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Resumo

O Thr92Ala é um polimorfismo da D2, enzima cuja principal funcdo é converter
T4 em T3, forma biologicamente ativa do hormonio tireoidiano. Esse
polimorfismo tem sido relacionado a transtornos como Esquizofrenia,
Depressédo e Alzheimer, e foi demonstrado que em individuos homozigotos
para o polimorfismo existe uma alteracdo no padrdo de expressao de genes
ligados aos processos neurodegenerativos e estresse oxidativo no Sistema
Nervoso Central (SNC). Estudos com individuos com Transtorno do Espectro
Autista (TEA) tém demonstrado que esses pacientes apresentam maior
estresse oxidativo celular. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar se
pacientes com TEA que apresentavam o polimorfismo teriam piores resultados
nas avaliacbes cognitivas e comportamentais quando comparados aos
pacientes que nao apresentavam o polimorfismo. Foram avaliados 132
pacientes com TEA atendidos em unidade de referéncia e foram avaliados os
resultados obtidos no Autism Behavior Checklist (ABC), Escala Vineland de
Comportamento adaptativo, testes de QI e em duas avaliacbes de Autism
Treatment Evaluation Checklist (ATEC). Foi possivel observar que os pacientes
que expressavam o alelo polimérfico em homozigose tiveram melhor
desempenho que o0s pacientes com genoétipo selvagem nos seguintes
parametros: Comunica¢do, Comunicacdo Receptiva, Atividades de vida diaria e
Autocuidado, e pacientes com genétipo selvagem e com piores resultados no
ABC obtiveram melhora significativa nas habilidades de socializagcdo avaliadas
pela ATEC apés a intervencao. Portanto, a presenca do polimorfismo melhora
o desempenho adaptativo dos individuos, mas parece prejudicar a resposta do
paciente a terapia proposta. Mais estudos sdo necessarios para aumentar a
compreensao acerca do papel dessa enzima e os mecanismos pelos quais o
polimorfismo altera o funcionamento do SNC, tanto para individuos de
desenvolvimento tipico quanto para aqueles com algum distarbio do

desenvolvimento.

Palavras-chave: Polimorfismo Thr92Ala D2, TEA, comportamento adaptativo



Abstract

Thr92Ala D2 it's the polymorphism of a thyroid hormone enzyme responsible to
convert T4 in its active form, T3. This polymorphism has been related to
Schizophrenia, Depression and Alzheimer’s disease, and its been shown that in
the presence of both polymorphic alleles there’s a difference in the expression
of genes relates to neurodegenerative process and oxidative stress in Central
Nervous System (CNS). Studies with Autism Spectrum Disorder (ASD) patients
has demonstrated that in this group, cells are more likely to present oxidative
stress condition. The aim of this study was to evaluate whether ASD patients
expressing Thr92Ala-D2 polymorphism would have poorer results at cognitive
and behavioral tests when compared with patients without the polymorphism.
Were assessed 132 ASD patients and the results of Autism Behavior Checklist
(ABC), Vineland Scale of Adaptative Behavior, 1Q and Autism Treatment
Evaluation Checklist (ATEC). The analyses showed that patients expressing the
polymorphism had better performances in Communication, Receptive
Communication, Daily Living and Selfcare, although patients with wild
genotyping and more critical ABC results had significative improvement of their
social skills after interventions. Therefore, the existence of polymorphism
improves adaptative performance in ASD patients, however the polymorphism
seems to impair patient's response to therapies. More researches are
necessary in order to improve the comprehension of enzyme’s role and

mechanisms underlying polymorphism’s CNS fingerprint.

Key words: Thr92Ala-D2 polymorphism, ASD, adaptive behavior
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1. Introducao

1.1 Hormonios tireoidianos

A tireoide € uma glandula cuja atividade € regulada pela tireotrofina
(TSH), horménio produzido e secretado pela adeno-hipdéfise que, por sua vez, é
regulado pelo hormoénio liberador de tireotrofina (TRH), produzido no
hipotalamo. Sob acdo do TSH a tireoide produz e libera dois hormdnios:
3,5,3',5’-tetraiodotironina (tiroxina, T4) e 3,5,3’-triiodotironina (T3) (Figura 1). Os
hormoénios tireoidianos (HT) tém papel fundamental na regulacdo de uma
miriade de processos fisiolégicos. Sdo essenciais tanto na fase embrionaria,
induzindo e atenuando a diferenciacdo celular, como apés o nascimento. No
Sistema Nervoso Central (SNC) apresentam acdo importante regulando
proliferacéo, diferenciacdo e migracdo neuronal, além da formacao de sinapses
e 0 processo de mielinizacdo dos neurdnios (para revisdo ver CHAKER et al.,
2017).

TRH

Pituitary gland

TSH T4/T3

N—Thyroid gland —J

Figura 1 - Eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide (BRENT, 2012)

Cerca de 80% da producao tireoidiana corresponde ao T4, porém a
forma biologicamente ativa do horménio é o T3. O T4 é considerado um pré-
horménio e o T3 é capaz de se ligar a receptores nucleares (TR) regulando a
transcricdo génica (para revisao ver BRENT, 2012). Sabe-se, entretanto, que
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em concentracdes elevadas pode ocorrer a ligagdo de T4 ao sitio do TR (para
revisdo ver GALTON, 2017). O processo de conversdo de T4 em T3 €

chamado de desiodacéo (para revisdo ver DRIGO et al., 2013).

Inimeros genes tém sua transcricdo regulada pelo HT. O T3 promove a
transcricdo génica ao se ligar ao sitio ativo do receptor, 0 TR, que se encontra
nas regides reguladoras dos genes. (Figura 2). O TR funciona como um fator
de transcricdo dependente de T3 de modo que quando o T3 se desliga do TR,
a transcricdo € interrompida (CHENG; LEONARD; DAVIS, 2010; BRENT,
2012).

Y

Tp.
Thyroid hormone
transporterll l i‘,l
X )
Cytoplasm 03( 101;02

@ 00—
/’ e —

Nucleus

l“h“

Figura 2 - Transcricdo génica mediada por T3. RXR: retinoid x receptor; TRE: thyroid hormone
response element (BRENT, 2012)
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1.2 Desiodases

7

Como o T3 é a forma biologicamente ativa, mas o T4 é a forma
predominante sintetizada pela tiroide, a desiodagcédo é importante para ativar o
T4 a T3. Essa homeostase do hormdnio tireoidiano é catalisada por enzimas
chamadas de iodotironina desiodases tipo 1, tipo 2 e tipo 3 (D1, D2 e D3), cada
uma atuando preferencialmente em determinado 6rgéo ou sistema (BIANCO et
al., 2002).

Além de ativar, a desiodacdo também promove a inativagcdo do hormonio
ao converter T3 em T2 (3,3-diiodotironina) e T4 em T3 reverso (3,3’,5'-
triiodotironina, T3-r) (Figura 3). Tanto a forma T2 quanto a forma T3-r séo
formas inativas e os respectivos processos de inativacdo sdo importantes para
regular os niveis hormonais no organismo (CHOPRA, 1976; BIANCO et al.,
2002).

As concentracdes plasmaticas de T3 e T4 sdo constantes e os tecidos
estdo expostos as mesmas condi¢des. Assim, € a disponibilidade e a atividade
intracelular das desiodases, especialmente D2 e D3, que regulam a
concentracdo de T3 nos tecidos. As atividades de D2 e D3 no interior da célula
se ajustam as necessidades do tecido garantindo concentracfes de T3
adequadas a atividade metabdlica. Quanto maior a concentracdo de T3
intracelular, maior a formagdo do complexo nuclear TR-T3 e mais intensa é a

regulacéo da transcricdo génica (BIANCO et al., 2002).

HO 0 S=CH-CH—COOH

1 1 NH,

D2, 01/ \ D3, D1
O

1 1 1
HO o~ = CH=CH=COOH HO ¢ CH;=CH=COOH

" NH v NH,

D3,D1 \ / D2,D1

I 1

I

HO O CH;~CH-COOH

Figura 3 - Desioda¢cédo mediada pelos diferentes tipos de desiodases e seus respectivos
produtos (SPEK; FLIERS; BOELEN, 2017)

NH
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A D1 foi a primeira das desiodases a ser clonada e est4 presente, nos
seres humanos, principalmente no figado, rim, tireoide e hipofise e ndo esta
presente no SNC (BIANCO et al., 2002). Ela é responsavel por converter T4
em T3 e T3 e T2. Seu papel na homeostase do HT ainda nao é claro, mas
parece ser importante na manutencao da concentracao de iodo (SCHNEIDER
et al., 2006). Estudo com ratos submetidos a knock-out do gene Diol (D1KO)
ndo mostrou alteracdes importantes no bem-estar geral, crescimento e
reproducdo desses animais, entretanto, oS animais apresentavam menores
concentracdes de iodo inorganico quando comparados aos animais selvagens
(SCHNEIDER et al., 2006).

A D3 é a principal enzima de inativacdo hormonal, responséavel por
converter T4 em rT3 e T3 em T2. A presenca da D3 € marcante em tecidos em
desenvolvimento e tende a diminuir na medida em que esses tecidos
amadurecem. Estudos de distribuicdo da D3 em ratos apontaram para a
presenca da enzima no SNC, pele e placenta. Nos seres humanos também foi
observada a presenca de D3 no figado de fetos no inicio da vida embrionaria.
(BIANCO et al.,, 2002; BATES; GERMAIN; GALTON, 1999; RICHARD et al.,
1998; BIANCO; CONCEICAO, 2018).

Ja a D2 estd mais presente na tireoide, nos musculos esquelético e
cardiaco, tecido adiposo, SNC e hipofise. E capaz de converter T4 em T3 e de
converter rT3 em T2. Tem papel tanto na producao de T3 local quanto de T3
circulante (BIANCO et al., 2002).

A D2 é responsavel pela maior parte de T3 circulante e tem sua
atividade influenciada pelo sistema ubiquitina-proteossoma. A proteina
ubiquitina se liga a enzima, inativando-a, e entdo a enzima ubiquitinada é

degradada nos proteossomas. (BIANCO et al., 2002).

O gene Dio2 esta localizado no braco longo do cromossomo 14, na
posicdo 14924 (ARAKI et al., 1999). Schneider e colaboradores conduziram
experimento com ratos knock-out do gene Dio2 e demonstraram completa
perda da atividade enzimética, porém sem surgimento de fenétipo importante
que os diferenciasse dos animais selvagens. Foi observado aumento nas

concentracbes plasmaticas de T4 e TSH dos animais D2KO, sugerindo a
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importancia enzimatica no processo de feedback e regulacdo do eixo hipofise-
tireoide (SCHNEIDER et al., 2001).

Em outro estudo, a inativagdo local do Dio2 em astrocitos demonstrou a
importancia da D2 na sinalizacao cerebral, alterando o padrao de expressao de
diversos genes, em comparacdo com os animais selvagens. A implicacdo dos
genes impactados em processos ligados a humor e comportamento sugerem a
relacédo da sinalizagcdo da D2 com transtornos ansiosos e depressivos (BOCCO
et al., 2016).

Posteriormente, pesquisadores testaram a inativacdo local precoce do
gene Dio2 em células do muasculo esquelético, ja que a miogénese é
positivamente regulada pelo HT. Entretanto, os resultados mostraram que o
fendtipo muscular dos animais experimentais ndo era notadamente diferente
dos controles, sugerindo a existéncia de mecanismos de compensagcao que
garantissem concentracdo adequada de T3 nas células (IGNACIO, et al.,
2017).

Em 2002 foi descrita pela primeira vez a ocorréncia de um polimorfismo
no gene Dio2, o polimorfismo Thr92Ala. Os pesquisadores identificaram uma
correlacdo positiva entre este polimorfismo e a resisténcia a insulina em
pacientes diabéticos (MENTUCCIA et al., 2002). Assim como os estudos com
inativacao global ou local de um gene, os estudos de variacbes genéticas e
suas implicacdes na atividade da proteina e funcionamento da célula, também

podem auxiliar na compreensao do papel da D2 (MENTUCCIA et al., 2002).
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1.3 Polimorfismo Thr92Ala-D2

Polimorfismos genéticos sao alteracfes na sequéncia de um gene que
se apresentam na populacdo em frequéncia superior a 1% e que, em sua
maioria, ndo determinam alteracfes estruturais ou funcionais nas proteinas
(BALASUBRAMANIAN et al., 2004). Entretanto, alguns polimorfismos podem
ser implicados na patogénese, susceptibilidade ou severidade de doencas,
bem como na resposta do paciente aos tratamentos propostos
(BALASUBRAMANIAN et al., 2004).

Os polimorfismos podem ser causados pela delecdo ou inser¢céo de um
ou mais nucleotideos na sequéncia génica, pela alteracdo no numero de
repeticbes de uma sequéncia de bases ou pela substituicdo de um Unico par de
bases na cadeia de nucleotideos, sdo os Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) (BALASUBRAMANIAN et al., 2004).

A regido codificadora do gene Dio2 € formada por dois éxons separados
entre si por cerca de 7.4 kb (CELI et al., 1998). Dois SNPs, localizados um em
cada éxon, tém sido os principais polimorfismos alvos de estudos para
compreensao do papel da D2: o Thr92Ala (rs225014) e o ORFa-Gly3Asp
(rs12885300) (MEDICI et al., 2015).

O SNP ORFa-Gly3Asp é resultado da troca de uma Glicina (Gly) por um
Aspartato (Asp) no terceiro codon e foi descrito primeiramente em 2005. Na
ocasido, foi associado ao aumento da relacdo T3/T4, sugerindo aumento da
atividade catalitica da enzima, entretanto, um estudo posterior ndo obteve o
mesmo resultado (PEETERS et al., 2005; JONG et al., 2007). Assim, ainda n&o

é clara a relevancia fisiologica deste polimorfismo.

Ja& o polimorfismo Thr92Ala é um SNP causado pela troca de uma
adenina (A) por uma guanina (G), na posicao 274 das bases nitrogenadas,
alterando a sequéncia génica de ACA para GCA (Figura 4). No momento da
transcricdo, o codon 92 é alterado de TGT para CGT, o que leva a insercédo do
aminoacido alanina (Ala) onde deveria haver uma treonina (Thr) na sequéncia
de aminoacidos da proteina (MENTUCCIA et al., 2002).
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Figura 4 - Polimorfismo Thr92Ala Dio2. A: PCR-SSCP. B: Sequenciamento de DNA Dydeoxy.
C: PCR-RFLP com Bsg-I. 1, Thr92 homozigoto; 2, heterozigoto; 3, Ala92 homozigoto
(MENTUCCIA et al., 2002)

O polimorfismo Thr92Ala-D2 pode se apresentar nos individuos como
homozigoto selvagem (TT), ou seja, auséncia do alelo polimérfico, heterozigoto
polimérfico (TA), apenas um alelo polimorfico, ou homozigoto polimoérfico (AA),
com os dois alelos polimorficos. A prevaléncia do polimorfismo varia entre 12%
a 36% da populacdo (DORA et al., 2010).

A principio, ndo houve grande interesse pelos possiveis efeitos do
polimorfismo Thr92Ala, pois ficou demonstrado que apesar de aumentar o
tempo de meia vida da enzima essa variagdo ndo provocava alteracdes na
atividade catalitica da D2 e os tecidos permaneciam eutireoideos (PEETERS et
al., 2003).

Entretanto, novos estudos comecaram a ser publicados mostrando
correlagdes positivas entre a presenca de variantes genéticas no gene Dio2 e
alteracdes no funcionamento do SNC. Guo e colaboradores descreveram a
existéncia de correlacao positiva entre deficiéncia intelectual e a presenca de
polimorfismos da D2 em uma populacédo vivendo em area com deficiéncia de
iodo na China (GUO et al., 2004). Posteriormente, em 2014, Taylor e
colaboradores, em um estudo com criancas entre 7 e 8 anos, mostraram

correlagao positiva entre a presencga do polimorfismo e menores valores de QI.

Além disso, na China, He e colaboradores demonstraram correlacéao
positiva entre a presenca dos dois polimorfismos, Thr92Ala e ORFa-Gly3Asp, e
o Transtorno Bipolar. A frequéncia dos alelos polimérficos AA foi

significativamente maior nos pacientes quando comparados com individuos
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saudaveis (HE et al., 2009). E um estudo com 290 pacientes que sofriam de
esquizofrenia demonstrou que a presenca do alelo Thr92Ala era
significativamente maior nesses pacientes do que nos 198 individuos

saudaveis que compunham o grupo controle (COLAK et al., 2013).

Por outro lado, em 2015, um estudo comparando a presenca do
polimorfismo Thr92Ala-D2 em pacientes com depresséo e individuos saudaveis
demonstrou que o alelo 92Ala era mais frequente nos participantes saudaveis
(grupo controle), sugerindo que essa variante genética poderia servir como um
marcador de menor risco para o desenvolvimento da depressao (GALECKA et
al., 2015). E em 2017 um estudo mostrou a auséncia da relacdo entre a
presenca do polimorfismo e o desempenho cognitivo em individuos tipicos
(WOUTERS et al., 2017).

Em 2015, McAninch e colaboradores, em estudo post-mortem com
cérebros de individuos com e sem o polimorfismo Thr92Ala-D2 mostraram
modificacdes importantes no transcriptoma celular entre os dois grupos
(MCANINCH et al.,, 2015). Os pesquisadores constataram que células que
expressam o alelo polimérfico em homozigose apresentam alteracéo no padréo
de expressdao de 81 genes gerando um quadro de aumento do estresse
oxidativo celular, uma vez que se observa aumento da expressdo de genes
envolvidos em processos inflamatérios e a apoptose, e diminuicdo da
expressdo de genes da via de sinalizacdo do receptor do fator de crescimento
endotelial (EGFR) (MCANINCH et al., 2015).

Além disso, McAninch et al. (2015) observaram em modelo celular
alteracdo estrutural do Complexo de Golgi e deposicdo anormal da enzima
polimérfica nas membranas desse aparato, 0 que pode ser apontado como
causa do aumento do tempo de meia vida observado na enzima polimoérfica,
uma vez que o acesso dos proteossomas a enzima fica dificultado. Também
foram observadas in vitro alteracbes na expressao de genes relacionados ao
Complexo de Golgi e, apés 24 horas de tratamento com antioxidante, a
expressao desses genes foi normalizada, mostrando, mais uma vez, a relacéo
entre o polimorfismo e o aumento do estresse oxidativo da célula. (MCANINCH
et al., 2015).
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Em uma populagdo com Sindrome de Down (SD), a presenca do
polimorfismo foi positivamente correlacionada com a piora no comportamento
adaptativo dos individuos. Pacientes com SD e homozigotos para o
polimorfismo apresentaram resultados significativamente inferiores tanto na
avaliacdo global do comportamento adaptativo, quanto nas avaliagbes de
socializacdo, atividades domeésticas, relacdes interpessoais e brincar e lazer
(BATISTUZZO, 2017). A autora sugere que a reducao da expressao de genes
envolvidos na via de sinalizagdo do EGFR, como descrito por McAninch e
colaboradores (2015), poderia prejudicar ainda mais o funcionamento cognitivo

desses pacientes, explicando as diferencas observadas (BATISTUZZO, 2017).

A via de sinalizacdo do EGFR esta envolvida em mecanismos
compensadores de estresse oxidativo, promovendo a ativacdo de proteina
quinase responsavel pelo aumento da taxa de sobrevivéncia celular (WANG et
al., 2000). Além disso, o EGF é importante durante o desenvolvimento neural,
pois alteracdes na via de sinalizacdo desse fator prejudicam o desenvolvimento
cognitivo dos animais (FUTAMURA et al., 2003). Em humanos, o aumento
plasmatico da concentracdo de EGF foi relacionado com piora no desempenho
cognitivo em pacientes com Alzheimer (MARKSTEINER et al., 2011) e
Parkinson (PELLECCHIA et al., 2012).

Em outro estudo, McAninch e colaboradores (2018) compararam a
prevaléncia do polimorfismo em grupos étnicos diferentes e demonstraram que
a presenca do polimorfismo era maior entre afro-americanos (43,9%) quando
comparados com europeus-americanos (36,5%). Além disso, os pesquisadores
demonstraram que para a populacdo de afro-americanos a presenca do
polimorfismo estava associada a um aumento de 1,3 vezes no
desenvolvimento de Alzheimer, entretanto essa relacdo nao foi observada para
o outro grupo. (MCANINCH et al., 2018).

Por outro lado, um estudo feito com individuos com Transtorno do
Espectro Autista (TEA) mostrou que a presenca do polimorfismo Thr92Ala-D2
melhorou o0s scores obtidos pelos pacientes na Escala Vineland de
Comportamento Adaptativo (GOMEZ, 2017). Individuos com TEA com o

polimorfismo apresentaram melhores resultados na avaliagdo global do
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comportamento adaptativo e nas avaliagdes de comunicacéo, atividade de vida
diaria, relacdes interpessoais e brincar e lazer. O autor destacou o efeito dose
dependente observado nos resultados e apontou prejuizos no mecanismo de
ubiquitinacdo da enzima D2 polimoérfica e alteragbes nas vias das neuregulinas
(MCANINCH et al., 2015) como fatores que poderiam auxiliar na compreensao
dos resultados observados. (GOMEZ, 2017).
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1.4 Transtorno do Espectro Autista

O TEA é um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por
déficits na comunicacgéo e interacdo social e pela presenca de padrdes restritos
e repetitivos de comportamento que nao sejam explicados por outra condicdo
ou deficiéncia. Os sintomas podem apresentar graus diferentes de gravidade
em cada paciente, entretanto, para o diagndstico é preciso que seja observado
prejuizo clinicamente significativo em algum aspecto do funcionamento do
individuo nas atividades diarias (APA, 2014).

Os critérios diagnosticos incluem déficits na reciprocidade emocional e
nos comportamentos comunicativos nédo verbais utilizados para a interacao
social, déficits para manter e compreender relacionamentos, além da exigéncia
da presenca de pelo menos duas de quatro caracteristicas: movimentos
motores, uso de objetos ou fala estereotipados e repetitivos; insisténcia,
inflexibilidade na adeséo a rotinas ou padrdes ritualizados de comportamento
verbal ou ndo verbal; foco ou intensidade anormais em interesses fixos e
altamente restritos; hiper ou hiporreatividade a estimulos sensoriais ou

interesse incomum por aspectos sensoriais do ambiente (APA, 2014).

O primeiro estudo epidemiolégico, em 1966, apontava para uma
prevaléncia de 4,5 autistas para cada 10000 criancas entre 8 e 10 anos de
idade (LOTTER, 1966). Mais recentemente, Fombonne et al. (2016)
encontraram, no México, uma taxa de prevaléncia de 0,87% de TEA, e o ultimo
estudo epidemioldgico do Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (CDC)
dos EUA apresentou uma taxa de 1,68% de TEA entre criangas com 8 anos de
idade (BAIO et al., 2018).

Entretanto, Fombonne (2018) questiona os dados que apontam para um
crescimento alarmante na prevaléncia do TEA, destacando, dentre outros
fatores, a falta de padronizacdo do diagnostico, dos mecanismos de busca
utilizados nas pesquisas e o fato de que a participacdo de familias com
criangas com TEA nesses estudos € maior que a das familias de criancas
tipicas, o que leva a superestimar a prevaléncia do transtorno (FOMBONNE,
2018).
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Em cerca de 20% dos casos de TEA é possivel identificar uma causa
genéticas (17%) ou ambiental (3%) para o transtorno. Dentre as causas
genéticas estdo incluidas anormalidades cromossdmicas (ex. Sindrome de
Down), doencas monogénicas (ex. Sindrome do X fragil), microdele¢bes ou
microduplicagcbes. Para as causas ambientais sdo aceitos como fatores de
risco baixo peso ao nascer e prematuridade, aumento das idades materna e
paterna e estresse materno durante a gestacdo. Entretanto, para a maioria dos
casos de TEA (80%) estabelece-se o modelo de causa multifatorial que
considera vulnerabilidade genética, fatores de risco perinatais e mecanismos

epigenéticos (para revisao ver ZANOLLA et al., 2015).

Na Arabia Saudita, um estudo demonstrou aumento plasmatico de
tiorredoxina, proteina marcadora de estresse oxidativo, em pacientes com TEA
com idades entre 3 e 15 anos, quando comparados a individuos sem o
transtorno (EL-ANSARY, 2016). Na China, em estudo com criancas com TEA,
0s pesquisadores também identificaram aumento dos niveis séricos de
tiorredoxina quando comparados com o0s resultados de criancas com
desenvolvimento tipico, e a concentragdo do marcador era diretamente
proporcional a gravidade dos sintomas apresentados pelas criancas com TEA
(ZHANG; GAO; ZHAO, 2015).

7

Além disso, o aumento do estresse oxidativo celular também é
observado na inflamacéo, pois as células em processo inflamatério aumentam
a producio de radicais livres no interior da célula (para revisdo ver SANCHEZ;
CALPENA; CLARES, 2015). No TEA, diferentes estudos comprovam o
aumento de marcadores de inflamacao (interleucinas e fatores de necrose
tumoral), com aumento de respostas inflamatdrias centrais e periféricas (para
revisdo ver SINISCALCO et al., 2018).

Assim, o perfil de aumento da exposicdo ao estresse oxidativo em
pacientes com TEA mostra semelhancas com o padrdo de expressdo génica
observado no SNC de individuos com o alelo polimorfico Thr92Ala-D2
(MCANINCH et al., 2015; BIANCO; KIM, 2018).

Dessa maneira, a hipotese para o desenvolvimento desse trabalho foi a

de que pacientes com TEA que apresentam o polimorfismo Thr92Ala-D2,
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devido as alteracbes de funcionamento neurologico caracteristicas do
transtorno e devido ao aumento da exposicdo ao estresse oxidativo celular
como fator de risco para o aumento de processos neurodegenerativos,
estariam mais susceptiveis aos efeitos deletérios desse polimorfismo no
funcionamento do SNC e apresentariam, portanto, quadros mais severos e de

pior prognastico.
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2. Objetivo

Avaliar se ha relagcdo entre a presenca do polimorfismo Thr92Ala da
enzima desiodase tipo 2 e a severidade dos sintomas e o progndstico de

individuos com TEA atendidos periodicamente por um servico ambulatorial.
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3. Método

3.1 Aspectos Eticos

Esse estudo foi submetido ao Comité Nacional de Etica em Pesquisa e
aprovado em 07 de junho de 2016 (CONEP 1.578.245). Todos os pacientes
incluidos neste trabalho tiveram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

assinado por seus responsaveis.

3.2 Local

Este estudo foi realizado na Unidade de Referéncia em TEA — Prof. Dr.
Marcos Tomanik Mercadante, do Centro de Atencao Integrado a Saude Mental
(CAISM), localizado em Sao Paulo capital. A Unidade conta com equipe
multidisciplinar para atendimento ambulatorial dos pacientes composta por
meédicos psiquiatras e neurologistas, fonoaudidlogas, psicoélogas, terapeutas
ocupacionais, enfermeiros, auxiliares de enfermagem, nutricionista e
fisioterapeuta. Todos os profissionais tém ampla experiéncia no atendimento
em TEA.

3.3 Populacéo

Os patrticipantes deste estudo eram pacientes com diagnostico de TEA

atendidos periodicamente na Unidade de Referéncia em TEA do CAISM.

3.4 Amostra

Inicialmente, foram incluidos nessa pesquisa 146 pacientes da Unidade
de Referéncia citada. O critério para inclusdo era ser um individuo com
diagnostico de TEA atendido no local de realizacdo do estudo. Foram excluidos

deste trabalho, pacientes com diagndstico simultaneo de outras deficiéncias
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fisicas, intelectuais ou sensoriais que pudessem interferir no desempenho do
participante nas avaliagdes utilizadas. Seis dos 146 pacientes preenchiam
critérios de exclusdo, sendo trés com Sindrome de Down, um com Deficiéncia
Visual, um com Deficiéncia Auditiva e um com Sindrome de Rett. Além disso,
oito pacientes foram excluidos por falhas nos procedimentos de coleta e/ou
extracdo de DNA que impossibilitaram o prosseguimento das analises. Dessa
forma, o presente trabalho contou com a participacdo de 132 pacientes com
TEA.

3.5 Protocolo de Atendimento do Ambulatorio

Na Unidade de Referéncia, as intervencdes sao realizadas em grupos
formados de acordo com as habilidades a serem trabalhadas: pré-requisitos
sociais, habilidades sociais, pré-requisitos para comunicagcdo, comunicacao,
atividades basicas de vida diaria, atividades instrumentais, praxia de

movimento, praxia de comunicacdo e comunicacgao alternativa.

Sado utilizadas diversas abordagens, entre elas: Método Denver de
Intervencdo Precoce (ESDM), Sistema de Comunicacéo por Troca de Figuras
(PECS), Terapia Comportamental, entre outros. Em todos os atendimentos o0s
grupos contam com profissionais de areas diferentes e cada um contribui com

sua expertise e sua especialidade.

Em média, os pacientes tém duas horas de interven¢do por semana e,
simultaneamente, seus familiares recebem orientacbes sobre como proceder
em outros ambientes de acordo com as demandas individuais, totalizando, em

média, quatro horas de atendimentos semanais.

O servico de Fonoaudiologia da unidade estabelece o perfil de
comunicacdo utilizado por cada paciente. Para isso, utiliza-se o seguinte
critério. se o paciente falar pelo menos 6 palavras, funcionalmente, no

momento da avaliagdo inicial, € considerado Verbal, caso contrario, €&

considerado Nao Verbal.
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3.6 Instrumentos de Avaliagéo

3.6.1 Autism Behavior Checklist (ABC)

Utilizado como instrumento de rastreio, € um questionario
composto por 57 perguntas que descrevem comportamentos atipicos e
cujas pontuacdes variam de 1 a 4 (1 para 0s comportamentos mais
fracamente relacionados ao autismo e 4 para 0s comportamentos mais
fortemente relacionados ao autismo). As questdes se relacionam a cinco
esferas do comportamento: Estimulo Sensorial, Relacionamento, Uso do
corpo e objetos, Linguagem e Pessoal/Social. A soma determina a
probabilidade do diagndstico de TEA para aquele paciente, quanto maior
a pontuacdo, maior a probabilidade do diagnostico (KRUG; ARICK;
ALMOND, 1980).

3.6.2 Autism Treatment Checklist (ATEC)

Instrumento que permite avaliar a resposta do paciente a
intervengdo proposta. Composto por 77 questbes divididas em 4 areas:
Area |, Discurso, Linguagem e Comunicacdo (14); Area Il, Sociabilidade
(20); Area lll, Consciéncia Cognitiva e Sensorial (18) e Area IV, Saude,
Fisico e Comportamento (25) (MAHAPATRA et al., 2018). Desenvolvido
em 1999 por Rimland e Edelson, as perguntas sao respondidas
preferencialmente pelo mesmo cuidador antes do inicio da intervencao e
apo6s um periodo de intervencdo (MAHAPATRA et al., 2018).

Assim, é possivel calcular a diferenga (AATEC) entre as
pontuacdes obtidas apos um periodo de intervencdo (ATEC final) e
aquelas obtidas na primeira avaliacdo (ATEC inicial), ou seja, AATEC =
ATEC final — ATEC inicial. Pontuacdes mais elevadas indicam maiores
prejuizos, o que permite admitir que a melhora do paciente é verificada
quando AATEC < 0 (MAHAPATRA et al., 2018).
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3.6.3 Teste nao verbal de Inteligéncia Snijders-Oomen (SON)

Os testes SON, sé&o testes que se propdem a avaliar a inteligéncia
com foco na capacidade de aprendizado do individuo, ou seja, avalia a
inteligéncia fluida (LAROS; JESUS; KARINO, 2013). A necessidade
minima de instrucbes verbais que podem ser substituidas por
demonstracdes, permite estimar o QI sem que o resultado seja
subestimado devido a ma& compreensdo das instrucbes verbais e
pobreza de vocabulario (LAROS; JESUS; KARINO, 2013).

Em 2013, os pesquisadores Laros, Jesus e Karino publicaram o
estudo de validacdo que confirmou a confiabilidade da versdo SON-R
212-7 [a] para a avaliacdo das habilidades cognitivas de criancas
brasileiras. Nessa versdo, o teste pode ser usado para avaliar criancas
com idades entre 2,5 e 7 anos e conta com quatro subtestes:
Categorias, Situacdes, Mosaico e Padrbes (LAROS; JESUS; KARINO,
2013).

O teste possui ainda uma versdo que permite avaliar criancas e
adultos com idades entre 6 e 40 anos, SON-R 6-40 (ALVES; LAROS,
2017). Essa versédo tem sido estudada com o objetivo de validar seu uso
no Brasil, ja tendo sido publicado estudo em populacdo local com
deficiéncia intelectual (ALVES; LAROS, 2017).

3.6.4 Escalas de Inteligéncia Weschler

As Escalas Weschler para avaliacdo de inteligéncia séo
amplamente utilizadas no Brasil (FIGUEIREDO; PINHEIRO;
NASCIMENTO, 1998) e sao importantes para o processo de diagnaostico,
permitindo analise completa e cuidadosa das habilidades cognitivas de
criancas, adolescentes e adultos, de acordo com a versdo do teste
utilizada (FERNANDES LOPES et al., 2012).

O WISC lll, Escala de Inteligéncia Weschler para Criangas, 32

edicdo, publicada no Brasil em 2002, se propfe a avaliar a inteligéncia
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de individuos entre 06 e 16 anos de idade (CRUZ, 2005). A quarta
versao (WISC-IV) foi publicada nos EUA em 2003, e em 2013, no Brasil,
trouxe adaptac6es em funcéo de alteracbes no QI da populacéo e para
aprimorar o instrumento, com melhor qualidade psicométrica e
simplificagbes na aplicacdo do teste (VIDAL; FIGUEIREDO;
NASCIMENTO, 2011; MACEDO; MOTA; METTRAU, 2017).

Para a avaliacdo de adultos estd disponivel no Brasil a verséo
WAIS lll, Escala de Inteligéncia Weschler para Adultos, 32 edicéo,
composta por 14 subtestes para avaliar pessoas com idades entre 16 e
89 anos (FERNANDES LOPES et al., 2012).

3.6.5 Escala Vineland de Comportamento Adaptativo

Instrumento que possibilita analisar as habilidades de criancas e
adolescentes para lidar com as situacfes cotidianas. A avaliacdo se da
em trés dominios, cada um composto por trés subdominios:
Comunicagéo (Expressiva, Receptiva e Leitura e Escrita); Atividades de
Vida Diaria (Autocuidado, Doméstico e na Comunidade) e Social
(Relacbes Interpessoais, Brincar e Lazer e Habilidades de Adaptacéao).
Trata-se de uma entrevista semiestruturada composta por 577 questdes
a serem respondidas pelo principal cuidador da crianca ou adolescente
(SPARROW et al, 1984).

As respostas devem indicar se a criangca se comporta conforme
descrito pelo avaliador frequentemente, algumas vezes/parcialmente ou
nunca. Além disso, o entrevistado pode responder que o0 paciente nao
teve oportunidade de expressar o comportamento indicado ou que ele
nao sabe se o comportamento esta presente. De acordo com as normas
indicadas no manual, a avaliacdo € corrigida para a idade da crianca no
momento da entrevista e sdo obtidos scores por dominio, subdominio e
score global, que permitem determinar o nivel de desenvolvimento da
criangca em relacédo ao esperado para sua faixa etaria (SPARROW et al,
1984).
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3.7 Procedimentos

3.7.1 Coleta de Material Bioldgico

Para cada participante, com auxilio de swab estéril, foram
coletadas células do epitélio bucal para posterior extracdo e andlise do
DNA. A coleta foi realizada pela enfermeira do ambulatério, de acordo

com treinamento e seguindo 0s seguintes passos:

inserir um swab estéril, de embalagem recém-aberta, na boca do
paciente e fricciona-lo no fundo interno da bochecha, de ambos
os lados da boca,;

transferir o swab para um tubo tipo eppendorf de 1,5 a 2,0 mL e
cortar, com tesoura adequadamente higienizada com alcool 70%,
0 excedente da haste;

fechar o tubo e armazenar a -6°C.

O material foi mantido em congelador a temperatura média de -

6°C até o momento da extracdo do DNA.

3.7.2 Extracdo do DNA

A extragdo do DNA foi feita de acordo com o protocolo
padronizado de extracdo de DNA de células de mucosa oral com NacCl
(ABRAO et al., 2005). Foram excluidos das andlises 8 pacientes para 0s
guais o rendimento da extracdo do DNA foi baixo, impossibilitando o

prosseguimento das analises.

3.7.3 Genotipagem

Foi realizada a genotipagem, a partir do DNA extraido, para
determinar, para cada paciente, a presenca do alelo polimérfico
Thr92Ala-D2.
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Para esse procedimento foi utilizado o kit TagMan® Pre-Designed
SNP Genotyping Assays para o polimorfismo Thr92Ala-D2 e o seu
respectivo Master Mix (TagMan® Universal Master Mix Il, com UNG) da
Thermo Fisher (EUA), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Ao
final desse processo os pacientes foram separados em trés grupos para
futuras comparacdes: homozigoto polimérfico (AA), homozigoto né&o

polimorfico (TT) e heterozigoto (TA).

3.7.4 Avaliagéo da inteligéncia e do funcionamento adaptativo

Os instrumentos utilizados para a obtencdo dos dados deste
estudo foram aplicados pela esquipe de profissionais da unidade de TEA
do CAISM durante os atendimentos aos pacientes, de acordo com a
rotina do servi¢o. Para as analises propostas, foram utilizados os dados
dos seguintes instrumentos: Autism Behavior Checklist (ABC); Autism
Treatment Checklist (ATEC), antes e depois das intervencgdes, e Escala
Vineland de Comportamento Adaptativo. Quando disponiveis, foram
utilizados também os resultados das avaliacbes de inteligéncia que, de
acordo com as aptiddes e idade dos pacientes, foram feitas com a
utilizacdo do SON, nas versdes SON-R 22-7 [a] e SON-R 6-40, e
Escalas de Inteligéncia Weschler, nas versbes WISC Ill, WISC IV e
WAIS II1.

Os participantes desse estudo estiveram em terapia na Unidade
por periodo que variou de 4 meses a 3 anos e 9 meses, com média de 2
anos e 6 meses de intervencao. O tempo de intervencao foi calculado de

acordo com as datas da primeira e da ultima ATEC disponiveis.

No momento da coleta dos dados, para os 132 pacientes
incluidos na pesquisa, foram obtidos 124 ABCs; 120 Vinelands; 127
ATECSs iniciais; 115 ATECs finais, 110 AATEC, e 58 avaliacdes de QI
(25 SON-R 21-7 [a]; 24 SON-R 6-40; 2 WISC Ill; 5 WISC IV; 2 WAIS).
Para as analises posteriores a partir do QI, foi utilizado o QI total
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fornecido por cada uma das escalas, como uma forma de uniformizar os

dados obtidos a partir de instrumentos diferentes.

3.7.5 Analise Estatistica dos Dados

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prisma 7.05.
Primeiramente foram feitas analises de estatistica descritiva para a
obtencdo da distribuicdo do sexo entre os participantes, bem como do
alelo polimorfico na amostra, da competéncia verbal e faixa etaria dos
participantes. Foi realizado teste de Qui-quadrado para avaliar se havia
diferenca entre os genotipos quanto a distribuicdo dos pacientes verbais
e nao verbais e quanto a distribuicdo da gravidade dos sintomas
avaliados pelo ABC. Foi admitido como significante um p<0,05.

Em seguida, cada variavel foi analisada quanto a caracteristica de
distribuicdo dos dados, tendo sido a normalidade testada pelo teste
D’Agostino-Pearson. As médias obtidas por cada um dos grupos nas
avalicdes do ABC, Vineland, QI e ATECs forma comparadas utilizando
ANOVA de uma via com poés teste de Tukey, para varidveis de
distribuicdo normal, e teste de Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn,
para variaveis cuja normalidade ndo foi identificada. De maneira
semelhante, foram feitos testes de correlacdo de Pearson para amostras
de distribuicdo normal e correlacédo de Spearman para as demais, tendo
sido testadas as correlacdes entre o resultado do ABC e 0 QI, ABC e a

Vineland e ABC e o AATEC para cada um dos grupos.
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4. Resultados

Este estudo contou com a participagdo de 132 pacientes com TEA
caracterizados na Tabela 1. Os participantes apresentavam idades entre 5 e 37
anos, 52,3% eram verbais e 80,3% eram do sexo masculino. Em relacdo ao
genotipo, 29,5% eram homozigotos para a forma selvagem do gene (TT),
46,2% dos participantes eram heterozigotos, apresentando um alelo polimérfico

(AT) e 24,3%, apresentavam o alelo polimérfico em homozigose (AA).

Tabela 1 - Caracterizacdo da amostra (n=132)

n (%)
Sexo
Masculino 106 (80,3)
Feminino 26 (19,7)
Comunicacéao
Verbal 69 (52,3)
Nao verbal 63 (47,7)
Genotipo
Selvagem (TT) 39 (29,5)
Polimérfico heterozigoto (AT) 61 (46,2)
Polimérfico homozigoto (AA) 32 (24,3)
Idade (anos)
5all 69 (52,3)
12a17 49 (37,1)
18 ou mais 14 (10,6)

Com o objetivo de investigar se piores resultados obtidos no ABC se
relacionavam a presenca do polimorfismo, os participantes foram divididos em
quatro grupos de acordo com critérios de probabilidade de confirmacdo do
diagnéstico de TEA (baixa, leve, moderada e alta) estabelecidos pelo proprio
instrumento. O resultado apresentado na Tabela 2 mostra que a distribuicdo

dos pacientes mais e menos severos entre os trés grupos de gendtipos €
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semelhante, mostrando que o resultado do ABC é independente da presenca

do polimorfismo.

Tabela 2 - Distribuicdo dos genétipos de acordo com probabilidade de diagnéstico de TEA,
considerando a pontuacéo obtida no ABC

AA AT TT Total
n % n % n % n %
Baixa 8 26,67 14 25,0 8 21,05 30 24,19
Leve 2 6,67 5 8,93 2 5,26 9 7,26
Moderada 9 30,0 12 21,43 10 26,32 31 25,0
Alta 11 36,66 25 44,64 18 47,37 54 43,55
p = 0,9400

Em seguida, analisou-se a distribuicdo do genoétipo entre os pacientes
considerando os critérios fonoaudiol6gicos para classificagdo em Verbal e Nao
Verbal. A Tabela 3 evidencia um distribuicdo equilibrada e auséncia de
diferenca estatisticamente significativa, o que mostra que prejuizos na

aguisicao da fala ndo se relacionam com a presenca do polimorfismo.

Tabela 3 - Distribuicdo dos genétipos de acordo com o padrédo de comunicagao

AA AT ™ Total
n % n % n % n %
Verbal 19 5938 29 4754 21 5385 69 523
Nao 45 4063 32 5246 18 4615 63 477
Verbal

p = 0,5398

Posteriormente, foram comparadas as médias dos resultados obtidos no
ABC, testes de QI, score total relativo da Vineland, ATEC inicial e ATEC final
para cada grupo, com o objetivo de avaliar se havia diferenca significativa entre
as meédias em funcdo do gendtipo dos pacientes. Os resultados estdo

apresentados nos graficos da Figura 5.
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Figura 5 - Médias das pontuacdes obtidas pelos pacientes nas avaliagbes realizadas: (A) ABC,
(B) QlI, (C) Vineland, (D) ATEC inicial e (E) ATEC final. Os pacientes est&o divididos de acordo
com os genotipos selvagem (TT), heterozigoto (AT) e polimérfico (AA). As andlises estatisticas
utilizadas foram ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey para o ABC e a Vineland, e
Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn para o QI, ATEC inicial e ATEC final. N&do houve
diferenca significativa em nenhuma das andlises.

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que o gendtipo dos
pacientes ndo impactou o desempenho nos testes analisados. Por outro lado,
quando foram avaliados separadamente os dominios da escala Vineland e
seus respectivos subdominios, foram observadas diferencas entre 0s grupos,

conforme apresentado nas figuras a seguir.

A Figura 6 mostra que pacientes com polimorfismo tiveram melhor
desempenho nas habilidades de comunicacédo, especificamente Comunicagéo

Receptiva, o que ndo € observado para as habilidades de Comunicacdo

Expressiva ou de Leitura e Escrita.
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Figura 6 - Médias das pontuacdes obtidas pelos pacientes no dominio (A) Comunicacgéo e seus
respectivos subdominios: (B) Comunicacdo Receptiva, (C) Comunicacdo Expressiva e (D)
Leitura e Escrita. Os pacientes estdo divididos de acordo com os genétipos selvagem (TT),
heterozigoto (AT) e polimorfico (AA). As andlises estatisticas utilizadas foram ANOVA de uma
via com pos-teste de Tukey, exceto para o subdominio Leitura e Escrita cuja analise foi feita
utilizando Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunn. * p<0,05 vs. TT e AT.

A analise do dominio Atividades Diérias e seus subdominios (Figura 7)

também mostra melhor desempenho dos pacientes que apresentavam o

polimorfismo, esses pacientes obtiveram melhor resultado nas atividades de

Autocuidado e melhor pontuacéao total deste dominio.
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Figura 7 - Médias das pontuacdes obtidas pelos pacientes no dominio (A) Atividades Diéarias e
seus respectivos subdominios: (A) Autocuidado, (B) Doméstico e (C) Comunidade. Os
pacientes estdo divididos de acordo com o0s genétipos selvagem (TT), heterozigoto (AT) e
polimorfico (AA). As andlises estatisticas utilizadas foram ANOVA de uma via com pés-teste de
Tukey, exceto para o subdominio Autocuidado cuja andlise foi feita utilizando Kruskal-Wallis

com pas-teste de Dunn. * p<0,05 vs. TT.

Finalizando as andalises relativas aos dominios da escala Vineland, a

Figura 8 mostra que para o dominio Socializacdo e seus respectivos

subdominios ndo houve diferenca entre os resultados obtidos para cada grupo.
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Figura 8 - Médias das pontuacdes obtidas pelos pacientes no dominio (A) Socializagédo e seus
respectivos subdominios: (B) Rela¢des Interpessoais, (C) Brincar e (D) Lazer e Habilidades de
Adaptacdo. Os pacientes estdo divididos de acordo com os gendtipos selvagem (TT),
heterozigoto (AT) e polimorfico (AA). A analise estatistica utilizada foi Kruskal-Wallis com pés-

teste de Dunn.

Posteriormente, buscando identificar se piores resultados obtidos no

ABC estariam relacionados a pior desempenho cognitivo ou pior nivel de

comportamento adaptativo, foram feitos testes de correlacao para os diferentes

grupos e os resultados mostraram que independente do gendtipo do paciente,

o resultado do ABC nao apresenta relacdo com o desempenho dos pacientes

nos testes de QI ou na Vineland (Figura 9).
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Figura 9 — Teste de correlagédo entre (A) o resultado do ABC e os resultados de Ql e (B) o
resultado do ABC e os resultados da Vineland, para cada um dos genotipos: selvagem (TT),
heterozigoto (AT) e polimérfico (AA). Foi feito teste de correlagdo com regressao linear e ndo
houve resultado significativo estatisticamente para nenhuma das analises.

Entretanto, ao buscar correlacdo entre o desempenho no ABC e a
melhora do paciente frente a terapia proposta, foi possivel observar que, os
pacientes com gendétipo selvagem (TT), quanto pior o resultado do ABC, maior
a melhora apresentada apos a intervencéao (Figura 10). Essa correlacdo nao foi
encontrada nos grupos que apresentaram o polimorfismo em heterozigose (AT)
ou homozigose (AA). Ou seja, neste cenario, a presenca do polimorfismo

parece atrapalhar a evolucao dos pacientes frente a terapia empregada.

40 oo g o
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Figura 10 — Teste de correlagédo entre o AATEC e o resultado do ABC. (A) Grupo selvagem
(TT), (B) Grupo heterozigoto (AT) e (C) Grupo polimérfico (AA). Os testes mostraram
correlacgao significativa apenas em (A). r=0,3778 e p=0,0302.
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A partir deste resultado, buscando identificar quais dos componentes
avaliados pela ATEC seriam responsaveis pela melhora observada nos
pacientes com genotipo selvagem, foi realizada andlise de correlacdo de cada
uma das quatro areas da ATEC com o resultado do ABC desses pacientes. Os
resultados apresentados nos graficos da Figura 11 mostram que, para 0S
pacientes com genotipo selvagem, apos a intervencdo, quanto pior o ABC,
melhores foram os ganhos na Area 2 da ATEC, que avalia a Sociabilidade do
paciente. Ndo sdo observadas melhoras nas demais &reas de avaliacdo do
instrumento: | Discurso linguagem e comunicacéo; Ill consciéncia cognitiva e

sensorial e IV saude fisica e comportamento.

A TT B TT
301 201 o
o
201 hd L
10 e ® o °
°
o 104 ®e o ~ N ° °
0-
© . ° ©
o 44 °. . o ® 5o .~ 100 150
< ® %o ¢ 0 150 < oA % %
< 10 (] <
° D)
° °
. 20
20 . ° -
. r=-0,2206 r=-0,3995
.30 p=0,1832 304 p=0,0130
ABC ABC
Cc TT D TT
201 401
L4 °
°®
104 L o° 20 . o
o o ° %
© —— e ~ | °®
s O o or & 1 © 0 @ ®
° ¢ ® 150 2 e ° ° 150
< LA < ® .
< -0 s o 20 e°,
L4 °
20 -40 r=-0,2358
L r=-0,2317 * - 01542
p=0,1616 P '

-30- -60-

ABC ABC

Figura 11 — Teste de correlagéo entre o delta das 4 areas da ATEC e o resultado do ABC dos
pacientes do grupo selvagem (TT). (A) AArea 1 da ATEC; (B) AArea 2 da ATEC; (C) AArea 3
da ATEC; (D) AArea 4 da ATEC. Os testes mostraram correlacdo significativa apenas em (B).
r=-0,3995 e p=0,0130.

Por fim, as Figuras 12 e 13 mostram que para 0s outros dois genotipos,
heterozigoto e homozigoto polimérfico, a pontuacdo no ABC nédo se relaciona

com o desempenho dos pacientes antes e depois da intervencéo.
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Figura 12 — Teste de correlagdo entre o delta das 4 areas da ATEC e o resultado do ABC dos
pacientes do grupo heterozigoto (AT). (A) AArea 1 da ATEC; (B) AArea 2 da ATEC; (C) AArea
3 da ATEC; (D) AArea 4 da ATEC. Os testes mostraram auséncia de correlacdo em todas as
andlises.
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Figura 13 - Teste de correlacdo entre o delta das 4 areas da ATEC e o resultado do ABC dos
pacientes do grupo homozigoto polimérfico (AA). (A) AArea 1 da ATEC; (B) AArea 2 da ATEC;
(C) AArea 3 da ATEC; (D) AArea 4 da ATEC. Os testes mostraram auséncia de correlacdo em
todas as analises.
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5. Discussao

O objetivo deste estudo foi avaliar se a presenca do polimorfismo
Thr92Ala-D2 se relacionava com quadros mais severos e de piores
prognoésticos de TEA. A principio, com a obtencao do genotipo de 132 paciente
com TEA, foi possivel estabelecer que a distribuicdo do alelo polimérfico na
populacdo estudada se assemelha aos dados da literatura (DORA et al., 2010)
e nao difere da observada em individuos com Sindrome de Down
(BATISTUZZO, 2017) e de Williams-Beuren (CAPRA, 2016). Além disso, de
acordo com o que € descrito para o TEA, a maioria dos participantes era do
sexo masculino (FOMBONNE et al., 2016).

A hipotese para o desenvolvimento desse estudo foi a de que pacientes
com TEA que apresentassem o polimorfismo teriam pior comportamento
adaptativo, sintomas comportamentais mais severos e menor resposta as
terapias propostas, tendo em vista o0 aumento de marcadores bioquimicos de
estresse oxidativo e estado pro-inflamatorio crénicos observados em pacientes
com TEA (ZHANG; GAO; ZHAO, 2015; EL-ANSARY, 2016; SINISCALCO et
al., 2018), somados aos achados de McAninch et al. (2015) que mostraram
mecanismos moleculares comuns a doencas neurodegenerativas associados a

presenca do polimorfismo.

Entretanto, confirmando resultados obtidos anteriormente por Gomez
(2017), observamos que os pacientes com o alelo polimérfico apresentaram
melhor desempenho adaptativo em tarefas de Comunicacdo Receptiva,
Autocuidado e Atividades de Vida Diaria. O estudo anterior conseguiu observar
também que individuos com TEA que apresentavam o polimorfismo tinham
melhor nivel adaptativo global e melhor desempenho em atividades diarias
Domeésticas, Relagbes Interpessoais e Brincar e Lazer (GOMEZ, 2017), porém
esses resultados nao foram observados no presente estudo. Tal diferenca pode
ser explicada pelo aumento do nimero de pacientes avaliados no nosso estudo

em relagao ao estudo anterior.

Ao contrario, em uma amostra de pacientes com Sindrome de Down, a

presenca do polimorfismo foi relacionada a piores niveis adaptativos globais e
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a autora aponta mecanismos envolvidos no aumento do estresse oxidativo
celular como provavel causa do pior desempenho desses pacientes
(BATISTUZZO, 2017).

O melhor desempenho observado em pacientes com TEA que
apresentam o polimorfismo Thr92Ala parece ndo condizer com as alteracdes
de funcionamento celular que estdo presentes nesses pacientes. A presenca
do polimorfismo no SNC promove disfungdo mitocondrial, alteracdo na
expressao de genes de reparo do DNA, alteracbes na via de sinalizagéo de
fatores de crescimento, deposicdo anormal da enzima no complexo de Golgi e
aumento do estresse oxidativo, favorecendo os processos neurodegenerativos
(McAninch et al., 2015). Entretanto, o estudo de McAninch e colaboradores
(2015) foi feito em cérebros de individuos adultos, enquanto 89,4% dos
pacientes do presente estudo tem idade igual ou inferior a 17 anos. Portanto,
uma possibilidade é que os prejuizos causados pelo estresse oxidativo e a
ocorréncia de processos neurodegenerativos ainda n&o estejam evidentes para

a maioria dos participantes desta pesquisa.

Além disso, é valido ressaltar que individuos com TEA apresentam
variacdes no funcionamento neurolégico que ainda carecem de estudo para
melhor compreensao (UDDIN; SUPEKAR; MENON, 2013) e as alteracdes
causadas pelo polimorfismo no SNC foram descritas a partir de cérebros de
individuos tipicos (McAninch et al., 2015), de maneira que o TEA e suas
implicagbes para o funcionamento do SNC se estabelecem como um fator
complicador para o entendimento dos efeitos do polimorfismo na populacéo

deste estudo.

Os resultados deste estudo ndo permitiram relacionar a presenca do
polimorfismo com piores resultados de QI dos pacientes com TEA, entretanto,
0 numero reduzido de avaliagbes de QI disponiveis no momento da coleta dos
dados é um fator limitante para essa analise, pois apenas 43,9% (n = 58) dos
pacientes tinham avaliacdo de inteligéncia. Em um estudo do polimorfismo
Thr92Ala-D2 em pacientes com Sindrome Williams-Beuren (n = 63), Capra
(2016) também néo encontrou relacdo entre a presenca do polimorfismo e o QI

dos participantes da pesquisa.
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Para individuos tipicos, um estudo avaliou o desempenho cognitivo a
partir do teste de fluidez de desenhos de Ruff e mostrou auséncia de
correlacdo entre a presenca do polimorfismo Thr92Ala-D2 e o os resultados

obtidos em uma ampla amostra de adultos (WOUTERS et al., 2017).

Outro resultado interessante observado neste estudo foi o de que a
auséncia do alelo polimorfico se relacionou a melhora do paciente apoés inicio
da terapia proposta, nos casos em que 0s sintomas eram inicialmente mais
graves. Esse resultado sugere que a presenca do polimorfismo pode atrapalhar
0 processo de aprendizagem do paciente com TEA no que diz respeito as

habilidades de socializacéo.

Esse resultado, ao contrario dos anteriores, aponta para a existéncia de
mecanismos subjacentes ao polimorfismo que dificultariam o aprendizado do
paciente quando submetido as intervencdes propostas. Nesse sentido,
poderiamos trazer novamente as alteragbes moleculares relacionadas ao
polimorfismo para explicar a dificuldade observada (McAninch et al, 2015). A
via de sinalizacdo do EGFR, cujos genes sdo menos expressos na presenca do
polimorfismo, esta relacionada ao desempenho cognitivo de ratos, sendo que
alteracbes dessa via provocadas no periodo neonatal sdo capazes de
comprometer as habilidades sociais do animal na vida adulta (FUTAMURA et
al., 2003).

Em pacientes com Alzheimer ou com comprometimento cognitivo leve,
Marksteiner e colaboradores (2011) mostraram que os niveis de EGF se
encontraram alterados, quando comparados com individuos saudaveis. O
estudo ainda comparou os resultados obtidos para pacientes com depressao e
os niveis de EGF se mantiveram normais, a ndo ser para 0S pacientes que
tinham quadro depressivo associado a comprometimento cognitivo, para 0s
quais as concentracdes de EGF foram semelhantes as observadas dentre os

individuos com comprometimento cognitivo leve (MARKSTEINER et al., 2011).

Em um estudo com pacientes idosos acometidos pelo mal de Parkinson,
Pellecchia et al. (2012) demonstraram também a correlacdo entre aumento dos
niveis plasmaticas de EGF e a piora no desempenho cognitivo desses

pacientes quando comparados com um grupo controle saudavel. De maneira
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semelhante ao observado no Alzheimer, as vias de sinalizagdo envolvidas na
doenca de Parkinson também sdo alteradas no SNC de pacientes que

apresentam o polimorfismo Thr92Ala-D2 (McAninch et al., 2015).

E importante ressaltar que o polimorfismo Thr92Ala-D2 promove
alteracdes no metabolismo da proteina amiloide, de maneira que é possivel
que exista um mecanismo neurodegenerativo por vias semelhantes as
observadas na doenca de Alzheimer ou ainda o mecanismo pode se dar por
acumulo da proteina alterada na célula, de maneira semelhante ao observado
na doenca de Huntington, visto que vias envolvidas nessa doenca também

estdo alteradas na presenca do polimorfismo (McAninch et al., 2015).
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6. Conclusao

Os dados aqui apresentados permitem concluir que pacientes com
Transtorno do Espectro Autista que expressam o polimorfismo Thr92Ala-D2
tem melhor nivel adaptativo em atividades de Comunicacdo Receptiva e em
atividades de Autocuidado quando comparados aos pacientes com TEA que

nao tem o polimorfismo.

Por outro lado, ao avaliar a evolucdo do paciente frente a terapia
proposta, a presenga do polimorfismo parece prejudicar o aprendizado dos
pacientes, especialmente no que diz respeito as atividades de socializacao.

Esses resultados parecem contraditorios, de maneira que mais estudos
s80 necessarios para compreender os mecanismos pelos quais o polimorfismo
Thr92Ala da D2 altera o funcionamento do SNC em individuos tipicos e em

individuos com TEA ou outro disturbio do desenvolvimento.
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