensivamente explorada por diversos

Ja

suceptibilidade ao TEA permitiria o

fisiopatologia do transtorn o e a

(VOINEAGU; YOO,

estudos em várias partes do mundo. Identificar genes fortemente envolvidos na

^ H- a - Hdiagnóstico precoce, a compreensão da
i f l l l W i i l l  UiLil n f t í R u r  busca por uma farmacoterapia eficaz.

; GESHWIND, 2011).

Analisando os estudos de neuroimagem e neuropatologia
| ff |

destes apontam para a hipótese de que o TEA é

diversos 

ranstorno decorrente de♦ r.um

alterações na organização neuronal-cortical, que leva a problemas no 

processamento de informações em diferentes locais no cérebro, incluindo a

vias de conectividade cerebrais. 

YOO, 2007; MALONEY; RIEGER;

. ...
organização sináptica e dendrítica e as g ç p

(PARDO; EBERHARDT, 2007; VOINEAGU; 

13).DAUGHERTY, 2013). nil II p I f !
Ii I r

Essas alterações neurobiológicas afetaítam o

P F w rtr
desenvolvimento das

Ir 1(1
habilidades sociais e de comunicação nos primeiros anos de vida, e 

provavelmente são influenciados por fatores genéticos e ambientais. 

(GESCHWIND, 2011).

Do ponto de vista genético, diversos estudos apontam para uma 

natureza complexa do transtorno, envolvendo genes com provável associação 

com o desenvolvimento das vias moleculares e neuronais, que incluem a 

migração neuronal, organização cortical, formação sináptica e de dendritos, 

interferindo diretamente na plasticidade cerebral e explicam boa parte das
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alterações encontradas em neuroimagem e neuropatologia (VOINEAGU e 

YOO, 2007; MALONEY, RIEGER e DAUGHERTY, 2013; GESCHWIND, 2011; 

LEPPA et al, 2016, DE LA TORRE-UBIETA et al, 2016, WU et al, 2016).

Três fatores principais sustentam a teoria de que o TEA está associado 

a fatores genéticos: a herdabilidade, o "fenótipo ampliado” e a associação com 

dezenas de síndromes genéticas conhecidas. (GESCHWIND, 2011).

A herdabilidade é a proporção da variância fenotípica que pode ser 

explicada por fatores herdados. É caracterizada pela frequência de 

concordância entre gêmeos mono e dizigóticos. A herdabilidade no TEA é alta, 

variando inicialmente de 80 a 92% em gêmeos monozigóticos. Uma vez que 

compartilham do mesmo DNA e do mesmo ambiente intrauterino, essa 

frequência aumentada reflete forte influência dos fatores genéticos. 

(GESCHWIND, 2011). Porém, estudo um atual estimou em 50% a 

herdabilidade em TEA, sugerindo que os fatores genéticos explicam metade do

ainda pode ser

considerado alto. (SADIN et al., 2013). Além disso, em gêmeos dizigóticos( , ) , g g
assim como em irmãos e parentes de primeiro grau, o risco de recorrência dop p y ,
TEA é maior em relação a população em geral, cerca de 10 a 20 vezes, porém

risco para desenvolver o transtorno, mesmo assim, esse valor 
p .

-V; 1  ̂ | | I [ Tl IImI ' '
não se equipara a frequência em gêmeos monozigóticos.

COSTA, 2007). 1 .  1

(GESCHWIND, 2011;

Um recente estudo analisou quartetos de famílias com dois irmãos

afetados e encontraram diferenças significativas em sintomas relacionados ao

domínio social e de comunicação entre irmãos que carregavam diferentes 

mutações relevantes para o TEA. Entretanto, entre irmãos que compartilhavam
, . ~ ~ . ,.f  ■ r- .■ . ..da mesma mutação não houve diferença significativa. Isso se explica porque o ç ç g p p q

padrão de herança de TEA pode ser devido a uma interação gene-gene, não 

restrito a poucos genes de maior efeito, e sim na sua interação para gerar o 

risco. (YUEN et al., 2015).

O termo "fenótipo ampliado” caracteriza a frequente presença de 

sintomas associados ao TEA, como problemas na comunicação social e 

comportamentos repetitivos em parentes de primeiro grau de pessoas com 

TEA. Entre eles, é comum principalmente a presença de atraso na linguagem 

em irmãos não-autistas. Esse é mais um fator que corrobora a hipótese 

genética da etiologia do TEA. (GESCHWIND, 2011).
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Por fim, a grande associação de TEA com síndromes genéticas 

conhecidas, entre elas a síndrome do X-Frágil, Esclerose Tuberosa, síndrome 

de Angelman, Prader-Willi, Di George, entre dezenas de outras também 

evidenciam a influência genética do transtorno. As síndromes mais 

frequentemente associadas ao TEA estão listadas no Quadro 2. (VOINEAGU; 

YOO, 2007; MALONEY; RIEGER; DAUGHERTY, 2013; GESCHWIND, 2011).

QUADRO 2 - SINDROMES GENÉTICAS MAIS COMUMENTE ASSOCIADAS AO TEA.

SÍNDROM E GENE CAR ACTERÍSTICAS CLÍN ICAS FENÓTIPO

X-Frágil FMR1 Epilepsia em 50-80%  e Deficiência Face alongada, m acroorquidia, orelhas

Intelectual 95% proem inentes

TSC1 e Rabdom iossarcom a cardíaco, Máculas hipopigm entadas em form a deEsclerose

Tuberosa TSC 2 displasias corticais, cistos renais, folhas, fibrom as, ham artom as de retina

astrocitom as

Epilepsia em 90%  e Deficiência 

inte lectual em 75%

Prade-W illi

Angelm an

DiGeorge

15q11- Obesidad 

13 ^fifíííliíí
( H  P

15q11- Com prom etim ento 

13 linguagem  em 90%

Baixa estatura, mãos

HjL ii

e pés pequenos,
I I I l M f # 1* ™  i 11R I  Ühipotonia

im portante H ipopigm entação pele, olhos e cabelos,

l i . l M f l i  111riso fácil, h iperte lorism o ocular

22qDS Hipocalcem ia, disgenesia renal, Fenda palatina

cardiopatia, im unodeficiência
! l! 1 U M M -,

FONTE: Adaptado de VOINEAGU; YOO, 1
GESCHWIND, 2011.

141' n I  * I
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J L r y f l J 1 L  EGER; DAUGHERTY, 2013;
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As causas genéticas identificadas, sindromicas ou não, estão presentes
lílíH J-ü lll '•ulllllllllllMil!l!lll(i|lll'illilin

em apenas 20% dos pacientes com TEA, e cada uma das alterações

genéticas, mesmo as mais comuns, se tomadas individualmente representam
E i lmwjfillliyfisll ' iP  n i i l l iJlJUl

menos de 1 a 2% dos casos. (VOINEAGU; YOO, 2013).

Nenhum gene especifico foi identificado como determinante principal do 

TEA e diversas variantes comuns e raras foram associadas ao transtorno com 

diferentes níveis de evidência estatística. Esses genes são responsáveis por 

uma série de mecanismos moleculares que incluem: adesão celular, liberação 

de vesículas sinápticas e liberação e receptação de neurotransmissores. 

(GESCHWIND, 2011; LEPPA et al, 2016, DE LA TORRE-UBIETA et al, 2016, 

WU et al, 2016).
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O TEA se encaixa no modelo de múltiplas variantes comuns (multiple

common variants) que quando combinadas, podem ou não interagir entre si, e

se associam a fatores ambientais tornando o TEA uma doença genética

complexa, que não segue um modelo específico, nem um padrão mendeliano

de herança monogênica (GESCHWIND, 2011).

As alterações genéticas encontradas no TEA podem ser citogenéticas,

ou seja, translocações, inversões, deleções ou duplicações que podem levar à

alterações funcionais através de mecanismos diversos. Pequenas deleções ou

duplicações, as chamadas CNVs, do inglês, Copy Number Variation podem ser

identificadas em até 10% dos casos de TEA, através do uso de técnicas

chamadas de array de CGH (Array Comparative Genomic Hybridization). Está

é a técnica de escolha para investigação genética clínica de pacientes com

TEA. (GESCHWIND, 2011).

As múltiplas variantes comuns ou polimorfismos são diferenças entre o p p ç
DNA de indivíduos, definidos como variantes genéticas que estão presentes nag q p

população em uma frequência maior do que 1%. Variantes de sequência de p p ç q q q
DNA que estão presentes em menos de 1% da população são denominadas

r . .
variantes raras. Identificar polimorfismos e seu efeito em doenças complexas

''iimpiiiiiii#!1 iiiH im iiiiiitra  • m w l 1 i i i i i r i iW / f f l í in i  .■ ' i i i r i i  n ü i f j -f 'h i i i  principalmente relacionadas ao neurodesenvolvimento e como cada
^  ,■ " f l  - f  '  i -  J  ■polimorfismo influencia no fenótipo dessas doenças ain___p p ç
o TEA não é diferente. (COSTA et al., 2007).

Dentre os polimorfismos relacionados à suceptibilidade ao TEA estão os p p
dos genes responsáveis pela codificação de proteínas envolvidas no

.1' l i i n 1 I L i i l l  I i - i i ! I I  r a i  H r I m I  ! i  i I n ;  '  R I i f K A f l  . .  ■ I  I

■ ^ ^ ras ainda é um desafio e para

metabolismo de neurotransmissores. (COSTA et al., 2007). Dois desses 

polimorfismos serão explorados na 

dopamina.
p

MU
sequência, relacionados
In un nn n i i i i  fl i . i i r . , p t i

à serotonina e

I i ip m n j

2.4. POLIMORFISMO DO GENE SLC6A4

Diversas evidências apontam para o importante papel do sistema 

serotoninérgico em doenças mentais em geral. Para o TEA, isso ocorre devido 

à capacidade de a serotonina modular o processo de desenvolvimento 

cerebral. Além disso, desde a década de 60, o primeiro biomarcador
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identificado no TEA foi a hiperserotoninemia em crianças com TEA. (WIGGINS 

et al., 2013; KINAST et al., 2013; ZAFEIRIOU et al., 2009).

O sistema neurotransmissor serotonérgico representa um candidato 

promissor para a associação com TEA. Em estudos neuroquímicos, o elevado 

nível de serotonina em amostras de sangue e urina é o achado mais 

consistente em pacientes autistas e o período de síntese elevada de serotonina 

que acontece no cérebro de crianças normais acima de cinco anos (capacidade 

de síntese 200% maior do que adultos) não parece acontecer em crianças 

autistas. (LONGO et al., 2009; JAISWAL et al, 2015; NYFFELER et al, 2014; 

HERVÁS et al, 2014; MEGUID et al, 2015).

Colaborando para a hipótese do sistema serotoninérgico influenciando
f / /  r  nssÜ  K l / * /  A

no autismo, sabe-se que a serotonina é agente morfogenético e atua como 

agente de diferenciação no cérebro fetal. Outro achado é que em áreas

inervação 

nal, social,

límbicas do cérebro de pacientes autistas encontra-se rica
, ■  • ■ • t - , -H . ■serotoninérgica e essas áreas estão envolvidas com a parte emocio

al, 2009).

A serotonina é um neurotransmissor essencial para o desenvolvimento

i i f  J i L
(•■RJ

f

sensorial, inibição do comportamento, agressividade, sono e humor (LONGO et

cerebral, mesmo antes de sua função comportamental no cérebro maduro, e

.................................................... provável de perdas de

diminuição do volume

'B r I M IM f / r  J f Iseu aumento durante o desenvolvimento é causa
m T t  f  «ur m  n  i i é ca sa f

terminais serotoninérgicos que podem levar a
11. I

hipocampal, diminuição da árvore dendrítica, e perda de conexões corticais.
.

(COSTA et al., 2007; JAISWAL et al, 2015; NYFFELER et al, 2014; HERVAS et 

al, 2014; MEGUID et al, 2015).

Além disso,

>ei

_
f f

, .
o, a manipulação des níveis de serotonina

lil,t  L l l i l l l l11 I  D H L
1SL.animais em desenvolvimento induz mudanças anatômicas com 

comportamentais semelhantes ao TEA. (LONGO et al., 2009).

em cérebros 

manifestações

Em 2010, através de estudos de neuroimagem que os níveis de síntese

de serotonina em crianças autistas entre 2 a 5 anos são significativamente 

mais baixos, e que existe uma redução dos transportadores de serotonina no 

córtex medial frontal e lobos temporais de autistas. Além disso, demonstrou a 

redução do transportador de serotonina no giro do cíngulo anterior e posterior 

de autistas, com maior comprometimento de habilidades de cognição social 

proporcional a magnitude dessa redução e a redução do transportador de
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serotonina em regiões talâmicas associadas a comportamentos repetitivos e 

obsessivos. (NAKAMURA et al., 2010).

A capacidade de detectar polimorfismos no nível do DNA vem 

modificando os estudos na genética humana, e essa detecção tem permitido 

avaliar sequências de DNA que cause ou contribua para um fenótipo 

específico, principalmente em doenças humanas complexas, que envolvem 

fenótipos variados e interação entre gene e ambiente como no caso do TEA. 

(COSTA et al., 2007).

Os primeiros polimorfismos de DNA foram descritos na década de 70, a 

partir do surgimento de técnicas para isolar, cortar e sequenciar o DNA. A 

identificação de variações no DNA pode decorrer por diferentes mecanismos 

(COSTA, et al., 2007):

•  Diferenças de tamanho por alteração na em sítios específicos por 

enzimas de restrição (RFLP -  Restriction Fragment Length

Polymorphism); jfflTI

fragmentos de restrição devido a um
~ „  . , . W K I T D  . .  . . .repetições em sequência, ou em tandem, os VNTR -  Variable

I m 
1)

Variação no tamanho (número de pares de bases) dos

número variável de

Number o f Tandem Repetition; 

Diferenças

;ni

um único nucleotídeo (Adenina,Timina, Citosina ou 

Guanina), chamados de polimorfismos de base única (SNP-

em

rosos eSingle Nucleotide Polymorphism). Os SNPs são nume g y p )

encontram-se distribuídos ao longo de todo o genoma, e estão

presentes em uma frequência alélica mínima de 1 a 5% da
íf

população;

I jg B M I g Him
O gene SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member 4, registro OMIM - 

Online Mendelian Inheritance in Man - 182138), também conhecido como

SERT ou 5-HTT (Serotonin Transporter), codifica uma proteína envolvida na 

neurotransmissão serotoninérgica, está localizado no braço longo do 

cromossomo 17 (17q11.2), contém 14 éxons compreendendo mais de 35 kb 

que codificam uma proteína de 630 aminoácidos, e apresenta diversos 

polimorfismos descritos. (WIGGINS et al, 2013).
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Um dos polimorfismos descritos no gene SLC6A4 é composta por uma 

inserção-deleção de 44 pares de bases na sua região promotora (5-HTTLPR - 

5-HTT gene linked polymorphic region). Esse polimorfismo foi inicialmente 

considerado funcionalmente bialélico, com um alelo curto (S) e um longo (L). 

Entretanto, um SNP (rs25531), no qual ocorre a troca de uma alanina (A) por 

uma guanina (G) foi detectado na região 5-HTTLPR e se mostrou funcional, 

modificando a transcrição do SLC6A4. Assim, para esse polimorfismo o gene é 

considerado trialélico, sendo (LONGO et al., 2009):

•  S -  alelo curto

•  La -  alelo longo com o SNP "A”

•  Lg -  alelo longo com o SNP "G”, mas funcionalmente equivalente 

ao S -  alelo curto
ÎTï al', :

Deste modo, quanto à expressão do SLC6A4 os indivíduos podem 

apresentar níveis variados dependendo do genótipo e podem ser classificados 

da seguinte maneira (HU et al., 2006):
I l W f f l M ' í !  i , !  ii r X J;i! f e l ! , I | ! | i P l í J  i I j l K I J .  ■ | i J V d M  I ; .  ■1; j |  I ' | I  ,

• Alta expressão: LaLa - com maior transcrição

mensageiro, maior produção de receptores

serotonina circurotonina ci
i J  lllEJ I

lante na fenda sináptica;
M l '

• Média expressão: LaS, LaLg;

ill *

Baixa expressão: SS, SLg e
.

3nc

de RNA
'  ■ oie menores níveis de

LgLg com menor transcrição de RNA

mensageiro, menor produção de receptores e maiores níveis de

serotonina circulante na fenda sinaptica (Figura 1).
» , _

FIGURA 1 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA EXPRESSÃO GENE SLC6A4 E SEUS

ALELOS.
Hf!
P Jll 1Min W M ] I I I

M i l
! I r im l'Em SL11 b
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Exon I

Promotor

Il III VII XII XIV

Lg

»TTI AAA

La

■ E Z I >  AAA

FONTE: Adaptado de LONGO, et al., 2009.

O polimorfismo na região 5-HTTPLR é amplamente utilizado em estudos
f)í 1'  ̂ l V o t í y  1

de associação com o autismo (GUPTA;STATE, 2006), pois este apresenta
ngrande capacidade de modular a resposta serotoninérgica, uma vez que,

dependendo do alelo apresentado pelo indivíduo, a taxa de produção de RNA p p p , p ç

mensageiro do SLC6A4 pode variar significantemente (HU et al., 2006). Em 

consequência, a concentração de serotonina na fenda sináptica
I

pode ser

I 1.1! JJI&iiTodavia os resultados dos estudos 

TLPF

! associação

diferente para cada genótipo, o que pode sustentar os mecanismos p g p , q p

neurofisiológicos do autismo. (NAKAMURA et al., 2010).

de

8 m m - 1Jslnrl u iJJ Ii
da estrutura bialélica

B|< li»  el'■ • is'i: i"um  i
da região 5-HTTLPR com o TEA são controversos. Alguns estudos trazem a

associação do alelo L com o autismo (DEVLIN et al., 2005; KLAUK; BENNER;ç ( , ; ; ;

7; TORDJAMAN et al., 2001; YRMIYA et al., 2001), outros 

trazem a associação do alelo S com o autismo (CONROY et al., 2004; 

1997; KIM et al., 2002) e outros estudos não encontraram associação 

entre algum alelo do 5-HTTLPR com o autismo (LONGO et al., 2009).

Em 2009 foi publicado o primeiro estudo brasileiro envolvendo a 

estrutura trialélica do polimorfismo da região 5-HTTLPR relacionado com o 

autismo, onde foi descrita a associação do genótipo Longo com a variant e "A”

em homozigoze (LaLa) e a instabilidade do humor nos pacientes com TEA

(LONGO et al., 2009).

Apesar da forte evidência de associação do TEA com o sistema 

serotoninérgico, mais estudos são necessários para definir a associação desse

POUSTKA 

estudos 

COOK, 1997

BE
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polimorfismo com o TEA, ou com sintomas e características clínicas 

associadas nesses indivíduos.

2. 5. POLIMORFISMO DO GENE DRD4

A dopamina foi identificada como neurotransmissor em 1959, e 

inicialmente seu envolvimento estava apenas associado ao controle motor, 

observado inicialmente na doença de Parkinson. Atualmente sabe-se que a 

dopamina possui um papel fundamental numa ampla gama de sintomas de 

doenças neurológicas e psiquiátricas, como a esquizofrenia e o TDAH, o abuso 

de substâncias, e também tem sido estudado seu papel no TEA (ARIAS; 

POPPEL, 2007).

A dopamina é a catecolamina mais abundante no cérebro de mamíferos,

encontrada de modo circunscrito no SNC, onde exerce diferentesÎTï \Ui

dentre elas o controle da atividade e motora, da cognição,

atividades,

das emoções, do

reforço positivo, da resposta imune, motivação e atenção, bem como funções 

endócrinas. A execução de tais funções depende, além da ação de outros 

neurotransmissores, da expressão dos subtipos de receptores característicos e
■ - ■ . 1  „  - são expressos mais comumente sendo que, alterações nodo local onde estes

sistema dopaminérgico vêm sendo atribuídas p g
(ROTHMOND; WEICKERT; WEBSER, 2012). 

ii «iiil !'Un 1 ' "

a inúmeras doenças.

m
Os neurônios dopaminérgicos são encontrados principalmente na região

mesodiencefálica, e incluem o sistema nigrostria-al (envolvido no controle 
’ y '

motor voluntário), e o sistema mesolímbico e mesocortical, com projeções da

area 

POPPEL, 2007)

h l f f l l  n  I  r — T H r n ! — " “  tegmentar ventral para amígdala, hipocampo e córtex pré-frontal. (ARIAS;iiifii m m  i loiiii ,ii miifi. FtIliqu-

Os receptores de dopamina pertencem à família dos receptores que se 

acoplam a proteína G e foram, inicialmente, classificados em receptores de
"  rec

dopamina D1 e D2. Receptores D1 se ligam a proteína G resultando na 

ativação de adenililciclase e maior concentração de AMP cíclico intracelular, 

aumentando a atividade da proteína quinase A. Enquanto os receptores de 

dopamina D2 se ligam a proteína G inibindo a adenilciclase e 

consequentemente, diminuindo também a concentração de AMP cíclico 

intracelular e a atividade da proteína quinase A, além de serem responsáveis
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pela supressão das correntes de Cálcio e ativação das correntes de Potássio. 

A atividade da proteína quinase A promove alterações na fosforilação de 

fatores de transcrição e na expressão de genes envolvidos na resposta a 

dopamina. (POLSEC et al., 2011).

Posteriormente, com os avanços da biologia molecular, foram 

identificados três outros receptores de dopamina, estes foram agrupados a D1 

e D2 de acordo com a semelhança funcional. Aquele que se assemelha a D1 

foi denominado D5, enquanto os demais foram chamados D3 e D4 e 

agrupados a D2. (GOODMAN et al., 2006; ROTHMOND, 2012; SOUZA et al., 

2002).

As cinco proteínas receptoras estão distribuídas em regiões diferentes
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

do SNC. Tanto D1 quanto D2 são bem distribuídos nos núcleos da base, 

atuando no controle motor. Já os receptores D2 (especificamente D3 e D4)

são expressos em grande número no sistema límbico e córtex pré-frontal. 

(ARIAS; POPPEL, 2007).
í  f f

(diKR

Tais receptores possuem, em comum, sete domínios transmembrana

ligados por três alças peptídicas intracelulares, bem como alças extracelulares,
g , ■ - •  , , , , , ■ - • .  , ,  , uma terminação amina extracelular e uma terminação carboxilica intracelular.

Apesar da semelhança, a família de receptores de dopamina D2 apresenta a
t ~ K T ■ t t ■ , ■ . ■ ■ ■ ■terminação carboxílica mais curta e a terceira alça -----  ------  ------y  y

.quando comparadas a D1 - o comprimento da terceira

intracelular mais longa,
U llrlrii

alça intracelular mostra-
y

se fundamental à ligação na proteína G. (ROTHMOND; WEICKERT; WEBSER,!, WIITIMüls Hn IP̂ 'raLU
2012).

Hl: M

O receptor de dopamina D4 é codificado pelo gene DRD4 (D4 Dopamine

11 (11p.15.5), 

uma proteína

„  , . . . ,  i .. ,Receptor) composto por 4 éxons e localizado no cromossomo p ) V V

com registro no OMIM número 126452. Este gene codificaste gene
III

expressa principalmente no córtex pré-frontal, divisão cognitiva cingulada 

anterior e regiões límbicas, ambas áreas importantes na cognição, emoção e

atenção. (RODRIGUES, 2010; POLSEC et al., 2011; MARQUEZ, 2006).

O DRD4 revela-se um dos genes mais variáveis do genoma, 

apresentando vários polimorfismos em sua extensão. (RODRIGUES, 2010). 

Contudo, a literatura que o contempla está principalmente relacionada ao 

polimorfismo descrito em 1995, que descreve um número variável de 

repetições em tandem (VNTR) no terceiro éxon do gene citado, responsável
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pela alteração do comprimento dos alelos de determinada região, que codifica 

uma porção correspondente à terceira alça intracelular do receptor de 

dopamina D4. (ASHGARI et al., 1995).

Na literatura encontram-se evidências de variações de 2 a 11 repetições 

da sequência, que contém 48 pares de base, estando a variação de 7 

repetições (7R) associada, com maior significado funcional, a menor resposta à 

dopamina (Figuras 2 e 3), uma vez que tal mecanismo se dá pela interação do 

neurotransmissor com o receptor e posterior ativação da proteína G pela 

terceira alça intracelular. O VNTR, com sete repetições, aumenta o 

comprimento da terceira alça prejudicando a ativação da subunidade alfa- 

inibitória da proteína G. (RODRIGUES, 2010).

FIGURA 2: REPRESENTAÇÃO ESQUEMATICA DO POLIMORFISMO DO GENE DRD4.

FONTE: Adaptado de RODRIGUES, 2010.
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Com a menor sensibilidade do receptor à dopamina, a ativação do 

córtex pré-frontal torna-se menos facilitada pelo circuito mesocortical 

dopaminérgico. A menor efetividade proporcionada pelo polimorfismo pode 

estar relacionada, por exemplo, a diminuição da quantidade de receptores de 

dopamina D4 em pacientes com TEA, encontrada na avaliação da expressão 

de mRNA. (TAURINES et al., 2011).

O VNTR de 7 repetições presente no gene DRD4 é associado a 

transtornos como esquizofrenia, Transtorno Opositor Desafiador, Ansiedade 

de Separação e comportamentos repetitivos em crianças autistas (GADOW et 

al., 2010), latência de resposta em múltiplas tarefas (SZESEKELI, 2010), níveis 

elevados de afeto negativo em crianças (HOMBOE et al., 2011), TDAH (AVALE
/ f f  /'" ‘s*  a t  r o S r ' A

et al., 2004), bem como maior risco de sintomas autistas em crianças e 

adolescentes com TDAH. (REIERSEN, 2011).

A investigação do papel da dopamina no TEA se intensificou após a

observação do efeito positivo dos antipsicóticos (bloqueadores de dopamina)
Üllnjem aspectos como a hiperatividade e agressividade. Estudos mais recentesr  r  a

envolvendo neuroimagem demonstram também aumento do funcionamento do
g

sistema dopaminérgico em pacientes autistas no córtex pré-frontal. A disfunção

desse sistema pode ainda estar relacionada a comportamentos de
i lr a M E llu  !* illil 11 m m \ * .n
com TEA. (NAKAMURA et al., 2010;

I I v i  L  
agressividade e impulsividade em» r adultos

ISIrliP1'
REIERSEN, 2011 e TODOROV, 2013).

’ ’
A resposta a dopamina no receptor D4 ocorre apos a ativação da

subunidade inibitória da proteína G, inativando a adenilciclase e determinando
p ,

baixas concentrações de AMPcíclico no interior da célula. Com isso, há 

redução da proteína quinase A, alterações de fosforilação e de fatores de 

transcrição e alterações na expressão de genes envolvidos na resposta a
lu

dopamina. O VTNR de 48 pares de bases altera o tamanho da alça 

citoplasmática que interage diretamente com a subunidade inibitória. Com o

alelo de 7 repetições, a potência inibitória da dopamina seria reduzida de duas 

a três vezes quando comparado ao de 4 repetições, tendo assim uma resposta 

reduzida à dopamina. Desta forma, o circuito mesocortical dopaminérgico se 

mostraria menos eficiente em facilitar a ativação do córtex pré-frontal. 

(RODRIGUES, 2010).
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No TEA, o polimorfismo do DRD4 tem sido estudado como um potencial 

biomarcador para gravidade de co-ocorrência de sintomas associados, entre 

eles o Transtorno Opositor Desafiante, o Transtorno Obsessivo Compulsivo e 

Ansiedade de Separação, além de maiores índices de problemas 

comportamentais e comportamentos repetitivos. (GADOW et al., 2010).

Do mesmo modo que na população geral, a associação do polimorfismo 

desses dois genes podem estar diretamente relacionados a características do 

comportamento infantil, demonstrado em estudo longitudinal com 90 crianças 

hígidas a partir do primeiro ano de vida. De acordo com os autores, crianças 

com o alelo com 7 repetições no gene DRD4 em associação com os alelos de 

maior expressão do 5-HTTLPR demonstram maiores índices de
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

desenvolvimento de afeto negativo. (HOLMBOE, 2011).

Apesar das associações já encontradas, o papel do polimorfismo do 

DRD4 no TEA ainda não está completamente elucidado. Assim como para o 

transportador de serotonina, seu papel não está diretamente relacionado de 

forma isolada à etiologia do TEA, mas sim, em associação com diverso outros

fatores já amplamente discutidos, o polimorfismo desses dois genes podem

estar associados a comportamentos específicos e presença de comorbidades.

no TEA. I I  1  1  11
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO

MT/y
Estudo observacional analítico, transversal, de

•H t i i  r 1 '" • I '1
polimorfismo dos genes SLC6A4 e DRD4 em pacientes

de dados prospectiva.

i IM I
SHiJ 111 ,'! i II®l i 1 U L !1,ll! I

com

prevalência de 
p
TEA, com coleta

l i
3.2. LOCAL E PERÍODO DE ESTUDO

’ I I  l l l l  l|
1

.

: ií

uii lIlHl
»  I f

I

jUK.II
III

iiiii I
Os sujeitos incluídos na pesquisa são pacientes do Ambulatório de

Autismo do CENEP -  Centro de Neuropediatria do Hospital de Clínicas da

Universidade Federal do Paraná, acompanhados de janeiro de 2012 a, p j
dezembro de 2014. Os testes genéticos foram realizados no laboratório de 

Genética e Biologia Molecular do Centro Universitário Autônomo do Brasil -  

UNIBRASIL, neste mesmo período.

3.3. POPULAÇÃO FONTE

'111

Pacientes em seguimento regular no Ambulatório de Autismo por pelo 

menos um ano, com consultas periódicas, com diagnóstico de TEA, entre 2 e 

16 anos.

3.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO
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•  Pacientes com diagnóstico de TEA idiopático;

•  Concordância dos pais na participação do estudo;

•  Seguimento regular por no mínimo um ano.

3.5 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO

•  Pacientes com exames genéticos, de imagem do sistema nervoso 

central ou dismorfismos que caracterizassem diagnóstico de 

síndromes genéticas específicas associadas ao TEA;

3.6 AMOSTRA

Foram selecionados para participação e coletadas amostras de

sangue inicialmente de 60 pacientes, destes, sete foram excluídos da análise a  v  i i

clínica por abandonarem o seguimento. Deste modo, a amostra totalizou 53 p y ,
pacientes na análise total (clínica e genética) e 60 pacientes na análise da p ( y ) p
genotipagem ao comparar grupo de estudo e grupo controle proveniente de

banco de dados de DNA.

O Grupo Controle foi composto por 40 indivíduos saudáveis que

foram pareados conforme o percentual étnico observado na população sul

brasileira e, ainda, em genero em relação ao grupo com TEA. Todas as , , g ç g p

amostras do grupo controle foram obtidas de banco de DNA. O critério de
i - . ■ h .- f  t  aexclusão para este grupo consistiu na presença, ou histórico familiar, de 

doenças neurológicas de caráter genético ou não.

p
M rs

B a a ü i l H

3.7 HIPÓTESE

mu

mi

Considerando a natureza associativa dos estudos transversais a variável 

polimorfismo dos genes SLC6A4 e DRD4 foi posicionada como variável 

independente e variável TEA e características clínicas como variável 

dependente, constituindo assim as hipóteses de estudo:
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•  H0: não há diferença na frequência dos alelos em pacientes com 

TEA nem relação com suas características clínicas

•  H1: há diferença na frequência dos alelos em pacientes com TEA 

ou na associação com suas características clínicas

3.8 VARIAVEIS DE ESTUDO

As variáveis independentes foram consideradas os genótipos dos 

polimorfismos dos genes SLC6A4 e DRD4 como descritos a seguir.

Os grupos foram divididos conforme a expressão gênica para o SLC6A4
I I l /'" ‘A a t  r o S r ' A

conforme descrição no Quadro 3. Os polimorfismos associados à maior 

expressão gênica resultam em maior quantidade de RNA mensageiro, 

consequentemente maior transcrição da proteína que configura o receptor de 

serotonina, e por sua vez, menores níveis de serotonina na fenda sináptica.

.  . J
QUADRO 3: DIVISÃO DOS GENOTIPOS CONFORME SUA AÇAO PARA O GENE SLC6A4. 

GENÓTIPOS EXPRESSÃO RECAPTAÇÃO SEROTONINA FENDA

(r
LaLa
SLa, LaLg
SS, SLg, LgLg

I m

-
GENICA SEROTONINA

Alta 
Média
Baixa

' 1  I H  1 1  , V

Alta
Média

Baixa

FONTE: Adaptado de LONGO et al., 2009.

l í f j

SINÁPTICA
Menos 
Média 
Mais

ftlll : mH r
Para o DRD4, os genótipos foram, a r

r \
divididos também quanto à sua 

funcionalidade, uma vez que alelo com 7 repetições faz o receptor D4 ter

3 vezes menor.menor eficácia na ligação da dopamina e potência inibitória 2 a g ç p p
Deste modo, foram divididos conforme demonstrado no Qadro 4.

QUADRO 4: DIVISÃO DOS GENÓTIPOS CONFORME FUNCIONALIDADE PARA O GENE'
DRD4.

GENÓTIPOS 

Não 7

Heterozigoto 7 repetições 

Homozigoto 7 repetições

POTENCIA INIBITÓRIA NO D4

Normal

Menor

Muito menor
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FONTE: Adaptado de RODRIGUES, 2010.

As variáveis dependentes analisadas foram a presença de TEA 

idiopático na análise de frequências na comparação com grupo controle e a 

presença das seguintes características clínicas e comorbidades associadas:

•  Características específicas do TEA: estereotipias, inflexibilidade, 

alterações sensoriais;

•  Características associadas: ansiedade, agitação psicomotora,

agressividade, regressão no desenvolvimento;
L

•  Especificações do TEA: comprometimento de linguagem e

comprometimento cognitivo;

•  Comorbidades: epilepsia

•  Nível de comprometimento: nível 1,2 ou 3;
4 I I!

•  Alterações em exames: Eletroencefalograma e exames de imagem

(Tomografia ou Ressonância de ci

•  Uso de medicações (mono e politerapia)
M U , I I I  

olit
ii“Tí

iceialogiama e exames de
* ■ , ânio);

1*1 |l

3.9 PROCEDIME 

• 1  !  i ■-

I I
NTOS DE ESTUDO

• 1 Hl RU ' 1, 1 .
3.9.1 Métodos dos Testes Genéticos:

i" ! II 
H  ' i

jiyif-

1
K lm í

i h .

: ií

I I  Is Ut

Ji
U Mímã-

T l «

Foram coletados 5 ml de sangue venoso periférico de cada indivíduo da
■ i ■ ' . ' l i -  • lliHfra 1 ■ |. .

amostra em tubo com EDTA. As amostras de pacientes e controles foram

submetidas à extração de DNA pelo método de LAHIRI e NUMBERGERç p
(1991). Amplificou-se a região polimórfica ligada à região promotora do gene do

— 1 """r ™ liii ulll ^ r
transportador da serotonina por reação em cadeia da polimerase (PCR) usando 

os iniciadores e soluções descritos por KAISER et al e programa de 

amplificação descrito na Quadro 5, perfazendo um total de 40 ciclos. (LAHIRI e 

NUMBERGER, 1991; KEISER et al., 2009).

QUADRO 5- CONDIÇÕES DA PCR NA AMPLIFICAÇÃO DO 5-HTTLPR. 

Fase do ciclo Temperatura Tempo
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Desnaturação inicial 94°c 120 s

Desnaturação 95°c 30 s

Hibridação 62°c 30 s

Extensão 72°c 60 s

Extensão final 72°c 420 s

FONTE: Adaptado de LAHIRI; NUMBERGER, 1991; KEISER et al., 2009.

Essa reação amplifica parte da região 5-HTTLPR, cujo fragmento pode 

resultar em dois tipos de alelos: longo (L) com 529 pb e curto (S) com 485 pb. 

Os produtos de PCR foram submetidos a uma corrida eletroforética em 

agarose 2,5% por 2 horas a 220V, e corado com brometo de etídeo.

O produto da PCR foi submetido a digestão enzimática pela técnica 

RFLP, utilizando a enzima Mspl, conforme descrito por STEIN et al (2006),

originando os seguintes fragmentos:

•  La -  340, 62 e 127 pb

•  Lg -  166, 174, 62 e 127 pb

•  S -  296, 62 e 127 pb
wWi l i P' i ilM i 'hlMi.

Os tamanhos

1 ï ,1 M [s P  
i I r aI IV:

iNjnTjI

v m

enzimática foram

digestão 

2.0. Para

dos fragmentos do produto de PCR e da
. . ... . N| h r  .estimados utilizando o programa NebCutterp y

obtenção e análise dos resultados trialélicos foi realizada eletroforese em gel ç y
de poliacrilamida a 10% dos produtos de digestão, utilizando-se 190V, 37mA,

7W por três horas de corrida. Após a corrida eletroforética o gel foi corado com p p g

brometo de etídeo. A fotodocumentação tanto da corrida em agarose quanto da 

corrida de poliacrilamida foi realizada em transiluminador sob luz ultravioleta.

Para o gene DRD4, foi realizado o processo de genotipagem para

definição do número de repetições da região de VNTR apresentado pelos

indivíduos no terceiro éxon do gene DRD4. A sequencia dos primers utilizadosg q p

foi descrita inicialmente por LICHTER (1993) e posteriormente por GADOW 

(2010), já a amplificação, por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

concorda com o protocolo sugerido por Gadow, ambos expostos no Quadro 6 

(GADOW et al., 2010).

A análise dos genótipos, realizada após eletroforese em gel de agarose 

(concentração 2,5%) e coloração em brometo de etídio, foi realizada em
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transluminador UV por meio de comparação com o descrito por Lichter (1993), 

que observou variações alélicas de 2 a 11 repetições (LICHTER, 1993; 

GADOW et al., 2010).

QUADRO 6 -  SEQUÊNCIA DOS PRIMERS E CONDIÇÕES DA PCR.

Sequência dos primers
forward 5'- GCGACTACGTGGTCTACTCG -3' 

reverse 5'-AGGACCCT CAT GGCCTT G

F,

Desnatu

Ciclagem

Extens

ases do Ciclo

ração inicial 
-  Desnaturação 

Anelamento 

Extensão

ão Final

1 5 8  ‘ 
i j j f f l 1

Temperatura

98°C
98°C
60°C

72°C
72°C

Tempo de Duração

15 min
7...OTIM n i.T r. C iU B ff l l  lf

30 seg
nn 90 seg

60 seg
10 min

S í h l f c i i  1 p T l

Número de 
Repetições

1
40

h i
H r

1

FONTE: Adaptado de GADO

Y iijJ»r  d II j!| I I

I I H  M
3.9.2 METODO DA CO

l l l j  i j l

I r f i p j  I i i |

Todos os pac
DM Macompanhados pela p 

mínimo de um ano, n

)W et al., 2010.
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amostra foram a'

.. . >neuropediatra), por u
i  fílí piil! (Jlljjj II1L 
smo do Hospital de

1

3 1

Sis

paliados e 

jm período 

Clínicas da

UFPR. Esse período foi determinado com a finalidade de extrair dados mais 

fidedignos em relação às características clinicas da amostra. Os dados foram 

coletados conforme protocolo (ANEXO 1).

O diagnóstico de TEA foi revisado em todos os casos, baseados nos 

critérios do DSM V e foram realizados os questionários CARS (Childhood 

Autism Rating Scale) e ATA (Escala de Traços Autísticos), ANEXOS 2 e 3 

(PEREIRA, 2007 e ASSUMPÇÃO JR, 1999).
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Os dados foram classificados em:

•  Características gerais da amostra: idade, idade do diagnóstico, terapias 

realizadas, tipo de escola que frequenta;

•  Características familiares e gestacionais: idade dos pais, fatores de risco 

pré e pós-natais, histórico familiar de doenças neurológicas ou 

psiquiátricas;

•  Características específicas do TEA: estereotipias, inflexibilidade, 

alterações sensoriais;

•  Características associadas ao TEA: ansiedade, agitação psicomotora, 

agressividade, regressão no desenvolvimento;

•  Especificações do TEA: comprometimento de linguagem e

comprometimento cognitivo;
a iH if.

Comorbidades: epilepsia r\i (upíw
•  Nível de comprometimento: nível 1,2 ou 3;i IIMIM

1

1 ra i-u in

ra

•  Alterações em exames: Eletroencefalograma e
IjO

- , ' anio);

exames de imagem

(Tomografia ou Ressonância de crâni ( g

Uso de medicações (mono e politerapia)
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sxames <
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3.10 REGISTRO E GERENCIAMENTO DE DADOS
E G IS T R l I  GP ™ AMrNu<M  Hü

f; forar
III. Hm I I  i¥ ÍS H  m mOs dados foram coletados através da análise de prontuário, consultasi- i

T l «

0' III

médicas, realização de questionário

l i  I I É l
.

3.11 ANALISE ESTATÍSTICA

iüJ

arniiw'illllí-il#ji!l '"I II',II 1 H i U h u -  e aplicados em planilha digital.
if f B I I ' 11 h H

l iAs medidas de tendencia central e de dispersão estão expressas em 

médias e desvio padrão (média + DP) para as variáveis contínuas de 

distribuição simétrica e em medianas, valores mínimo e máximo (mediana, 

mínimo -  máximo) para as de distribuição assimétrica.

A estimativa da diferença de variáveis contínuas de distribuição normal 

foi realizada pelo teste paramétrico, teste t de Student e Anova, enquanto que
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para variáveis de distribuição assimétrica, o teste não-paramétrico, teste de 

Mann-Whitney e Anova de Kruskal-Wallis.

A estimativa de diferença entre variáveis categóricas foi realizada pelos 

testes exato de Fisher e qui-quadrado de Pearson.

Para todos os testes foi considerado um nível mínimo de significância de 

5% e poder de teste mínimo de 90%.

Para o cálculo das frequências genotípicas do grupo de estudo e grupo 

controle foi realizado o cálculo do equilíbrio de Hardy-Weinberg.

3.12 ÉTICA EM PESQUISA

Está pesquisa foi aprovada em Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Centro Universitário Autônomo do Brasil - UNIBRASIL, conforme o parecerhl
. L___

002/2008, e aceitação por Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(ANEXOS 4 e 5). 'VŜ if fílPl
i ü  r

! ui r-hiji
3.13 MONITORIZAÇÃO DA PESQUISA

iiiKi m
-

il ia,. . . .  10  1 A pesquisa foi realizada considerando as medidas de 
confid-------1.-■ —i- -------------
m  l i # !

l i

■ ■ ■ ~ ■ minimizaçao de riscos,

l.n proteção,

onfidencialidade, responsabilidade do pesquisador e

da instituição, de acordo com o compromisso firmado com o Comitê de Ética e

Pesquisa em Seres Humanos do Centro Universitário Autônomo do Brasil-

UNIBRASIL na ocasiao de submissão do projeto. i n p ig r

F i l

3.14 FOMENTO PARA A

ENVOLVIDOS

E SERVIÇOS

Esta pesquisa recebeu fomento do CNPq com concessão de bolsa à

autora.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA AMOSTRA

Foram avaliados e acompanhados 53 pacientes com diagnóstico de TEA 

do Ambulatório de Autismo do CENEP -  Centro de Neuropediatria do Hospital
31L

de Clínicas da UFPR. A idade variou de 4 a 16 anos com mediana de 7 anos.

A mediana da idade do diagnóstico foi de 3 anos, variando de 1 a 12 anos.» 1

diana

Dos pacientes avaliados, 66% (35) frequentam escola regular, 32% (17)
kdKescola de educação especial, e um não frequenta escola. Apenas 13% 

realizam terapias para estimulação com uma carga horária semanal mínima de
I de forma5 horas, 45% realiza alguma terapia, porém c 

horas semanais) e 41% não realiza nenhuma terapia.
. .

insuficiente (menos de 4

A média de idade dos pais no nascimento foi de 31,7 anos e das mães
!:H I1 Na amostrade 29,2. Há apenas um caso de consanguinidade entre os pais. I 

analisada, há 3 casos de acometimento de pares de irmãos, todos incluídos na 

amostra, sendo um dos pares gemeos dizigóticos.

Em relação as condições médicas associadas, há: alergias em 5 casos, 

incluindo alergias alimentares e dermatite atópica (9,4%), fenda palatina em um

i i
caso e doença do refluxo gastro-esofágico em um caso.

Em relação aos fatores de risco pré e pós-natais, tres pacientes 

apresentavam história de prematuridade (5,6%), em cinco casos, as mães 

apresentavam diagnóstico de doença psiquiátrica (9,4%) e apenas em tres 

casos havia histórico de intercorrencias na gestação (5,6%) (descolamento de 

placenta, Diabetes Mellitus tipo 1 e trombose).
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Em relação às condições neurológicas associadas, a epilepsia foi 

diagnosticada em 7 pacientes (13,2%), todos eles com crises convulsivas 

controladas, e todos com crises convulsivas tônico-clônicas generalizadas. Um 

paciente apresentou alteração no Eletroencefalograma (EEG) sem histórico 

nenhum sugestivo de crise convulsiva. Dos 53 pacientes, 41 (77,3%) 

realizaram EEG (Tabela 1).

TABELA 1: FREQUÊNCIA DE EEG NORMAIS E ALTERADOS EM PACIENTES COM E SEM 
EPILEPSIA.

EEG
n=41

NORMAL
n=36

ALTERADO
n=5

ALTERAÇAO

COM epilepsia (n=7) 3 4 AI* em área rolândica
SEM epilepsia (n=34) 33 1 AI* em área rolândica
Total 36 5
* AI: Atividade Irritativa 

FONTE: O autor (2016).
I  H l '11 

Dos 53 pacientes, 41 (7
tomografia ou ressonância de crân

I I 1 í i  Gin i 
2) e 39 (73,1%) realizaram avaliaçã

H h '  1 1  I ' l l  ’i l r  1  1 1 1  í
TABELA 2: FREQUENCIA DE EXAME
PACIENTES COM E SEM EPILEPSIA.

1 vir >  I 'iilir iilTsrt m Si III i
t M d  lilll h iI I iiI iIUIm iiI I I I íiI

1 9 H '  1  l i!('pTl 1- 'li JSäKllr  li |. II 1 II I
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7,3%) realizaram exam 

io com resultados descri

0 auditiva (BERA), todos

W  l u S  T  1 |B
' [ |  1 i lllll •lül

S DE IMAGEM NORMAIS

1 1 m ! '  I F t / J  i l i l | l iH  
lin H ; , i 1W

H i i i

es de imagem -

tos abaixo (Tabela
. ( normais.

u u K r ar n O S f e í
E ALTERADOS EM

50 P
Exames Imagem (n=41) NORMAL ALTERADO ALTERAÇAO
COM epilepsia (n=7) 6 1 Atraso Mielinização
SEM epilepsia (n=34) 32 34) 32 1 Atraso MielinizaÇão

1 Leucomalácia Periventricular
Total 38 

FONTE: O autor (2016).

33

s r—v  1 ui
Dos 53 pacientes, 71% (38) fazem uso de algum tipo de medicação

(tabela 3), seja em mono ou politerapia. As medicações da medicina alternativa 

incluem suplementos e fitoterápicos, em ambos os casos foram usados por 

conta dos pais.
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TABELA 3: USO DE MEDICAÇÕES E CLASSES MEDICAMENTOS MAIS UTILIZADAS.

MEDICAÇAO n (38) %

Monoterapia 23 60,5

Politerapia 15 39,5

Neurolépticos 33 86,8

DAE* 11 28,9

Melatonina 13,1

Metilfenidato 7,8

ISRS 5,2

Medicina alternativa 5,2

*
**

DAE: Drogas Antiepilépticas
ISRS: Inibidores Seletivos da Recaptação de Serotonina

FONTE: O autor (2016). i l
f t  i i

1 j íM íl}Em relação ao desenvolvimento, em 18 casos (33,9%) h
ç . . , . . . . . . .  .

e regressão

nos primeiros dois anos de vida, com predomínio de regressão de linguagem.
"Ir» ■r-

i i  1 1 m ii
I r

O nível de desenvolvimento de acordo com a classificação do
y

descrito na Tabela 4.
i i i m l i i  i m i n i  i u i i i i u  ,

I ::ll I ' M S I  
, _

TABELA 4: NIVEL DE COMPROMETIMENTO CONFORME A CLASSIFICAÇÃO DSM V.

DSM está

' I ntí mMíl ÜH/lür

NIVEL DE COMPROMETIMENTO

Nível 1 26 49,1

Nível 2 11 20,7

Nível 3 16 30,2

Comprometimento Linguagem 27 50,9

Comprometimento Intelectual 25 47,2

w m s i
FONTE: O autor (2016).

1 1-1 'III
Os níveis de comprometimento de 1 a 3 são baseados na necessidade 

de apoio para comunicação social e nos comportamentos repetitivos, sendo o 

nível 1 o mais leve, com necessidade de pouco apoio, o nível 2 

comprometimento moderado, com necessidade de apoio substancial, e o nível

5

3

2

2

%n
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3 o nível com maior comprometimento, com necessidade de apoio muito 

substancial, de acordo com DSM V.

O comprometimento de linguagem também foi avaliado conforme 

classificação do DSM V, considerado com comprometimento de linguagem os 

pacientes sem desenvolvimento de linguagem ou com discurso frasal, e sem 

comprometimento de linguagem os pacientes com fala com desenvolvimento 

de sentenças ou fluente. O comprometimento intelectual foi avaliado de forma 

subjetiva, pela impossibilidade de realização de testes formais, sendo esta uma 

variável de menor confiabilidade neste estudo.

Os resultados dos questionários obtiveram mediana de 25 para ATA 

(com linha de corte de 15 para diagnóstico de TEA) e média de 34,6 para
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

CARS. A CARS possui corte da seguinte forma: pontuação de 15 a 30 -  sem

TEA, 30 a 36 quadro leve-moderado e 36 a 60 quadro grave.

4.2 CARACTERÍSTICAS g e n e t ic a s  d a  a m o s t r a

GRUPO CONTROLE

1T

ar, h

COMPARADAS AO

' M J
m

a i" ' |

Foram realizadas genotipagens do 5-HTTLPR de 60 pacientes com TEA 
g 0 p

e 40 indivíduos controles, as frequências genotípicas e alélicas foram

calculadas e os resultados estão listados na Tabela 5. As populações de
Nui

pacientes e controles estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg na estrutura
T

trialélica e bialélica com os valores de P do equilíbrio calculados pelo teste deq p
Qui-Quadrado e dispostos na tabela 5, assim como os valores de P para a 
 op , p

diferença entre os dois grupos.

1 I i! I* : ■ I li'
ll I V

■ t lBs s â Ir

j iI

TABELA 5: FREQUÊNCIAS ALELICAS E GENOTÍPICAS DA ESTRUTURA TRIALÉLICA E
3TÏÏ1

BIALÉLICA DO 5-HTTLPR DA POPULAÇAO DE PACIENTES COM TEA E CONTROLES.

1

Genótipo

LaLa

SLa

LaLg

ESTRUTURA TRIALÉLICA DO 5-HTTLPR

Pacientes n (%) Controles n (%)

14 (23,33) 13 (25,49)

30 (50,00) 20 (39,22)

3 (5,00) 1 (1,96)
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SLg

SS

Total

X2 do Equilíbrio

X2 da Diferença

FREQUENCIA ALÉLICA

Alelos

La

S

Lg

Total

X2 da Diferença

1 (1,67)

12 (20,00) 

60 (100) 

p=0,9268 

p= 0,38

Pacientes (%) 

61 (51)

55 (46)

4 (3)
/ / /  y/s A

120 (100)

p= 0,3364

0 (0)

17 (33,33) 

51 (100) 

p=0,3184

Controles (%) 

47 (46)

54 (53)

1 (1)

102 (100)

Estrutura Bialélica do 5-HTTLPR
vi *

Genótipo 

LL 

SL 

SS 

Total 

X2

Pacientes n (%)

llRT/V 1 m
Controles n (%)

1 7 '

X da Diferença

111
31 (51,66)

111 ,'l l II®
1,ll! I I

12 (20,00)

60 (100) 

p=0,9513 1

I,1 'üa:
i i '15uL 1'Jj' w ' p= 0,2449

i í

. j a m f j i l l
14 (27,45)

, F i i20 (39,22) 

17 (33,33)

51 (100)
p= 0,3145

ni".
FREQUENCIA ALÉLICA 

Alelo

l l  hU ÉI

Pacientes
m ui,

L

S

Total

Frequência alélica (n)
' '

r \

Controles

Frequência alélica (n)

0,54 (65) 
*p^ííit^tííiw nllí

0,46 (55) 

1,00 (120)

0,47 (48)

0,53 (54) 

1,00 (102)

X da Diferença p= 0,2911

FONTE: O autor (2016).

Para o DRD4, foram realizadas a genotipagem de 58 pacientes com 
TEA e 40 do grupo controle. Foram encontrados neste estudo, alelos do gene
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que variam entre 2 e 8 repetições em relação ao VNTR considerado. 
Conforme a caracterização genotípica dos grupos, pacientes e controles, 
estimou-se nas duas populações, as frequências alélicas e genotípicas, 
constando que a população encontra-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg com 
P descrito na Tabela 6.

TABELA 6: FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO GENE DRD4 OBSERVADAS 
NOS GRUPOS AMOSTRA E CONTROLE.

FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS DRD4
Genótipo n de pacientes (%) n de Controles (%)
2-2 0 (0) 1 (2,5)
2-4 8 (13,8) 2 (5,0)
2-7 1 (1,72) 1 (2,5)
3-3 0 (0) 1 (2,5)
3-4 2 (3,45) 3 (7,5)
4-4 27 (46,55) 21 (52,5)
4-5 1 (1,72) 0 (0)
4-6 1 (1,72) 1 (2,5)
4-7 13 (22,42) 7 (17,5)
4-8 0 (0) 1 (2,5)
7-7 5 (8,62) 2 (5)
Total 58 (100) 40 (100)
X2
Equilíbrio

p=0,7744

i M m 1
P=0,2043

I  rW m W
FREQUÊNCIAS ALÉLICAS

Alelo Alelos pacientes
n(%)

Alelos controle Frequência Frequência

■ ■%■
população população mundial
observada

2 9 (7,7) 5 (6,3) 7,14% 8,8%

3 2 (1,7) 5 (6,3) 3,57% 2,4%
4 79(68) 56 (70) 68,88% 65,1%
5 1 (0,9) --- 0,51% 1,6%
6 1 (0,9) 1 (1,2) 1,02% 2,2%
7 24 (20,7) 12 (15) 18,37% 19,2%
8 --- 1 (1,2) 0,51% 0,6%
Total 116 (100) 80 (100)

H l r t l r —

FONTE: O autor (2016). l l i P i l l i l I J i '

s i a l s S U

J f p

i p M

A comparação das frequências genotípicas e alélicas do DRD4 entre os 

dois grupos foi realizada agrupando-se os genótipos como disposto na Tabela

7, com P calculado pelo teste Qui-Quadrado. Os valores não significativos nas 

comparações entre os gupos indicam que os genótipos se distribuem de forma 

semelhante entre estas populações.
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TABELA 7: FREQUENCIA GENOTIPICA DRD4 CONFORME FUNCIONALIDADE EM 
GRUPOS AMOSTRA E CONTROLE.

ALELOS

Não 7
Heterozigoto 7 repetições 
Homozigoto 7 repetições 
Total

POTÊNCIA INIBITÓRIA 
DO D4

Normal 
Menor 
Muito menor

S9 (67) 
14 (24) 
5 (9) 

58 (100)

Controle (%)

S0 (75)
8 (20)
2 (5)

40 (100)
X da Diferença 

FONTE: O autor (2016).

p= 0,6645
Mjpfrmmããpyy'S}

4.3 ANÁLISE DAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA AMOSTRA EM 

r e l a ç Ao  ÀS CARACTERÍSTICAS GENÉTICAS

Foram analisados nessa etapa 53 pacientes, excluídos os que não 

realizaram o devido seguimento ambulatorial para levantamento dos dados
l i f f l l ! E W

clínicos suficientes, comparando as características clínicas da amostra com a111 I
Li.Ui

I
sua genotipagem.

As frequências alélicas foram divididas conforme sua expressão gênica

e funcionalidade Tabelas 8 e 9).

GÊNICA.

EQU
M1 lu

TABELA 8: FREQUÊNCIA GENOTÍPICA SLC6A4 DE ACORDO COM A EXPRESSÃO
i  t i l

JL ’

LaLa Alta Alta Menos 11 20,7
SLa, LaLg Média Média Média S1 58,6
SS, SLg, LgLg Baixa Baixa Mais 11 20,7

FONTE: O autor (2016). í
t ^ l H »

TABELA 9: FREQUÊNCIA GENOTÍPICA DRD4 CONFORME FUNCIONALIDADE.

Não 7 Normal S6 67,9
Heterozigoto 7 repetições Menor 12 22,7
Homozigoto 7 repetições Muito menor 5 9,4

n (0

FONTE: O autor (2016).
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Os resultados da comparação dos genótipos com as características clínicas da 

amostra estão sumarizadas na Tabela 10.
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TABELA 10- RESULTADOS DA ANALISE DOS GENOTIPOS COM AS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA AMOSTRA.

Alta
n(%)
n=11

Média n(%) 
n=31

Baixa
n (%)
n=11

P Não 7 n(%) 
n=36

Heterozigoto 7
n(%)
n=12

Homozigoto 7
n(%)
n=5

P

Estereotipias 5 (45,5) 9 (29) 6 (54,5) 0,51 16 (44,4) 3 (25) 1 (20%) 0,36
Inflexibilidade 1 (9,1) 9 (29) 2 (18,2) 0,53 9 (25) 2 (16,7) 1 (20) 0,81
Ansiedade 5 (45,5) 8 (25,8) 2 (18,2) 0,60 11 (30,6) 3 (25) 1 (20) 0,9
Agitação Psicomotora 5 (45,5) 7 (22,6) 3 (27,3) 0,47 11 (30,6) 2 (16,7) 2 (40) 0,81
Agressividade 2 (18,2) 2 (6,5) 1 (9,1) 0,80 4 (11,1) 1 (8,3) 0 0,90
Regressão 3 (27,3) 10 (32,2) 5 (45,5) 0,63 11 (30,6) 4 (33,3) 3 (60) 0,43
Nível 1 6 (54,5) 15 (48,4) 5 (45,5) 0,39 15 (41,7) 9 (75) 2 (40) 0,31
Nível 2 0 8 (25,8) 3 (27,7) 0,39 8 (22,2) 2 (16,7) 1 (20) 0,31
Nível 3 5 (45,5) 8 (25,8) 3 (27,7) 0,39 13 (36,1) 1 (8,3) 2 (40) 0,31
Comprometimento de 5 (45,5) 14 (45,2) 5 (45,5) 0,99 18 (50) 3 (25) 3 (60) 0,25
Linguagem
Comprometimento Cognitivo 6 (54,5) 13 (41,2) 6 (54,5) 0,66 19 (52,8) 3 (25) 3 (60) 0,20
Epilepsia 2 (18,2) 4 (12,9) 2 (18,2) 0,86 3 (8,3) 2 (16,7) 3 (60) 0,01**

Foi realizada a aplicação do teste do Qui-Quadrado sobre a amostra, com P<0,05

FONTE: O autor (2016).
... 1
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Os pacientes homozigotos para polimorfismo de 7 repetições para o 

gene DRD4 apresentaram maior frequência de associação com epilepsia (p = 

0,01). Quando agrupados com os heterozigotos para 7 repetições observou-se 

nível de significância limítrofe (p = 0,09), com Odes Ratio (OR) para epilepsia 

de 3,5 (IC 95% = 0,95 a 13,08). Embora a amostra seja pequena, com apenas 

17 pacientes com pelo menos um alelo com 7 repetições, esse fato pode 

significar um fator de risco para epilepsia em pacientes com TEA. Porém, 

estudos com uma amostra maior são necessários para a confirmação deste 

dado.

Para os demais resultados, não houve diferença significativa entre os 

grupos com os diferentes polimorfirmos dos genes SLC6A4 e DRD4.
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5 DISCUSSÃO

No que se refere aos dados epidemiológicos, a mediana da idade do 

diagnóstico foi de 3 anos, variando de 1 a 12 anos, compatível com a média de 

idade de diagnóstico segundo levantamento Norte Americano, que é de 44 

meses. (CDC -  CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 2014). Porém, a ampla 

variabilidade de idade de diagnóstico reflete a dificuldade de acesso dos pais 

uma assistência de qualidade para o diagnóstico de TEA.

A distribuição dos pacientes em escola regular ou especial é compatível 

com a distribuição dos níveis de comprometimento, uma vez que frequentam 

escola especial (32%) os pacientes com maior grau de dificuldade (nível 3 - 

30,2%).

A frequência de realização de terapias é assombrosa. Para os padrões
VI!

internacionais, preconiza-se a realização de no mínimo 25 horas semanais de
' I ’ , ' t ífll

terapias específicas voltadas para o TEA. (MAGLIONE et al., 2012). Mesmo

sendo um serviço de referência, não houve possibilidade de acesso para

reflete a 

Único de

'
condições mínimas de assistência em 86% dos casos. Isso reflete a 

ç
precariedade de atendimento para pacientes com TEA pelo Sistema 

Saúde no Brasil. (PAULA et al., 2011).

Em relação as condições médicas associadas e aos fatores de risco pré 

e pós-natais, os números foram muito variados e como grupo não podem ser
II[flM l ’ nu"“ *

comparados nesta amostra.

A epilepsia foi diagnosticada em 7 pacientes (13,2%), corroborando a

literatura que descreve a média de prevalência de epilepsia em 12,5%, para

crianças de 2 a 17 anos, sendo de menos de 10% em menores de 10 anos e 
ç '

cumulativa de 26,5% em adolescentes de até 17 anos (VISCIDI et al, 2013).

A alteração eletroencefalográfica comum a todos os pacientes com EEG 

alterado foi a Atividade Irritativa rolândica.

Todos os pacientes que apresentavam epilepsia estavam com crises 

convulsivas controladas, e todos apresentavam histórico de crises convulsivas 

tônico-clônicas generalizadas.

Um paciente apresentou alteração no EEG sem histórico nenhum 

sugestivo de crise convulsiva.
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A relação entre epilepsia, descargas epileptiformes sem crises clínicas e 

comprometimento de linguagem e TEA ainda não é bem compreendida. A 

documentação de anormalidades no EEG varia na literatura 10,3 a 72,4% dos 

pacientes com TEA, e anormalidades subclínicas no EEG variam de 6,1 a 31%. 

Suspeita-se ainda que a dificuldade de socialização, comportamentos 

agressivos e o comprometimento de linguagem dos pacientes com TEA podem 

estar relacionados a irritabilidade cortical e anormalidades estruturais em redes 

neuronais que poderiam ser responsáveis pelas duas situações. (McANDREW; 

WEINSTOCK, 2010).

As alterações presentes nos exames de imagem (tomografia ou 

ressonância de crânio) demonstraram atraso de mielinização em dois casos e
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

leucomalácia periventricular em um caso. Essas alterações são inespecíficas, e 

não podem ser associadas isoladamente como fatores etiológicos. Os estudos 

que avaliam neuroimagem em TEA demonstram associação com alteração de
l  L y. |̂»l. I ■ _

desenvolvimento das vias moleculares e neuronais, que incluem a migração

neuronal, organização cortical, formação sináptica e de dendritos, mas são

a

estudos direcionados com técnicas de específicas. (VOINEAGU; YOO, 2007;
ijĵ í*  ̂ • |J \ I}

MALONEY; RIEGER; DAUGHERTY, 2013; GESCHWIND, 2011). Os exames
HIHlUi I í™ • i IKull i 'ranffll ii 1 i realizados nesta amostra foram exames de rotina. ' II

níveis de gravidade da
| 11 ifj | Rj I n HWMiMii | ^ rrii'iiv r  I

As escalas aplicadas foram compatíveis com osp p _

amostra. A CARS com média de 34,6 (quadro leve-moderado) e ATA com 

mediana de 22,9, confirmando diagnóstico de TEA.

Os resultados dos estudos de associação da estrutura bialélica da
y

região 5-HTTLPR com o TEA são controversos. Alguns estudos trazem a g g
associação do alelo L com o autismo (DEVLIN et al., 2005; KLAUK et al., 1997;ç ( , ; , ;

TORDJAMAN et al., 2001; YRMIYA et al., 2001), outros estudos trazem a, ; , h

associação do alelo S com o autismo. (CONROY et al., 2004; COOK, 1997;

KIM et al., 2002).

Na avaliação genética, a frequência de genótipos observados da 

estrutura trialélica do gene SLC6A4 na população de pacientes foram 

comparados com o Grupo Controle não apresentando diferença 

estatisticamente significativa o que corrobora a distribuição igual ao da 

população sem TEA, não identificando associação entre algum alelo do 

SLC6A4 com o autismo. (LONGO et al., 2009).
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Um dos fatos que torna esses resultados contraditórios é o 

desconhecimento anterior da forma funcional trialélica do gene SLC6A4, o que 

contribuiu certamente para essas divergências. Recentemente foi publicado o 

primeiro estudo brasileiro envolvendo a estrutura trialélica do polimorfismo da 

região 5-HTTLPR relacionado com o TEA, no qual foi descrita a associação do 

genótipo Longo com a variante "A” em homozigoze (LaLa) e a instabilidade do 

humor nos pacientes com TEA. (LONGO et al., 2009). Este estudo também não 

demostrou a associação de algum dos alelos em maior frequência nos casos 

de TEA. Deste modo, infere-se que o polimorfismo da região promotora do 

gene recaptador da serotonina, não está influenciando no TEA como um todo e 

sim em alguns sintomas que estão presentes no distúrbio, corroborando a
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

proposta de herança multifatorial.

Os achados da pesquisa de LONGO (2009) demonstram significância 

entre o genótipo LaLa e a instabilidade de humor. Neste estudo, a instabilidade

de humor não foi avaliada individualmente como sintoma pela difícil
1 1  i 1  y- '!*i 1il l nUsUi]:!caracterização deste sintoma pouco objetivo nesta amostra. ç p j

Outro fato que pode estar colaborando na falta de associação de 

sintomas aos genótipos se deve ao tamanho amostra l que influencia nos testes
li1 Itf' 'II iPm '!estatísticos diminuindo o poder destes. ! li 1

| | [fj n M  • I Ipw.i' ^ 1'Hv r' | If l ln llr  i
Estudos mais aprofundados e com número amostral maior, devem ser 

p ,
realizados para confirmar ou refutar os resultados encontrados. Alem disso,

li « i i H  é l i r . l l l  l 'Iln ; i l  , [ j r j  JR:\ ; ! l ! l l l l  ! I.IU
pesquisas da neurofisiologia do desenvolvimento cerebral e o papel da 

serotonina nos processos de formação deste devem atentar para o fato que a

t ■ ■ f , - ■ , ■, H . ^ ^serotonina exerce influência em outros sistemas de neurotransmissores.

Na tecnica de digestão en 3.HIl'ilíilMy " j " li ir . iH i1____________ ...^____  _. zimática aplicada para determinar o genótipo

trialélico de pacientes e controles foi observado que em alguns indivíduos a p q g
enzima não cortava completamente em um dos sítios de restrição, de acordo 

com o manual da enzima, se esse sítio estiver metilado a enzima Mpsl não é 

capaz de cortá-lo. Esse fato abre a discussão para que estudos posteriores 

analise-se o padrão de metilação da região promotora do gene em questão, 

pois, se for comprovado que o padrão de metilação altera a expressão do 

gene, pode ser que muitos indivíduos com genótipos que possuem o alelo La 

não estejam de fato expressando o 5-HTT no nível mencionado por HU et al. 

(2006), portanto, estudos epigenéticos serão fundamentais para elucidar
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mecanismos moleculares do SLC6A4 assim como a influência que vários 

outros genes pode estar exercendo para o evento molecular da expressão' 

desta proteína.

Do mesmo modo, a distribuição relativamente semelhante dos alelos 

nos grupos de pacientes e controles para o DRD4 era esperada neste trabalho, 

uma vez que a literatura propõe que haja relação do alelo de 7 repetições do 

DRD4 com alguns sintomas específicos do TEA (GADOW et al., 2010) ou com 

comorbidades associadas (SZEKELY et al., 2010; AVALE et al., 2004). 

Entretanto, nesta amostra, não houve diferença significativa mesmo para 

sintomas específicos (estereotipias, ansiedade, agitação psicomotora, 

inflexibilidade ou agressividade). Esse fato pode estar relacionado à dificuldade 

de avaliação desses sintomas, pois a análise é subjetiva, e esses dados não 

foram quantificados de forma objetiva por questionários específicos para

pesquisa de comorbidades, e em parte também pela dificuldade de análise pela

heterogeneidade da amostra em relação ao grau de comprometimento e à
I II u)

baixa idade da amostra (mediana 7 anos). Outro fator fundamental que dificulta( ) q
' ’ 1 ’ com pelo menos uma análise é o tamanho amostral pequeno de pacientes

alelo com 7 rep <n=17). I; ! nbffí
; !

q.i'

Porém, chama atenção o risco possível de maior

memepilepsia em pacientes com TEA em pacientes com pelo

7 repetições. A associação entre TEA e

associação de

os
‘UI
um alelo com

M E!
epilepsia pode ser explicada como

ambas resultantes de alteração de conexões corticais e subcorticais em largaç g
escala. Além disso, mecanismos moleculares e celulares também estão

mn

envolvidos, aumentando a epileptogênese e influenciando nas alterações

comportamentais, de socialização e linguagem. Esses fatores podem ser p , ç g g p

influenciados diretamente por genes associados ao processo dep g p
desenvolvimento cerebral precoce e à liberação de neurotransmissores, 

influenciando no balanço inibitório-excitatório neuronal. (TUCHMAN; MOSHÉ;

IIU!

RAPIN, 2009).

Os receptores de dopamina D4 pertencem ao grupo de receptores da 

família D2, e são encontrados nos neurônios pós-sinapticos com função 

inibitória da atividade dopaminérgica, pela atuação sobre a proteína G. A 

atividade dos receptores que compõem este grupo, D2, D3 e D4, possui 

mecanismo semelhante, diferindo-se pela localização e afinidade à dopamina
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(CHANG et al., 1996). A menor sensibilidade à dopamina do receptor D4, 

quando na presença do alelo 7R, possivelmente exerce influência sobre este 

mecanismo, diminuindo a capacidade de auto-regulação do sistema 

dopaminérgico (WANG et al., 2004).

Tradicionalmente, a ocorrência de epilepsia pode ser explicada pelo 

desequilíbrio entre neurotransmissores excitatórios (glutamato) e inibitórios 

(GABA). Entretanto, diversos outros sistemas de neurotransmissores estão 

envolvidos na epileptogênese, incluindo a dopamina e a serotonina. Diferentes 

tipos de receptores estão localizados nas terminações sinápticas GABAérgicas 

e glutamatérgicas de regiões neocorticais e hipocampais. O uso de ligantes 

específicos para diferentes subclasses de receptores de dopamina podem agir 

como pró-convulsivantes e anti-convulsivantes, e estudos animais demonstram 

que receptores com ação D2-like possuem efeito regulador de crises, como é o 

caso do D4 (THIPATHI; BOZZI, 2015; RUBINSTEIN et al., 2001). Deste modo,
no polimorfismo do DRD4 com 7 repetições, torna o receptor D4 menos 

funcional, diminuindo sua ação inibitória, podendo assim estar relacionado à
1 Imaior associação de epilepsia e pacientes com TEA e alelos com 7 repetições.

Porém, faz-se necessário uma amostra maior para confirmar este achado.
'IIIB

A análiselise proposta por Oliveira (1999) demonstra que, na deficiência de
. n o  , • , a a ■ f  h • ,•receptores D2, por exemplo, ocorre acumulo de dopamina na fenda sináptica, o

l i  I *que gera, por mecanismo de feed-back negativo, uma redução ou até 
ii « iill filii’i I' n 'IIR ri i i i  ''I'li'M l1 iii irmw! ii.l'l

interrupção da formação e liberação de dopamina. Este quadro, por

mecanismos ainda não esclarecidos, resulta na ativação de neuronios
’ yí

noradrenérgicos no locus cérulus e consequente liberação de noradrenalina. 

Tais constatações, além de
.

.reforçarem a ideia de atuação da
MUIfflllK IH I  . .

dopamina em

conjunto com os demais sistemas de neurotransmissores, remetem à 

possibilidade de processo análogo estar ocorrendo em indivíduos em que os 

receptores de dopamina D4 revelam-se menos sensíveis à atuação da 

dopamina (OLIVEIRA, 1999).

Assim como sugere Ptácek (2011), a limitação de estudos que buscam 

relacionar polimorfismos do gene DRD4 a quaisquer sintomas está na falta de 

conexões com outros genes, a começar daqueles que fazem parte do próprio 

sistema dopaminérgico. O autor cita em seu trabalho pesquisas que sugerem 

que determinadas variantes do gene DRD4 em ação conjunta à variantes do
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gene DAT1, ambos pertencentes ao sistema dopaminérgico, possam estar 

relacionadas às controvérsias farmacogenéticas por exemplo. (PTACEK et al., 

2011).

Considerando o exposto e os resultados obtidos neste estudo, 

evidencia-se a necessidade de pesquisas que explorem diferentes genes e 

polimorfismos que possam, juntos, estar atuando sobre determinados 

comportamentos de doenças como o TEA.

Sugere-se, para estudos posteriores, a ampliação da amostra e a 

análise conjunta de diferentes polimorfismos em genes de ação complementar 

sobre o sistema nervoso. Ressaltando-se ainda a relevância de uma amostra 

bem caracterizada no que diz respeito à sintomatologia, como a utilizada neste
I I I  /'" ‘A a t  r o S r ' A

estudo, evidenciando-se cada particularidade, porém de forma mais 

quantitativa, somada às demais e às características genéticas, possam 

justificar comportamentos de difícil compreensão e auxiliar no aprimoramento

de medicamentos empregados na busca do bem-estar dos indivíduosi o

acometidos pelos mesmos.
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e CONCLUSOES

1. As características clínicas dos pacientes foram compatíveis com as 

características de grupos dos demais estudos da literatura, entre elas 

a média de idade de diagnóstico, grau de comprometimento e 

presença de comorbidades como a epilepsia. A presença de 

condições médicas ou gestacionais associadas não foi significativa. 

O que chama atenção na amostra é a precariedade de acesso às 

terapias, com uma carca horária muito inferior ao adequado 

conforme os padrões internacionais.

2. Neste estudo, a frequência genotípica e alélica dos polimorfismos 

dos genes SLC6A4 e DRD4 em pacientes com TEA foi igual ao do

grupo controle.
ví i ar, h

11 rXJbéá̂nXv rifr t rtvCV \M\ r

3. Como grupo, os polimorfismos estudados não fora
'! ( iB

g
mais frequentes em pacientes com TEA, não

associados à uma maior suceptibilidade ao transtorno em si.

significativamente 

podendo portanto ser

4. Do ponto
a li ! il <

TEA, o polimorfismo do 

SLC6A4 não se mostrou determinante em 

características clínicas e o polimorfismo do

de vista clínico, em pacientes com . „ . ,  _ 
- , ,  ■ '

11 tf

nenhuma de suas
. _

gene DRD4 com a

presença de alelos homozigotos para 7 repetições, que torna o

menos funcional, direceptor D4 de dopamina menos funcional, diminuindo seu poder p p , p
' ' ' 1 frequência deinibitório, neste estudo foi associado a uma maior

epilepsia em pacientes com TEA.
ii>
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