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RESUMO

Os transtornos do espectro autista (TEA) sdo condi¢des de inicio precoce, que
afetam o neurodesenvolvimento e incluem déficit de interacdo social e de comunicacéo, e
presenca de comportamentos repetitivos e estereotipados. Os individuos apresentam ainda
diversos sintomas e comorbidades, caracterizando uma grande heterogeneidade clinica.
Alteragdes no sistema serotoninérgico tém sido associadas com os TEA. As modificacOes
nos niveis de serotonina durante o desenvolvimento tém implicacbes na maturacdo e
formacéo do sistema nervoso central, principalmente na neurotransmissao e sinaptogénese.
O transportador de serotonina (5HTT) parece ser fundamental nesses processos, uma vez
que € o principal regulador da funcdo serotoninérgica, atraves da recaptacao da serotonina
na fenda sinéptica. As moléculas de adesdo celular, incluindo as integrinas, também
parecem ter um papel importante no neurodesenvolvimento. Entre estas, destaca-se a
integrina B3, cuja funcdo no desenvolvimento cerebral e no funcionamento e maturagdo
das sinapses ja foi observada em varios estudos. Diferentes tipos de evidéncias mostraram
também uma associacéo desta integrina com o metabolismo da serotonina, principalmente
através do 5HTT. Visto que ambos ja foram associados aos TEA em alguns estudos, o
objetivo do presente trabalho é investigar a influéncia dos genes do transportador de
serotonina (SLC6A4) e da integrina B3 (ITGB3) na etiologia, sintomatologia e gravidade
dos TEA. A amostra consiste em 209 probandos com TEA idiopatico (critérios do DSM-
IV) e seus pais biologicos, avaliados no Hospital Clinicas de Porto Alegre e no
Departamento de Psicologia da UFRGS. Foram analisados 9 polimorfismos distintos, 4 no
gene SLC6A4 (5HTTLPR, rs2066713, Stin2, rs1042173) e 5 no gene ITGB3 (rs2317385,
rs5918, rs15908, rs12603582, rs3809865). A influéncia destes polimorfismos em cada
gene individualmente foi analisada através de diferentes abordagens: estudo de associa¢édo
baseado em familias, analise de sintomas clinicos apresentados comumente por individuos
com TEA, e em relacdo a gravidade da doenca. Um efeito de interacdo gene-gene sobre as
manifestagdes clinicas também foi investigado. Nas analises de familias foram observados
resultados positivos para haplotipos de ambos os genes. Contudo, ap0s correcdo para
maltiplos testes, somente a associacdo do gene ITGB3 com a doenga permaneceu
significativa; o haplotipo G- T- C- G- A (polimorfismos na mesma ordem citada acima) foi
preferencialmente ndo transmitido (p=0.036), sugerindo um efeito de protecdo. Nas



andlises dos sintomas, novamente foram encontrados resultados positivos em ambos 0s
genes. Para o ITGB3, foram observados efeitos de diferentes SNPs e hapl6tipos sobre
epilepsia e/ou convulsGes, agressividade, problemas para dormir e ecolalia. Entretanto,
apos correcdo para maultiplos testes, somente o resultado entre ecolalia e o haplétipo
rs15908-rs12603582 continuou significativo (p=0,015). Investigando o gene SLC6A4
foram observadas associagdes nominais entre o rs1042173 e agitacdo psicomotora, tanto na
amostra total como no subgrupo de meninos; ja 0 SHTTLPR mostrou uma tendéncia a
associacdo com labilidade do humor, também em meninos. Analises de gravidade
considerando os dados obtidos através dos instrumentos ASQ (Autism Screnning
Questionnaire) e CARS (Childhood Autism Rating Scale) ndo detectaram nenhum
resultado significativo para o SLC6A4, enquanto que para o ITGB3 a associacdo observada
entre 0 rs2317385 e 0 ASQ ndo se manteve apOs a correcdo. Associacdes nominais
também foram observadas nas analises de interacdo gene-gene, considerando os sintomas
de problemas para dormir, ecolalia e agressividade. Ambos 0s genes parecem influenciar a
etiologia e as manifestacdes clinicas dos TEA na nossa amostra, embora outros estudos
sejam necessarios para corroborar nossos achados e melhor entender a variabilidade
genética dos locos analisados. Acreditamos que a abordagem de estudar subgrupos de
pacientes de acordo com a sintomatologia seja valida, e deva ser considerada nas

investigacdes futuras.
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ABSTRACT

The autism spectrum disorders (ASD) are early-onset conditions that affect
neurodevelopment, include deficit of social interaction and communication, and the
presence of repetitive and stereotyped behaviors. Individuals also exhibit several
symptoms and comorbidities, featuring a large clinical heterogeneity. Changes in the
serotoninergic system have been associated with ASD. Modifications in serotonin levels
during development have implications in both formation and maturation of the central
nervous system, particularly affecting neurotransmission and synaptogenesis. The
serotonin transporter (SHTT) seems to be essential in these processes, since it is the major
control mechanism of serotoninergic function by the reuptake of serotonin in the synaptic
cleft. The cell adhesion molecules, including integrins, also appear to play an important
role in neurodevelopment. Among these, there is the integrin B3, whose role in brain
development and function and maturation of synapses has been observed in several studies.
Different types of evidence also showed an association between this integrin and serotonin
metabolism, mainly through the SHTT. Since both have already been associated to TEA in
some reports, the aim of this study is to investigate the influence of the serotonin
transporter gene (SLC6A4) and the integrin B3 (ITGB3) in the etiology, symptomatology
and severity of ASD. The sample consists of 209 probands with idiopathic ASD (DSM-IV
criteria) and their biological parents, evaluated in the Clinics Hospital of Porto Alegre and
the Department of Psychology at UFRGS. We analyzed 9 different polymorphisms, 4 in
SLC6A4 gene (BHTTLPR, rs2066713, Stin2, rs1042173) and 5 in ITGB3 gene (rs2317385,
rs5918, rs15908, rs12603582, rs3809865). The influence of these polymorphisms in each
gene was examined using different approaches: family-based association study, analysis of
clinical symptoms commonly presented in individuals with ASD, and in relation to disease
severity. An effect of gene-gene interaction on clinical manifestations was also
investigated. In the families analyses positive results for haplotypes in both genes were
observed. However, after correction for multiple testing, only the association of ITGB3
gene with the disease remained significant; haplotype G-T-C-G-A (polymorphisms in the
same order mentioned above) was preferentially not transmitted (p = 0.036), suggesting a
protective effect. In the symptoms analyses, positive results were found also for both
genes. For ITGB3, effects of different SNPs and haplotypes on epilepsy and/or seizures,



aggression, sleep problems and echolalia were observed. However, after correction for
multiple testing, only the result between echolalia and the haplotype rs15908-rs12603582
remained significant (p = 0.015). The investigation of SLC6A4 gene showed nominal
associations between the rs1042173 and psychomotor agitation, in both total sample and
male patients subgroup; the S5HTTLPR showed a trend for association with mood
instability, also in boys. Analysis of disease severity using data obtained from ASQ
(Screening Autism Questionnaire) and CARS (Childhood Autism Rating Scale) did not
detect any significant result for SLC6A4, although for ITGB3 a nominal association
between rs2317385 and ASQ could be observed. Nominal associations were also verified
in gene-gene interaction analyses, with the symptoms of sleep problems, echolalia and
aggression. Both genes seem to influence the etiology and clinical features of ASD in our
sample, although further studies are needed to corroborate our findings and to better
understand the genetic variability of the analyzed loci. We believe that the approach of
studying patients’ subgroups defined according to symptomatology is valid, and should be

considered in future investigations.
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CAPITULO I — INTRODUCAO



1. 1. TRANSTORNOS DO ESPECTRO AUTISTA: DIAGNOSTICO E

CARACTERIZACAO CLINICA

O autismo, ou transtorno autista, € caracterizado como uma desordem do
neurodesenvolvimento humano, que se inicia na infancia. Apesar de ser mencionado pela
primeira vez em 1911 por Bleuler, somente algumas décadas mais tarde Leo Kanner
definiu o termo autismo, apds a observacdo de um grupo de criangas com comportamento
estereotipado (Kanner and Eisenberg 1957). Atualmente o termo autismo é empregado
para caracterizar individuos que apresentam comprometimento importante em algumas
areas do comportamento e funcionamento. Dentre as manifestacfes tipicas encontram-se
déficit de interacdo social e da comunicacdo verbal e ndo verbal, presenca de
comportamento repetitivo e estereotipado, e interesses e atividades restritas. A
manifestagcdo deste quadro clinico ocorre antes dos trés anos de idade (O'Hare 2009).

Os critérios diagnosticos mais observados no campo da pesquisa clinica sdo
identificados através do Manual Diagnostico e Estatistico dos Transtornos Mentais, 42
edicdo revisada (DSM-1V-TR). Segundo este manual, o transtorno autista esté incluido no
grupo transtornos globais do desenvolvimento (TGD), juntamente com outras 4 categorias
diagnosticas: transtorno de Asperger, transtorno global do desenvolvimento ndo
especificado (TGD-NE), transtorno desintegrativo da infancia e transtorno de Rett (APA
2000). Devido a heterogeneidade destas patologias, e consequente dificuldade de
diagndstico, o termo Transtornos do Espectro Autista (TEA.) tem sido amplamente
utilizado, abrangendo o transtorno autista, o transtorno de Asperger e o0 TGD-NE (O'Hare
2009). Especificamente, o diagndstico do transtorno autista requer pelos menos seis itens,
que estdo divididos em trés dominios comportamentais. No grupo associado a interacao
social, pelo menos dois itens devem estar presentes, e nos grupos linguagem e
comunicagdo, e comportamentos e interesses restritos, um item de cada grupo deve estar
presente (tabela 1) (APA 2000).

Além desses critérios, mais dois se aplicam e completam o diagndstico:
— Atrasos ou funcionamento anormal em pelo menos uma das seguintes
areas, com inicio antes dos trés anos de idade: (l.) interagdo social, (2.)
linguagem para fins de comunicacéo social, ou (3.) jogos imaginativos

ou simbolos.
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- A perturbacdo ndo é melhor explicada por Transtorno de Rett ou
Transtorno Desintegrativo da Infancia.

Aproximadamente 10% dos autistas apresentam habilidades Savant, em diferentes
areas, podendo apresentar multiplas aptiddes (Howlin et al. 2009; Rimland 1978). As
habilidades Savant estdo presentes em individuos que possuem déficit intelectual, contudo
notavel capacidade em certas areas, como musica, memoria, calculo/matematica e arte.
Entre os individuos com habilidades Savant, 50% sao autistas, chegando a uma prevaléncia
200 vezes maior nestes individuos, do que em outras patologias em que pode ocorrer
retardo mental (Treffert 2009).
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Tabela 1. Diagnostico do transtorno autista, de acordo com o DSM-IV-TR

Critérios para diagnostico de transtorno autista

Prejuizo qualitativo na interacdo social, Prejuizo acentuado no uso de maltiplos comportamentos ndo-
manifestado por pelo menos dois dos verbais tais como contato visual direto, expressao facil,
seguintes aspectos: posturas corporais e gestos para regular a interacéo social.

Fracasso em desenvolver relacionamentos com seus pares
apropriados ao nivel do desenvolvimento.

Auséncia de tentativa espontanea de compartilhar prazer,
interesses ou realiza¢cBes com outras pessoas (por ex., hdo
mostrar, trazer ou apontar objetos de interesse).

Auséncia de reciprocidade social ou emocional.

Prejuizos qualitativos da comunicacao, Atraso ou auséncia total de desenvolvimento da linguagem
manifestados por pelo menos um dos falada (ndo acompanhado por uma tentativa de compensar
seguintes aspectos: através de modos alternativos de comunicacéo, tais como

gestos ou mimica).

Em individuos com fala adequada, acentuado prejuizo na
capacidade de iniciar ou desenvolver uma conversagao.

Uso estereotipado e repetitivo da linguagem ou linguagem
idiossincratica.

Auséncia de jogos ou brincadeiras de imitagéo social variados

e espontaneos, apropriados ao nivel do desenvolvimento.

Padrdes restritos e repetitivos de Preocupagco insistente com um ou mais padrdes estereotipados
comportamentos, interesses e atividades, e restritos de interesse, anormais em intensidade ou foco.
manifestados por pelo menos um dos Adesdo aparentemente inflexivel a rotinas ou rituais

seguintes aspectos: especificos e ndo-funcionais.

Maneirismos motores estereotipados e repetitivos (por ex.,
agitar ou torcer maos ou dedos, ou movimentos complexos de
todo o corpo).

Preocupagcdo persistente com partes de objetos.
O transtorno de Aspeger e 0o TGD-NE apresentam pequenas variagfes no

diagndstico do transtorno autista, relacionadas a comunicagdo e ao inicio da

sintomatologia, respectivamente (tabelas 2 e 3).
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Tabela 2. Diagnostico do transtorno de Asperger, de acordo com 0 DSM-IV-TR

Critérios diagndsticos para o transtorno de Asperger

Prejuizo qualitativo na interacdo social, manifestado

por pelo menos dois dos seguintes quesitos:

Padrfes restritos, repetitivos e estereotipados de

comportamento, interesses e atividades,
manifestados por pelo menos um dos seguintes

quesitos:

Prejuizo acentuado no uso de multiplos
comportamentos ndo-verbais, tais como contato
visual direto, expressdo facial, posturas corporais e
gestos para regular a interagdo social.

Fracasso para desenvolver relacionamentos
apropriados ao nivel de desenvolvimento com seus
pares.

Auséncia de tentativa espontanea de compartilhar
prazer, interesses ou realiza¢cGes com outras pessoas
(por ex., deixar de mostrar, trazer ou apontar objetos
de interesse a outras pessoas).

Falta de reciprocidade social ou emocional
Insistente preocupag¢do com um ou mais padroes
estereotipados e restritos de interesses, anormal em
intensidade ou foco.

Adesdo aparentemente inflexivel a rotinas e rituais
especificos e nao funcionais.

Maneirismos motores estereotipados e repetitivos
(por ex., dar pancadinhas ou torcer as maos ou 0s
dedos, ou movimentos complexos de todo o corpo).

Insistente preocupagdo com partes de objetos.

A perturbacéo causa prejuizo clinicamente significativo nas areas social

e ocupacional ou outras &reas importantes de funcionamento.

Nao existe um atraso geral clinicamente significativo na linguagem (por

ex., palavras isoladas séo usadas aos 2 anos, frases comunicativas sao

usadas aos 3 anos).

Nao existe um atraso clinicamente significativo no desenvolvimento

cognitivo ou no desenvolvimento de habilidades de auto-ajuda

apropriadas a idade, comportamento adaptativo (outro que ndo na

interacdo social) e curiosidade acerca do ambiente na infancia.

N&o sdo satisfeitos os critérios para um outro Transtorno Invasivo do

Desenvolvimento ou Esquizofrenia.
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Tabela 3. Diagndstico do transtorno global do desenvolvimento néo especificado,
de acordo com 0 DSM-IV-TR

Critérios diagnosticos para o transtorno global do desenvolvimento néo especificado
Prejuizo severo e invasivo no desenvolvimento da interacéo social reciproca ou de habilidades de
comunicagdo verbal ou ndo-verbal, ou quando comportamento, interesses e atividades estereotipados
estdo presentes, mas nao sdo satisfeitos os critérios para um Transtorno Global do Desenvolvimento,
Esquizofrenia, Transtorno da Personalidade Esquizotipica ou Transtorno da Personalidade Esquiva.
Esta categoria inclui o "Autismo Atipico" — apresentacdes que nao satisfazem os critérios para
Transtorno Autista em vista da idade tardia de seu inicio, apresentacdes com sintomatologia atipica,

sintomatologia subliminar ou todas acima.

Os TEA sdo considerados heterogéneos, com grande variabilidade de
apresentacdes clinicas, diferindo, entre individuos acometidos por esses fen6tipos, quanto a
gravidade, ao tipo e a frequéncia de sintomas apresentados, entre outros (Levy et al. 2009).
Além das caracteristicas clinicas necessarias ao diagnéstico propriamente dito, outras
manifestacGes podem estar presentes, como é o caso da auséncia de brincadeiras
Imaginativas ou sua escassez, e interesse por rotinas, mostrando resisténcia ou sofrimento
frente a mudancgas ou alteracbes da mesma. Anormalidades nas habilidades cognitivas
frequentemente podem estar associadas ao quadro clinico, e uma capacidade intelectual
reduzida pode ou ndo estar presente (APA 2000; APA 2013; Spence and Schneider 2009).
Outras comorbidades incluem desatencéo, impulsividade ou outros sintomas do transtorno
do déficit de atencdo e hiperatividade, dificuldades afetivas (como depressao e ansiedade),
agressividade auto e hetero dirigida, problemas gastrointestinais (como refluxo e
alimentacdo seletiva), alteragdes no sistema imune, apreensdo e perturbacdes do sono
(Levy et al. 2009; Newschaffer et al. 2007).

Como ha uma notavel variacdo na expressao do fenotipo nos TEA, é essencial
diferenciar esta patologia de outros TGD, como o transtorno de Rett ou o transtorno
desintegrativo da infancia, ambos com precedéncia diagndstica sobre o transtorno autista.
A distincdo entre estas doencas se da principalmente pela avaliacdo e percepcdo dos
sintomas do individuo. No transtorno de Rett ha um padrdo caracteristico de desaceleracao

do crescimento craniano, além de perda das habilidades manuais voluntarias adquiridas
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anteriormente e o aparecimento de marcha pouco coordenada. O transtorno desintegrativo
da infancia apresenta um padrdo distinto de regressdo, com pelo menos dois anos de
desenvolvimento normal anterior (APA 2000).

Apesar da busca por marcadores bioldgicos e genéticos, capazes de diagnosticar e
diferenciar os TEA, ainda ndo hé& evidéncias conclusivas a este respeito, tornando o
diagnostico do transtorno autista e dos demais transtornos que compdem os TEA
essencialmente clinico e bastante dificil. O diagnostico é realizado com base na
sintomatologia do paciente. A avaliacdo geralmente é multidisciplinar, incluindo uma
revisdo das preocupagdes do cuidador, descricdo de comportamentos, historia médica,
exames laboratoriais e de neuroimagem e questionarios. Normalmente sdo solicitados
exames para investigar condi¢cdes mais comumente associadas ao transtorno autista, como
a pesquisa de X-fragil e de esclerose tuberosa. Embora possam surgir indicios da
ocorréncia da patologia aos dezoito meses de idade, raramente o diagndstico é conclusivo
antes dos vinte e quatro meses (Levy et al. 2009).

A atualizacdo do DSM para sua 5% versdo, publicada recentemente (APA 2013),
parece contornar em parte essa dificuldade, por facilitar o diagndstico precoce, e assim
intervencdes em criangas mais novas (Barton et al. 2013; Mazefsky et al. 2013). O DSM-5
modificou a abordagem no diagnoéstico dos transtornos  associados  ao
neurodesenvolvimento, reorganizando os critérios em dois principais dominios ao invés de
trés: A) déficit na comunicacdo e interacdo social e interesses; B) atividades e
comportamentos repetitivos e restritos. Para o diagnostico € necessario a presenca de trés
sintomas relacionados ao dominio A, que compreendem: 1) déficit na interacdo social ou
emocional, incluindo a dificuldade de estabelecer e manter conversas, incapacidade de
comecar uma interacdo, e problemas de atencéo e em partilhar as emocges e interesses com
outros; 2) problemas graves em manter relacdes, desde a falta de interesse para com outras
pessoas até dificuldades com brincadeiras e atividades sociais apropriadas a idade; 3)
déficit de comunicacdo nédo verbal, tais como contato visual, postura, expressdes faciais,
tom de voz e gestos anormais, bem como a incapacidade de compreender estas
manifestacdes. Além disso, dos sintomas relacionados ao comportamento repetitivo e
restrito, pelo menos dois de quatro sintomas devem estar presentes. Estdo incluidos nesta
categoria: 1) comunicacdo repetitiva ou estereotipada; 2) adesdo as rotinas e a

comportamentos ritualisticos, com excessiva resisténcia a mudancgas; 3) interesses
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altamente restritos que sdo anormais em intensidade ou foco; 4) hipo ou hiper-reacdo a
estimulos sensoriais, ou interesse incomum em aspectos sensoriais do ambiente. Os TEA
passam a compreender quatro transtornos, sendo adicionado o transtorno desintegrativo da
infancia aqueles j& mencionados anteriormente. Todos estes transtornos possuem
similaridades associadas as manifestacOes clinicas e tratamento, permitindo no DSM-5 a
sua inclusdo na mesma categoria, com o intuito de facilitar o diagndstico (APA 2013;
Hyman 2013).

Ha certa preocupacdo em relacdo as mudancas oriundas da atualizacdo do DSM.
Alguns estudos tém sugerido uma vantagem dos novos critérios diagnosticos dos TEA,
embora paregam mais rigidos (Barton et al. 2013; Mazefsky et al. 2013). Porém, apesar das
reformulacbes e mudancas do DSM-5 em relacdo ao DSM-IV, os individuos com
diagnostico de TEA irdo continuar preenchendo os critérios diagnosticos para estes
transtornos. Desta forma, ndo sera necessaria uma reavaliacdo do paciente ou a definicdo
de um novo diagndéstico nas amostras ja avaliadas seguindo critérios do DSM-1V (Hyman
2013).

. 1. 1. Particularidades das manifestacdes clinicas
frequentes nos TEA

Devido a heterogeneidade dos TEA, é importante considerar em mais detalhes as
principais manifestacdes clinicas que comumente ocorrem nessas patologias, que podem
ou nao estar relacionadas ao seu diagnostico, ou a presenca de comorbidades. Entre estas
se destacam a ecolalia, a epilepsia e a ansiedade. Ja entre os sintomas sdo bastante comuns
a ocorréncia de convulsdes isoladas, hiperatividade, agressividade, instabilidade de humor
e problemas para dormir. Embora outras doengas neuropsiquiatricas possam apresentar
algumas dessas manifestacGes clinicas, sugere-se que as possiveis rotas neurobioldgicas
relacionadas as mesmas sejam semelhantes aquelas envolvidas na etiologia dos TEA. A
seguir serdo abordadas em mais detalhes algumas dessas manifestagdes clinicas, que serdo
sempre referidas ao longo do texto pelas palavras “sintoma” ou “sintomas”, independente

de serem ou ndo categorias diagnosticas.
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A ecolalia é um transtorno de comunicacdo, caracterizado por repeticdo verbal
persistente e sistematica, geralmente ndo adequada ao contexto social na ocasido em que
ocorre, mesmo quando ha falta de entendimento do que é pronunciado (APA 2000; Schuler
1979). E um comportamento de imitacdo, descrito em transtornos psiquiatricos,
neuroldgicos e do desenvolvimento. Recentemente, ao comparar diversos grupos de
criancas, observaram-se diferencas significativas na presenca de ecolalia, mais comum em
individuos com diagnéstico de TEA do que naqueles com desenvolvimento tipico,
independente da presenca de atraso de linguagem (van Santen et al. 2013). Embora possa
variar de acordo com os estudos, a frequéncia de ecolalia também é mais comum nos TEA
comparado a outras patologias; aproximadamente 75% das criangas verbais com esse
diagnostico apresentam ecolalia em algum momento do seu desenvolvimento (revisado por
van Santen et al. 2013).

A associacao clinica entre TEA e epilepsia é marcante. Em criancas da populacéo
em geral a prevaléncia deste sintoma é de 2-3%, mas nas criancas com TEA é de
aproximadamente 25%, embora em ambos 0s grupos o inicio seja em geral precoce
(Kanemura et al. 2013; Tuchman and Rapin 2002). Uma meta-analise de 2008 indica que a
ocorréncia de epilepsia nas criangas com TEA pode variar conforme a presenca de
deficiéncia intelectual, sendo cerca de 8% nos pacientes sem esse déficit, e de 20% nos
pacientes com a presenca do mesmo (Amiet et al. 2008). Outros fatores como definicdo do
diagnostico, idade, sexo e regressdo no desenvolvimento podem influenciar na prevaléncia
(Cuccaro et al. 2012; Tuchman and Cuccaro 2011). A epilepsia é caracterizada pela
presenca de dois ou mais episodios convulsionais, sem motivo aparente, como ocorre em
casos de infecgOes e traumatismos, por exemplo. Esses episddios estdo relacionados a uma
descarga elétrica anormal dos neurdnios, e podem estar associados a comportamentos
sociais e adaptativos. Avaliaces de neuroimagem podem auxiliar; no entanto, a presenca
ou auséncia de anormalidades ndo inclui ou exclui definitivamente o diagndstico de
epilepsia (Tuchman and Cuccaro 2011). ConvulsGes isoladas também sdo comuns em
individuos com TEA. A hipotese de que tais manifestacbes em estdgios iniciais da vida
(anterior aos 2 anos de idade) estejam associadas a um maior risco de autismo com
deficiéncia intelectual ja foi sugerido; no entanto, este assunto ainda carece de
investigagdes (Tuchman and Cuccaro 2011). O conhecimento acerca da epilepsia e das

convulsdes ndo permite ainda uma clara relagdo com a etiologia dos TEA. Entretanto, a
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associacao entre estas condi¢des € uma das questdes mais intrigantes nos TEA, do ponto de
vista clinico, refletindo a importancia de melhor compreender a mesma através de
diferentes abordagens de estudo.

A hiperatividade juntamente com a agressdo sao alguns dos principais focos no
tratamento dos TEA. A hiperatividade pode ser definida como uma agitagéo psicomotora,
caracterizada por excesso de atividade nem sempre relacionada a ocasido (revisado por
Douglas et al. 2013), podendo manifestar-se devido a alteracbes no ambiente ou na rotina
do individuo. A frequéncia da agitacdo psicomotora ndo € bem estabelecida,
principalmente por estar associada a outras manifestagcdes e comorbidades presentes nos
TEA. J& a agressividade e frequente em individuos com transtornos mentais, do
neurodesenvolvimento e psiquiatricos, tratando-se de um sintoma complexo associado com
fatores genéticos, neurobioldgicos e psicossociais. Existem poucos estudos em individuos
com TEA, e a frequéncia estimada de agressividade varia de 35% a mais de 50% (Carroll
et al. 2014; Kanne and Mazurek 2011; Mazurek et al. 2013). Esse sintoma pode ser
diferenciado em dois tipos: auto e heteroagressdo. A autoagressao € caracterizada por
comportamentos que produzem danos fisicos direcionados a si mesmo, que incluem bater a
cabeca, cortes e escoriag0es; a heteroagressdo envolve atos violentos contra outro
individuo, que podem ocorrer de diferentes formas e com gravidade variada (Tate and
Baroff 1966).

Instabilidades emocionais e alteragdes no humor também estdo entre as
manifestacdes clinicas mais comuns dos TEA. Tais condi¢cdes envolvem a modulacdo de
caracteristicas temporais e da intensidade das emocdes associadas a comportamentos
alvos-dirigidos ou adaptativos, isto é, relacionados a mudancas na rotina dos individuos.
Além disso, podem estar associadas a presenca de outras comorbidades. Individuos com
TEA parecem predispostos a desenvolver perturbacdes emocionais devido a alteracdes na
estimulagdo do circuito neural, apresentando reacfes incomuns em relacdo a informacao
sensorial e maior sensibilidade a mudancas (Mazefsky and White 2014). Alteragdes
emocionais sdo também vinculadas ao funcionamento social nos TEA, mas poucos estudos
tém tentado compreender as bases neurais e o0 processo de regulacdo destes
comportamentos (Mazefsky et al. 2012).

Outras manifestacfes clinicas podem ainda estar incluidas na apresentacédo

fenotipica dos individuos com TEA, com variacdo na gravidade e quantidade de sintomas.
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Além disso, sua presenca pode ser temporal, ocorrendo apenas em alguns periodos da vida,
e de acordo com o suporte médico e multidisciplinar que o individuo recebe. Embora se
tenha conhecimento da relevancia de todos esses sintomas nos TEA, a avaliagdo de casos
onde ha a presenca de cada um deles permanece necessaria. O aumento do nimero de
estudos considerando este aspecto, com uso de diferentes abordagens, tem como objetivo
compreender melhor ndo s6 a associacdo clinica com os TEA, mas também sua possivel
relacdo neurobioldgica e etioldgica, auxiliando, portanto, no entendimento da etiologia dos
TEA em si.

l. 2. EPIDEMIOLOGIA

Estudos epidemioldgicos sobre o autismo iniciaram-se em 1966, com Victor
Lotter. A prevaléncia, neste periodo, era de 4,5 para cada 10.000 criancas. A partir de
entdo varios trabalhos buscaram estabelecer a ocorréncia dos TEA em diferentes regides do
mundo. Fombonne (2003) e Rutter (2005), entre outros, apontaram uma prevaléncia entre
20-60 afetados para cada 10.000 individuos. Estimativas recentes do Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (Center for Disease Control and Prevention — CDC) indicaram
cerca de 1 caso de TEA para cada 68 criancas (ou 14,7 para cada 1.000). Estes dados sédo
baseados em criangas com até 8 anos de idade que vivem nos Estados Unidos (CDC 2014).
Nos Ultimos anos a prevaléncia de TEA tem aumentado; estima-se um aumento de 23%
entre 2006-2008, chegando a 78% se considerarmos um espaco de tempo maior, entre
2002-2008. Esse aumento importante possivelmente esta relacionado com a expansdo do
conhecimento e com a facilidade em identificar individuos afetados, e ndo propriamente
com o aumento efetivo do nimero de casos (CDC 2014). O risco relativo entre sexos €
maior em meninos, em cerca de 4:1, e este dado tem se mantido constante. Semelhante aos
dados anteriores, levantamentos recentes da populacdo americana apontam 1 menino
afetado em 42, e 1 menina afetada em 189 (CDC 2014). Na populagéo brasileira ainda néo
ha dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia do transtorno autista ou dos TEA.

Um fator a ser considerado em termos de epidemiologia é a frequéncia de tracos

associados ao autismo em individuos da populacdo em geral. Estes tragcos sdo
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caracterizados pela presenca de déficits na socializagdo, comunicacao e interesses restritos,
mas sem preencher os critérios diagnosticos para os TEA. Alguns autores sugerem a
possibilidade de uma distribuicdo normal destas caracteristicas na populacdo sem a doenca,
em cujos extremos estariam o0s casos com TEA, manifestando intensamente a
sintomatologia (Constantino and Todd 2003). Por outro lado, dados de diversos estudos
com familias tém sugerido a presenca de um fendtipo ampliado do autismo, que se
caracteriza por uma suscetibilidade genética aumentada para o aparecimento dos TEA.
Esta ocorreria nos parentes mais proximos de individuos com essa doenca, manifestando-
se principalmente como perfeccionismo, padrdes de organizacdo rigidos, dificuldade de
linguagem e tendéncia a introversdo, em niveis subclinicos em relagdo as categorias
diagnosticas (Bailey et al. 1998; Dawson et al. 2002; Ingersoll 2010). Provavelmente, o
fenotipo ampliado do autismo é herdado de maneira similar aos TEA em si (St Pourcain et
al. 2013). Nao se sabe ao certo o quanto as ocorréncias destes tracos influenciam a
epidemiologia, contudo, o crescimento de informacdes sobre os TEA contribui para que 0s

dados de prevaléncia persistam, dentro do possivel, apropriados e auténticos.

l. 3. SINDROMES E ANOMALIAS ASSOCIADAS

Multiplas condicbes, sindromes e anomalias podem estar associadas ao transtorno
autista. Entre as mais comuns observam-se transtornos de desenvolvimento e de
comportamento ndo autistas, condi¢des psiquiatricas e médicas. A deficiéncia intelectual,
determinada através da avaliacdo dos escores do quociente de inteligéncia (Q.l.), tem sido
diagnosticada aproximadamente em 30-80% dos casos de TEA (Chakrabarti and
Fombonne 2001; Chakrabarti and Fombonne 2005; Yeargin-Allsopp et al. 2003). Um
levantamento recente do CDC demonstrou que 31% das criancas com TEA apresentaram
deficiéncia intelectual (CDC 2014). Sindromes e anomalias de origem genética também
estdo entre as condi¢cbes mais comuns, tanto no transtorno autista como nos TEA. Elas
podem estar diretamente associadas a causa da doenca ou somente atuar modulando ou
intensificando o fenotipo (tabela 4) (Geschwind 2009; Hogart et al. 2010; Levy et al. 2009;
Miles 2011). De qualquer maneira, a sua investigacdo é recomendada para identificar

28



corretamente casos idiopaticos, e também para um diagnostico diferencial apurado. O teste
para X fragil e a anélise de cari6tipo convencional sdo usualmente realizados, com o

intuito de afastar as condi¢fes de origem genética mais comuns.

Tabela 4. Anomalias genéticas mais comuns associadas aos TEA

Anomalias %
Anormalidades citogenéticas 2-5%
Sindrome Prader-Willi/Angelman 1-4%
Sindrome de Down Até 7%
Delecdes nas regides 2937, 7931, 189, Xp22.3 (?)
Sindrome Smith-Magenis <1
Delecdes ou duplicacGes na regido 22q13 (?)
Sindrome de Klinefelter (XXY) (?)
Duplicac@es da regido 7q11.23 (Sindrome Williams- (?)
Beuren)
Delec¢des da regido 22g11 (Sindrome Velo-cardio- (?)
facial)
Duplicacdo materna na regido 15q11-13 ~2%
Doencgas monogénicas ~5%
Sindrome do X-fragil 3-5%
Esclerose tuberosa 1-2%
Sindrome PTEN (macrocefalia) 1-17%
Sindrome de Rett/ Mutac¢es no gene MECP2 1%
Neurofibromatose tipo 1 (?)
Sindrome Timothy (autossdmica dominante) (?)
Sindrome Joubert (autossémica recessiva) (?)
Fenilcetonuria <1%
Sindrome Smith-Lemli-Opitz <1%
Outras condicGes metabdlicas (?)

Carter and Scherer (2013); Freitag et al. (2010); Levy et al. (2011); Levy et al. (2009); Miles (2011)
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l. 4. NEUROBIOLOGIA

Anormalidades cerebrais, tanto em termos anatdbmicos como funcionais, podem
estar presentes nos diferentes transtornos que compdem os TEA. Especificamente em
relacdo ao autismo, dados dos Ultimos anos apontam que 40% das criangas com essa
patologia apresentam alguma anormalidade cerebral, sendo mais comuns as anomalias da
substancia branca e do lobo temporal (Boddaert et al. 2009), principalmente relacionadas a
alteracdes funcionais e ndo estruturais (Zilbovicius et al. 2006). Analises patoldgicas
relatam ainda trés tipos de alteracbes: diminuicdo do desenvolvimento normal dos
neurbnios no prosencéfalo do sistema limbico, aparente reducdo na populagdo de células
de Purkinje cerebelares, e mudancas no tamanho e nimero de neurdnios em diferentes
regibes cerebrais. Essas observacbes sugerem atrasos ou desorganiza¢es na maturacao
neuronal como importante patogénese no autismo (revisado por Pardo and Eberhart 2007).
Wegiel et al. (2010) avaliaram o cérebro de individuos com transtorno autista e um grupo
controle, através de autdpsia, fazendo uso de imagens de ressonancia magnética e de
ferramentas de neuropatologia. Foram observadas displasias no hipocampo, cerebelo e no
neocortex, além de indicios da presenca de desorganizacao da massa cinzenta e branca.

Devido a heterogeneidade dos TEA, as tentativas de identificar mecanismos de
acdo ou rotas metabodlicas envolvidas na etiologia e desenvolvimento destas doencas de
modo geral ndo tém tido muito sucesso; sendo assim, atualmente nenhuma caracteristica se
sobressai na neurobiologia dos TEA. Estudos indicam que estes transtornos estdo
relacionados a possiveis alteragdes neuronais que ocorrem no periodo pré-natal e pds-natal
do desenvolvimento cerebral (DiCicco-Bloom et al. 2006). Para melhor elucidar as
hipdteses a respeito do neurodesenvolvimento, as pesquisas tém avaliado o crescimento
cerebral, bem como as redes de funcionamento neural, a neuropatologia, a eletrofisiologia
e a neuroquimica (Levy et al. 2009). As hipoteses também podem ser avaliadas quanto ao
nivel da disfuncéo, sejam celulares, regionais ou sistémicas (Abrahams and Geschwind
2008).

Recentemente, foi observada uma possivel associagdo inversa entre o crescimento
excessivo do cérebro em criangas com TEA e a eficiéncia da organizacao deste 6rgdo em
adultos (Lewis et al. 2013). Entre os achados das pesquisas que englobam a analise de

imagens encontram-se alteragdes no crescimento do lobo frontal, temporal, cerebelo e das
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estruturas limbicas, como a amigdala. E importante salientar que estas regides estdo
diretamente envolvidas no desenvolvimento social, na comunicacdo e nas habilidades
motoras. A presenca de macrocefalia é notada em cerca de 20-30% das criangas com
diagnostico de TEA, entre os dois e trés anos de idade. O aumento do volume cerebral total
pode ser notado entre criancas afetadas a partir dos dois aos quatro anos de idade,
persistindo na infancia, mas ndo na adolescéncia. Outras anormalidades dismorficas, como
microcefalias, reducdo do tamanho do corpo caloso, anormalidades na citoarquitetura
cerebelar e malformacdes estruturais cerebrais também podem ser encontradas. A massa
cinzenta cortical pode apresentar anormalidade, sugerindo diminuigédo da celularidade ou
da densidade no cértex de criancas com TEA, e ndo naquelas sem a doenca, mesmo
apresentando atraso no desenvolvimento normal (revisado por Levy et al. 2009; Miles et
al. 2005; Minshew and Williams 2007; Parellada et al. 2013).

HipoOteses acerca de diferentes areas cerebrais envolvem alteragfes na
histopatologia da regido do cerebelo (embora os achados ndo sejam consistentes), reducéo
na assimetria hemisférica, e conectividade anormal entre regides cerebrais. Até o
momento, nenhuma anormalidade histopatologica foi relatada na regido do cortex
(Geschwind and Levitt 2007; revisado por Pardo and Eberhart 2007). Porém, em pacientes
com TEA sdo observadas tanto alteracdes na estrutura como no nimero de minicolunas
nessa regido. As minicolunas sdo estruturas formadas por minusculos fios de tecido
cerebral, tém a capacidade de se desenvolver e de se conectar, processando informacdes
entre elas. Cada minicoluna faz conexdes com suas vizinhas, formando colunas, as quais
constituem as unidades basicas de integracdo das informacfes. Em pacientes com TEA
elas s&o mais numerosas, menores, e mais compactas na sua configuracédo celular na regiéo
frontal e temporal comparados com individuos sem a doenca (revisado por Pardo and
Eberhart 2007).

Em nivel celular, o principal foco de estudo esta relacionado as sinapses. A
presenca de disfuncéo sinaptica parece levar a deficiéncias comportamentais, sendo uma
das principais vias envolvidas a da neurotransmissdo glutamatérgica. Essa hipGtese €
apoiada na observacdo de que a reducdo da dosagem da proteina codificada pelo gene
GLURS (glutamate receptor, ionotropic, kainate 1) pode melhorar caracteristicas
relacionadas aos TEA e a sindrome do X fragil, em estudos com ratos (Abrahams and

Geschwind 2008; Dolen et al. 2007). Algumas evidéncias empiricas apontam para a
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influéncia de diferentes sistemas de neurotransmissores além do glutamato, tais como a
serotonina e a dopamina (Levy et al. 2009; Miles et al. 2005). Alteracdes de sinalizagéo,
em nivel intracelular, também tém sido sugeridas como um possivel mecanismo de acao
para o desenvolvimento destas patologias. MutacGes em canais idnicos que regulam a
excitabilidade neuronal e a sinalizagdo de célcio séo associadas aos TEA. Em conjunto, as
proteinas envolvidas nestes processos, inclusive na formacéao de sinapses e de crescimento
dendritico, estdo associadas ao aparecimento desse grupo de doengas (Krey and Dolmetsch
2007).

Em relacdo ao metabolismo e neuroquimica cerebral, pesquisas apontam para um
possivel processamento anormal da proteina precursora amiloide. Existem ainda trabalhos
com modelos animais e estudos com medicamentos, porém os resultados até 0 momento
sdo inconclusivos. Os farmacos utilizados comumente na préatica clinica sdo efetivos no
tratamento de alguns sintomas e comorbidades, contudo ndo sdo especificos para os TEA.
Alguns destes farmacos, como o0s inibidores da recaptacdo da serotonina e 0s
anticonvulsivantes, sdo empregados com base na sua eficacia em outras patologias ou
sintomas normalmente presentes nos TEA, como ansiedade, agressao e epilepsia. Ja outros,
como o antipsicotico risperidona, sdo utilizados principalmente devido ao efeito observado
na pratica, mesmo que a acdo primaria ndo esteja relacionada a comorbidade ou sintoma
apresentado (Levy et al. 2009; Miles et al. 2005). O avango nas pesquisas sobre
farmacoterapia dos TEA certamente sera importante para um maior entendimento dos
mecanismos neuroquimicos que atuam nesse grupo de doengas.

Dentre as anormalidades sistémicas, estudos sugerem o envolvimento da
exposicdo pré-natal a testosterona, a hipocolesterolemia e a hiperativagdo do sistema imune
como fatores que poderiam explicar estas patologias do neurodesenvolvimento (Abrahams
and Geschwind 2008). A hipdtese de que o colesterol e sua biossintese possam estar
relacionados aos TEA parte da associacdo observada entre estes transtornos e a sindrome
de Smith-Lemli-Opitz, que trata de uma condicdo genética onde a biossintese do colesterol
é prejudicada (Tierney et al. 2006).

Novas técnicas de neuroimagem tém focado no estudo de redes neuronais
especificas, em alteracbes funcionais de regides anatomicamente intactas, mas com
ativacdo e conectividade funcional anormais. Os resultados destas pesquisas mostram

auséncia de integracdo eficaz das regides do cérebro e uma ruptura na modulacdo da
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funcdo cerebral em relagdo a mudangas. O padrdo de desconectividade observado em
individuos com TEA ndo deve ser relacionado necessariamente com a gravidade da
doenca, e a influéncia exata das redes neuronais permanece incerta (Parellada et al. 2013).
A neurobiologia dos TEA, como se percebe pelos dados apresentados, abrange
uma grande variedade de regifes e processos cerebrais, com mdltiplas alteraces ja
descritas. Essa complexidade aumenta quando se considera os sintomas e comorbidades
comuns a doenca. Varias destas manifestacGes clinicas apresentam bases neuronais
semelhantes, como € o caso da hiperatividade, agressividade e instabilidade do humor.
Suas rotas biolégicas envolvem mais de uma via, contudo a influéncia de
neurotransmissores como a serotonina, dopamina, noradrenalina e glutamato parece ser de
grande importancia para a sua manifestacdo clinica (revisado por Douglas et al. 2013).
Embora ndo se tenha conhecimento de todas as regiGes cerebrais envolvidas nestes casos,
esses sintomas parecem estar relacionados a circuitos limbicos e corticais no cérebro, além
de regides do cértex anterior, amigdala, hipocampo, entre outras. Outro sintoma marcante,
a ecolalia, é associado a alteracdes neurolégicas no lobo frontal, uma regido cerebral
significativamente relacionada a graves déficits sociais, emocionais e/ou cognitivos
(Courchesne and Pierce 2005; Grossi et al. 2012). A analise de sintomas e comorbidades,
assim como endofenétipos (que serdo discutidos a seguir) parece ser uma forma
interessante de abordar doencas heterogéneas como os TEA. Outras abordagens,
possivelmente envolvendo multiplas rotas bioldgicas, serdo cruciais para o entendimento
de como diversos caminhos moleculares agem em conjunto, em nivel de sistemas. Assim,
no futuro, ser4 importante tentar conciliar as alteragbes moleculares observadas
(envolvendo transmissdo sinaptica, interacdo célula-célula, e vias de sinalizacdo
intracelular) com os achados histoldgicos e anatémicos, a fim de elucidar os mecanismos

neurobioldgicos que embasam o aparecimento dos TEA.

l. 5. ETioLOGIA DOS TEA

Muitos fatores diferentes podem contribuir para a origem e apresentacao

fenotipica dos TEA. Embora as sindromes e anomalias genéticas sejam bastante
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frequentes, poucos casos podem ser associados a causas genéticas conhecidas. A mais
comum destas é a sindrome do X-fragil, sendo responsavel pelo fenétipo em 3-5% dos
pacientes com TEA. Como € a causa isolada mais frequentemente associada a estes
transtornos, tornou-se rotina a pesquisa de mutacdes no gene FMR1 (fragile X mental
retardation 1), fator etiolégico da sindrome do X-fragil. A alteracdo nesse gene ocorre
devido a uma expansao de repeticdo de trinucleotideos (CGG), sendo que o alelo com a
presenca da mutacdo completa, que manifesta a sindrome, apresenta mais de 200
repeticdes (Goodlin-Jones et al. 2004; Reddy 2005). Expansfes menores, caracterizadas
por pré-mutacdes de 55 a 200 repeticbes de CGG, resultam no excesso de atividade do
gene FMRL1, o que € toxico para células neurais, mecanismo provavelmente envolvido na
neuropatologia dos TEA. Além disso, uma hipermetilacdo aberrante geralmente ocorre nos
alelos que apresentam um numero excessivo de repeticdes CGG, o que leva ao
silenciamento do gene (Loesch et al. 2004).

Além da pesquisa para X-fragil, uma das abordagens iniciais para analisar a causa
dos TEA envolve a avaliacdo citogenética convencional. Esta analise pode indicar a
presenca de sindromes conhecidas, de transposicdes, dele¢des, inser¢des ou outro rearranjo
cromossdmico. Revisfes recentes estimam a frequéncia destas anormalidades nos
pacientes entre 3-5% (Betancur 2011; Reddy 2005). Entre os achados relativamente
frequentes estdo as delecdes nas regides cromossomicas 2937 e 7931, e delecdes ou
duplicacdes nas regides 16pll e 22q13 (Freitag et al. 2010; Levy et al. 2009). Algumas
alteracdes, como a duplicacdo materna na regido 15¢q11-13, apesar de ndo ser tdo frequente,
tem alta penetrancia nos individuos com TEA (Hogart et al. 2010).

Na grande maioria dos casos, entretanto, a etiologia multifatorial da doenca
continua ndo esclarecida. Varios estudos tém buscado associacdo com outros fatores
genéticos ou agentes ambientais na evolucdo da doenca (Betancur 2011; Miles 2011).
Porém, algumas revisdes afirmam que somente em cerca de 10-15% dos casos os fatores
etioldgicos do TEA s&o identificados, sejam eles os fatores genéticos j& mencionados, ou
alteracbes neuroldgicas ou metabdlicas que possam ser corretamente identificadas
(Newschaffer et al. 2007; Pinto et al. 2010).

Embora o risco de recorréncia entre irmdos seja baixo, entre 2 e 6%, 0 risco
relativo entre irméos é 20 a 75 vezes maior que a prevaléncia da doenca na populagdo em

geral (Levy et al. 2009; Newschaffer et al. 2007; Zilbovicius et al. 2006), o que indica o
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envolvimento de fatores genéticos. A maioria dos estudos sugere uma alta herdabilidade,
em torno de 80-90%, evidenciando uma influéncia genética marcante na etiologia da
doenca (Anderson 2012; Bailey et al. 1995; Ronald and Hoekstra 2011). Os indices de
concordancia para os TEA variam de 60% a 92%, entre gémeos monozigoticos e de 0% a
10% entre gémeos dizigoticos (Bailey et al. 1995; Levy et al. 2009). Entretanto, Hallmayer
et al. (2011) concluiram com suas pesquisas que a herdabilidade dos TEA é somente
moderada, em torno de 38%, e que fatores ambientais teriam uma influéncia consideravel
na etiologia da doenca. Foram avaliados gémeos com transtorno autista e com TEA, de
acordo com o género. Em geral, comparando com dados previamente publicados, a razéo
de concordéancia entre gémeos monozigo6ticos foi considerada baixa (50 — 77%), enquanto
que entre gémeos dizigdticos foi considerada alta (21 — 36%).

Essas diferencas sugerem que varios fatores de risco podem interagir, levando ao
desenvolvimento dessas patologias. O modelo poligénico multifatorial, onde um grande
namero de genes e fatores ambientais com efeitos pequenos contribui para a manifestacao
da doenca, € amplamente aceito na literatura (Abrahams and Geschwind 2008). Entretanto,
um modelo oligogénico baseado em um estudo de coorte de uma comunidade do Reino
Unido, ja foi proposto para explicar a origem dos TEA; um pequeno nimero de genes de
efeito moderado atuaria em conjunto, confirmando uma alta herdabilidade para estes
transtornos. Porém, ao avaliar os dominios associados aos TEA (social, comunicacao,
atividades restritas e repetitivas), 0s autores observaram somente uma covariagdo modesta
entre eles: individuos com escores extremos para um dos dominios ndo necessariamente
apresentaram escores semelhantes nos outros dominios. Tal resultado sugere que, de fato, a
contribuicdo genética tanto para o risco de manifestacdo da doenca como para sua
apresentacdo fenotipica resulta de uma suscetibilidade genética conferida pela interacdo de
varios genes, sobre a qual atuam ainda os fatores ambientais (Ronald et al. 2006).

O modelo poligénico multifatorial pressupde que o efeito dos genes de
suscetibilidade se deva a uma série de variantes genéticas comuns. No entanto, alguns
aspectos fundamentais dos TEA podem néo ser corretamente analisados em modelos deste
tipo. Os estudos familiares podem contribuir na identificacdo de um Unico fator de efeito
maior relacionado a varios aspectos da doenca. Analises de alguns dados de familias com
TEA indicam que uma proporcdo significante de casos pode ser resultado da atuagédo

dominante de mutacGes de novo (Abrahams and Geschwind 2008). Sugere-se ainda que
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estas mutacOes teriam alta penetrancia em meninos e baixa penetrancia em meninas, e
atuariam principalmente em casos de TEA esporadicos ou sem historico familiar (Zhao et
al. 2007). A alteracdo funcional individual em genes de grande penetrancia poderia ser
suficiente para causar a doenca, sugerindo que a identificacdo de variantes raras e de forte
impacto também ¢é relevante para o entendimento dos TEA. Contudo, é possivel que o
efeito fenotipico de uma mutagdo Unica dependa do background genético em que ela
ocorre, 0 que justifica o estudo deste também (McClellan and King 2010).

A elucidacéo dos fatores etiologicos em doencgas com grande variabilidade clinica
como os TEA pode envolver a identificacdo de endofenétipos (Abrahams and Geschwind
2008). Os endofenodtipos sdo caracterizados como fendtipos “internos” ou
“intermediarios”, que estdo diretamente relacionados a dominios bioldgicos especificos,
representando constructos mais simples para fundamentos genéticos do que a propria
doenca ou sindrome. Eles ndo necessariamente refletem efeitos exclusivamente genéticos,
podendo também relacionar-se a marcadores ambientais, epigenéticos e multifatoriais. O
endofenotipo é associado com a doenca na populacdo, contudo € independente da
manifestacdo da doenca; é herdavel e encontrado em familias, tanto em membros afetados
como nado afetados, em escala mais frequente do que na populagdo em geral (Gottesman
and Gould 2003). O conceito de endofenotipo, embora sugerido inicialmente em estudos
populacionais com insetos (John and Lewis 1966), é geralmente aplicado na genética
psiquiatrica, a partir da analise de quadros clinicos da patologia estudada. Os constructos
definidos como endofenotipos representariam, entdo, fendmenos ou tracos mais
elementares, com base genética mais simples tanto em nimero de genes envolvidos como
em termos de efeitos, e mais facil de ser identificada quando comparado ao estudo da
entidade diagndstica (Gottesman and Gould 2003). Especificamente para os TEA, 0s
endofenodtipos ainda ndo estdo definidos, sendo objeto de discussdo na literatura (Viding
and Blakemore 2007). Desta forma, a definicdo de subgrupos de pacientes definidos por
algum aspecto clinico, como algum dos sintomas frequentes nos pacientes, pode ser Util
para reduzir a heterogeneidade da doenga, facilitando a identificacdo de fatores genéticos.

Com a heterogeneidade genética e sintomatoldgica presente nos TEA € plausivel
inferir que tanto as variantes genéticas comuns quanto raras, tem influéncia sobre a
etiologia e desenvolvimento da doenca, e que o efeito apresentado pelas mesmas pode

variar conforme o background genético individual e os fatores ambientais presentes. Com
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0 conhecimento atual, a definicdo do modelo que melhor se aplique, e que melhor possa
explicar a etiologia dos TEA deve envolver a andlise de endofenétipos ou mesmo de
subgrupos que apresentam maior homogeneidade clinica. Porém, a hereditariedade
independente dos dominios centrais dos TEA também é importante na analise das variantes
genéticas, e ndo deve ser deixada em segundo plano (Anney et al. 2012). A arquitetura
genética complexa, assim como sua grande importancia tanto na origem da doenga como
na sua manifestacdo fenotipica, tem justificado um grande nimero de estudos na tentativa
de identificar os genes relacionados aos TEA, baseados em diferentes tipos de abordagens,

0s quais sdo discutidos a seguir.

I. 5. 1. A influéncia dos genes de suscetibilidade e outros

fatores genéticos na etiologia dos TEA

Um dos primeiros tipos de estudo realizados na busca por genes implicados na
etiologia dos TEA foram os estudos de ligacdo. Esses estudos avaliam familias compostas
por varios individuos de diversas geracdes, verificando a transmissdo de um segmento
cromossdmico de uma geracdo para outra, e procurando vincular a segregacao deste loco
com a do fendtipo de interesse. A vantagem destas metodologias é que sdo capazes de
identificar regides cromossémicas mais amplas, que podem compreender mais de um loco
especifico, e assim sugerir a influéncia de diferentes genes. Atravées deste tipo de estudo,
pesquisadores identificaram regiGes nos cromossomos 2 e 7, que apresentaram ligacéo
genética sugestiva ou significativa com o transtorno autista. Outras regifes nos
cromossomos 1, 5, 16 e 17 demonstraram algumas evidéncias de ligacdo genética (Gupta
and State 2006). Estudos de revisdo posteriores, que incluiram outras pesquisas e
resultados novos, listaram as principais regibes cromossomicas identificadas, tais como:
2037, 7911.23, 7931, 15911-13, 22q11, 22q13 (Freitag et al. 2010). A regido 7g € uma area
de interesse particular, visto que, além dos dados de ligacdo genética, foram identificados
nesta regido varios rearranjos cromossdmicos, e genes relacionados a expressdo cerebral e
com outras fungdes fisiologicas conhecidas, possivelmente envolvidas na patologia dos

TEA (Gupta and State 2006). Estudos de ligacdo que avaliam em larga escala diferentes
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tipos de marcadores ao longo de todo o genoma (varreduras genémicas) também ja foram
realizados com os TEA, evidenciando resultados positivos nos cromossomos 4, 5, 6, 11, 15
e 20 (Fradin et al. 2010; Liu et al. 2008; Weiss et al. 2009). Embora com alguns resultados
interessantes, os estudos de ligacdo sdo mais indicados para modelos de heranca que
pressupdem efeitos genéticos maiores. Desta forma, essas metodologias ndo tém sido
utilizadas nos Gltimos anos na pesquisa molecular dos TEA.

Grande parte dos estudos descritos na literatura utiliza a abordagem de genes
candidatos. Estes estudos envolvem principalmente a investigacdo de variantes genéticas
comuns localizadas em genes associados a rotas metabolicas e processos bioldgicos
possivelmente relacionados aos fen6tipos dos TEA. Existem duas metodologias principais
nas investigacbes com genes candidatos, 0s estudos caso-controle e os estudos baseados
em familia. Nos estudos caso-controle sdo comparadas as frequéncias alélicas e genotipicas
em 2 grupos de individuos: afetados por determinada doenca e ndo afetados.
Especificamente, os estudos em familias observam a transmissdo de alelos dos pais a
descendéncia afetada, comparando os dados observados na amostra com os esperados ao
acaso. Este tipo de estudo apresenta vantagem em relacdo ao estudo caso-controle por
evitar a necessidade de pareamento entre as amostras, e o resultado ndo é afetado pela
estratificagdo populacional (Eley and Rijsdijk 2005).

Nos TEA, os estudos baseados em familias sdo amplamente utilizados devido a
influéncia marcante de aspectos genéticos na doenca, indicada pela alta heterogeneidade e
pelos dados de recorréncia entre irmdos. Mais de 100 genes ja foram avaliados em relacdo
a estes transtornos, havendo uma série de resultados positivos. Genes candidatos
investigados nos TEA envolvem aqueles que codificam componentes do metabolismo de
neurotransmissores, em particular a serotonina e o glutamato; genes do sistema de
regulacdo da migracdo e das funcbes neurais; genes que controlam o desenvolvimento de
regides do cérebro e do sistema nervoso central; genes envolvidos na adesdo celular
neuronal; genes localizados em pontos de quebra cromossémica identificados em pacientes
com TEA,; genes envolvidos em transtornos da fala e da linguagem; e genes relacionados a
cognicdo e interacdo social e ao comportamento de modo geral. Na tabela 5 estdo descritos
0s principais genes sugeridos como de suscetibilidade até o0 momento (Carter and Scherer
2013; Freitag et al. 2010; Miles 2011, Parellada et al. 2013; Persico and Napolioni 2013).
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No entanto, a maioria das associa¢cdes nao é conclusiva, e a analise dos dados em

conjunto mostra achados conflitantes e inconsistentes entre os estudos. Nenhum resultado

se sobressai indicando uma associacdo mais forte com dado gene, capaz de ser

consistentemente replicada. As variantes comuns abordadas por este tipo de estudo

geralmente apresentam pequeno efeito, na etiologia ou caracterizagdo da doenca. Em

populagdes e patologias heterogéneas e de maior complexidade a deteccdo de resultados

positivos tem relacdo direta com o tamanho de efeito das variaveis analisadas e com o

tamanho da amostra investigada, por vezes dificultando as conclus@es do estudo. Por outro

lado, a falta de evidéncias de efeitos funcionais para grande parte das variantes analisadas

também pode estar contribuindo para este panorama. O uso de outras metodologias pode,

entdo, complementar os achados de investigacdes com genes candidatos.

Tabela 5. Os principais genes candidatos associados com TEA

Sistema
Desenvolvimento neuronal

Adesao celular

Interacdo célula-célula

Maturacao neuronal e sinalizacdo celular
Sistema glutamatérgico

Sistema serotoninérgico

Metabolismo de ocitocina

Sinalizacdo celular

Crescimento celular

Controle de ciclo celular

Gene
EN2
CNTNAP2
ITGB3
RELN
NLGN3
NLGN4X
SHANK3
GABRB3
SLC6A4
OXTR
SCN2A
MET
PTEN

* Ver lista de abreviaturas para nomes dos genes por extenso

Cromossomo
7936
7935
17921.32
7022
Xq13.1
Xp22.33
22913.3
15q12
17q11.2
3p25
2024.3
7931
10923.3
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Neste sentido, os estudos do tipo GWAS (genome-wide association studies), que
avaliam em larga escala diferentes tipos de marcadores em escala genémica, tém recebido
bastante énfase. Um aspecto muito interessante desses estudos é que eles tém sugerido
novos genes e rotas metabolicas para a pesquisa nos TEA, distintos daqueles vinculados as
investigacGes com genes candidatos. 1sso ocorre porque ndo ha a necessidade de se definir
uma hipotese biologica a priori. Porém, o modelo genético doenca comum-variante
comum, que embasa este tipo de estudo, pode dificultar a replicacdo dos resultados em
patologias muito heterogéneas como os TEA. Poucos achados positivos foram replicados
de maneira independente entre os estudos, sempre mostrando um pequeno efeito associado
ao risco de desenvolver a doenga. Considerando os Ultimos trabalhos publicados, somente
a regido 5pl14.1 foi associada com TEA em mais de uma investigacdo. Diferentes SNPs
localizados nesta regido mostraram resultados positivos de acordo com o nivel de
significancia estabelecido (p=3,24 x 10* a p=3,4 x 10®); a associacdo mais forte (p=3,4 x
10, OR 1,19) foi vista para os genes CDH10 (cadherin 10, type 2) e CDH9 (cadherin 10,
type 2), que codificam caderinas responsaveis pela adesdo célula-célula (Ma et al. 2009;
Wang et al. 2009b). Os demais GWAS realizados até o momento verificaram apenas
resultados significativos ou sugestivos que ndo se repetiram. Na tabela 6 é apresentado um
resumo dos principais achados desses estudos, que envolvem genes relacionados a
moléculas de adesdo celular, sinaptogénese, apoptose, proliferacdo celular, coagulacéo,
cancer, e ao neurotransmissor glutamato, indicando também algumas regifes intergénicas
(Anney et al. 2010; Jones et al. 2013; Ronald et al. 2010; Shi et al. 2013).

O grande numero de marcadores analisados nos estudos de GWAS, que pode
passar de 500.000, eleva demasiadamente o numero de testes, exigindo uma correcao
bastante rigida dos dados. Os pontos de corte utilizados para a significancia estatistica sao
baixos (por exemplo: P< 5 x 10®) (Wang et al. 2009b), e muito dificeis de serem
alcancados em se tratando de genes de pequeno efeito. Isso se reflete na dificuldade de
replicacdo dos dados, também exigindo amostras cada vez maiores para se obter resultados
positivos. Por esta razdo muitos pesquisadores criticam a grande énfase dada nos Gltimos
anos ao uso destas metodologias no estudo de doengas complexas. Entretanto, a
contribuicdo das mesmas para a elucidacdo da base genética dessas doencas, que ocorre
principalmente com a sugestdo de novas rotas bioldgicas, confirma a validade desse tipo de

estudo.
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Anélises de exoma, em que se sequenciam todos os exons do genoma em
amostras especificas, também tém sido amplamente empregadas nos TEA, tendo como
objetivo principal a pesquisa de variantes raras. Alguns achados destes estudos também séo
apresentados na tabela 6. Varias mutacGes descritas sdo associadas com estrutura da
cromatina, desenvolvimento do sistema nervoso, sistemas de neurotransmisséo
glutamatérgico e serotoninérgico, organizacdo e migracdo celular, regulagdo de canais de
sodio, ubiquitinacdo e linguagem, entre outros (Bi et al. 2012; Chahrour et al. 2012;
lossifov et al. 2012; Liu et al. 2013; Marchani et al. 2012; Neale et al. 2012; O'Roak et al.
2011; O'Roak et al. 2012a; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012; Toma et al. 2013; Yu
et al. 2013). Através da identificacdo de variantes raras, as analises de exoma também tém
colaborado para sugerir 0 envolvimento de novos genes e novas rotas bioldgicas na
etiologia dos TEA. Os resultados tém permitido ainda, com auxilio de ferramentas de
bioinformaética, a elaboracdo de rotas bioldgicas complexas, integrando os achados inéditos
com o0s genes “classicos” analisados nos estudos com genes candidatos, o que ressalta a

importancia desses estudos.
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Tabela 6. Principais resultados das analises de exoma e GWAS em estudos com

amostras de TEA ou associados a tracos ligados ao autismo

Tipo de estudo

- Variante identificada®

GWAS

5p14.1

5p14.1

MACROD2, KIAA0564, PLD5, POU6BF2, STSSIA2,
TAF1C

PRKCB1, CBLN1°

rs11894053, rs17622673, rs12578517"

Referéncia

Ma et al. (2009)
Wang et al. (2009a)
Anney et al. (2010)

Jones et al. (2013)
Ronald et al. (2010)

Exomas

FMRP lossifov et al. (2012)
UBE3A, CLTCL1, NCKAPSL, ZNF18 Chahrour et al. (2012)
ANK3, CLCNG6, HTR3A, RIPK2, SLIT3, UNC13B Bi et al. (2012)
MYH9 Marchani et al. (2012)
FOXP1, GRIN2B, SCN1A, LAMC3 O'Roak et al. (2011)
CHDS8, DYRK1A, GRIN2B, TBR1, PTEN, TBL1XR1 O'Roak et al. (2012b)
YWHAZ, DRP2 Toma et al. (2013)
AMT, PEX7, SYNE1, VPS13B, PAH, POMGNT1 Yu etal. (2013)
CHD8, KATNAL2 Neale et al. (2012)

CHDS8, NTNG1 O'Roak et al. (2012a)
SCN2A Sanders et al. (2012)
ANK3 Shi et al. (2013)

? Regido cromossdmica, gene ou rs; ° Resultados nominais, sem correcdo para multiplos testes; * Ver lista de

abreviaturas para nomes dos genes por extenso

A pesquisa de CNVs (copy number variantions), outra abordagem que vem sendo
bastante utilizada em genética psiquidtrica, envolve a descoberta de variacBes estruturais
raras no numero de copias de segmentos no genoma. Estas podem ser duplicaces,

inser¢Oes ou delecOes, herdadas ou ndo, que variam em tamanho de 1 quilobase (kb) a
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varios megabases (Mb). Estudos com diferentes amostras sugerem que as variantes
originadas pelas CNVs fazem parte da variabilidade normal do genoma humano (Abecasis
et al. 2012). Poréem, as mesmas sdo consideradas um fator de risco para algumas doencas
complexas, incluindo os TEA, e sugere-se que 0s genes envolvidos no comportamento
possuam um efeito dose-dependente, de acordo com o nimero de copias em que estiverem
presentes (Shishido et al. 2013; State and Levitt 2011). Além disso, geralmente possuem
forte associagdo com comprometimento intelectual e dismorfologias. A distribuicdo de
CNVs especificos na populacdo em geral ainda € desconhecida (Abecasis et al. 2012; Levy
et al. 2009). Porém, algumas CNVs sdo observadas mais frequentemente em pacientes com
TEA comparado com individuos de grupos controle (Freitag et al. 2010). Embora estejam
localizadas ao longo de todo genoma, em diferentes cromossomos, alguns exemplos
podem ser destacados (Freitag et al. 2010). A duplicacdo na regido do cromossomo 15g11-
13 tem sido associada aos TEA, déficit mental, convulsdes, alteracdes comportamentais e
de desenvolvimento. Outra alteracdo frequentemente observada envolve a regido 16p11.2,
envolvendo tanto duplicacdes quanto delecdes em cerca de 1% dos individuos com TEA.
Contudo, em ambos os casos, estas alteracdes ndo sdo exclusivas a esses transtornos e
podem ser observadas em individuos com outro perfil diagnostico. A frequéncia das CNVs
em individuos com TEA, nos diversos estudos j& realizados tem se mantido estavel,
variando entre 5-10%, enquanto que em controles a prevaléncia fica em torno de 1-2%.
Porém, os dados podem variar. Levy et al. (2011) analisaram 28 criangcas com TEA (casos)
e 62 adultos sem a doenca (controles); foram observadas 38 CNVs, sendo que em 100%
dos casos com TEA pelo menos uma CNV foi encontrada, enquanto que somente em
11,3% dos controles tais variantes foram descritas. Contudo, 14 CNVs foram comuns a
ambos os grupos, 19 observadas somente no grupo de casos, e 5 somente no grupo
controle.

Mesmo com essa diferenca marcante, € importante salientar que ha CNVs comuns
entre os dois grupos geralmente avaliados. Recentemente, a mesma CNV relacionada ao
risco de autismo e esquizofrenia, foi associada a déficits cognitivos em uma populacéo
controle (Stefansson et al. 2013). Por outro lado, estes estudos também séo importantes em
sugerir ou confirmar novas rotas metabolicas associadas aos TEA, como é 0 caso da
adesdo celular neuronal e da ubiquitina (Glessner et al. 2009). As variacGes descritas

usualmente ndo sdo transmitidas pelos pais, e podem estar previamente associadas a
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sindromes genéticas, como Prader-Wili e DiGeorge, e a outras doencas psiquiatricas, como
esquizofrenia (Cook Jr and Scherer 2008; Glessner et al. 2009; Marshall et al. 2008; Pinto
et al. 2010; Sanders et al. 2011; Sebat et al. 2007; Shen et al. 2010; Shishido et al. 2013).
Acredita-se ainda que, de modo geral, as CNVs ndo possuam penetrancia completa e que
seu efeito patogénico possa variar de acordo com a presenga ou auséncia de outras
variagcOes genéticas e mesmo ambientais (Stefansson et al. 2013).

O desenvolvimento de novas técnicas e metodologias na pesquisa em genética
molecular tem possibilitado o crescimento de informacdes e de conhecimento sobre o0s
TEA, permitindo que novas abordagens possam ser utilizadas na tentativa de elucidar sua
etiologia. Um estudo interessante, realizado por Poelmans et al. (2013), reuniu os dados
obtidos pelas investigacGes que utilizaram essas diferentes abordagens, na tentativa de
fazer uma interpretacdo mais completa, global e apurada dos mesmos. Os autores
avaliaram os resultados de GWAS, CNVs, exomas e outros dados genéticos em analises
conjuntas de bioinformatica. Através do enriquecimento de redes, foram descritos
resultados importantes envolvendo a regulacdo de esteroides, crescimento de neuritos e
sinapses glutamatérgicas. Analises como essa serdo de grande valia, ja que, congregando e
reavaliando resultados de diferentes estudos, conseguem ressaltar as informagdes mais

relevantes.

I. 5. 2. A influéncia dos fatores ambientais e outros agentes

na etiologia dos TEA

Condicbes médicas ndo genéticas, relacionadas a etiologia dos TEA, também séo
conhecidas. Durante a gestacdo, o uso de drogas ou medicamentos pela mée esta
relacionado a ocorréncia de prejuizos do neurodesenvolvimento em criangas. O valproato,
uma droga antiepilética, esta associado ao aumento do risco de ocorréncia de criangas com
TEA, comparando com criangas ndo expostas a esta droga durante a gravidez (Bromley et
al. 2008). O uso de outras substancias como a talidomida e o misoprostol (usado no
tratamento e prevencdo de Ulcera géastrica) também foram associados a casos de TEA
(Landrigan 2010). O abuso de alcool é considerado um dos fatores associados a presenca

44



de varias alteracdes e sintomas no recém-nascido. Na gestacdo, o efeito do alcool pode ser
direto, como um teratogénico, ou indireto, associado com a predisposicdo genética aos
TEA e ao alcoolismo. No entanto, nenhum dado epidemioldgico encontrou associacao
entre este fator e o0 aparecimento destas patologias, somente ha relatos de caso, com baixo
namero de individuos avaliados. Efeitos semelhantes sdo observados quando se avalia o
tabagismo e o0 uso de drogas ilicitas na gravidez (Newschaffer et al. 2007). Fatores
obstétricos gerais também parecem estar correlacionados com autismo e TEA, como
algumas caracteristicas da gestacao e possiveis complicacdes do parto e fatores neonatais.
Dentre estes fatores pode-se citar idade materna avancada, paridade, presenca de
sangramento uterino, infecgdes, cesarianas, incompatibilidade de Rh, baixo peso ao nascer
da crianca, tempo de gestacdo (parto prematuro), e baixo indice na escala de Apgar
(Newschaffer et al. 2007).

Sabe-se que, através de redes de comunicacdo que incluem o sistema imune e o
enddcrino, neurotransmissores, neuropeptideos e neurotrofinas estdo envolvidos no
neurodesenvolvimento e na funcdo neural. Alguns estudos ja foram realizados, porém a
maioria dos resultados ndo é replicada. A via metabdlica que relaciona os TEA com o
sistema imune ainda é ndo € clara, devido as limitacbes em avaliar os dados obtidos, e a
incerteza acerca da natureza dos processos de neurodesenvolvimento acometidos na
doenca. No entanto, a exposicdo pré-natal a agentes virais, como a rubéola e o
citomegalovirus, tem sido associada com os TEA (Libbey et al. 2008). A analise do fluido
cérebro espinhal e do sangue periférico de criancas com transtorno autista tem revelado
niveis atipicos de autoanticorpos para antigenos neurais, de imunoglobulinas, de citocinas
inflamatorias e de outros marcadores que podem indicar desregulacdo ou imaturacdo do
sistema imune inato e adaptativo. Fatores enddcrinos sdo avaliados no transtorno autista e
em TEA devido a maior incidéncia de casos em meninos e da associacdo com outras
doencas neuropsiquiatricas. Niveis anormais de horménios sexuais durante a gestacdo,
principalmente de testosterona, e seus efeitos na estrutura cerebral e no comportamento
também chamam a atencdo. Desregulacdo dos horménios reprodutivos maternos, uso de
tratamento para a infertilidade, horménios do hipotadlamo, da pituitaria, da adrenal, da
tireoide, e hormonios relacionados ao estresse também séo considerados relevantes para
investigacdo dos TEA (Newschaffer et al. 2007).
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Estudos em animais demonstram que o efeito do contato com metais durante a
gestacédo pode levar a alteragdes sutis de comportamento e hiperatividade (Newschaffer et
al. 2007). Em criancas, alguns metais relacionados a alteracdes do neurodesenvolvimento
também sdo considerados potenciais desreguladores enddcrinos. Estudos tém mostrado
efeitos adversos no crescimento e no desenvolvimento infantil na presenca de metais como
0 mercurio. No entanto, h& poucas investiga¢Ges incluindo pacientes com TEA, e 0s que
existem sdo inconsistentes. O metabolismo de alguns metais em criangas com TEA
revelam um padrdo de anormalidade, indicando a presenca de estresse oxidativo e de
comprometimento na atividade de metilacdo. Ambas as anormalidades, quando ocorrem,
sdo associadas ao atraso do desenvolvimento e sincronizacdo neuronal e a déficit de
atencdo (Deth et al. 2008). Um estudo avaliando poluentes do ar encontrou associagdo
moderada de TEA com niveis estimados de metais transportados pelo ar, principalmente de
mercurio, cadmio e niquel, no periodo do nascimento (Windham et al. 2006). Este mesmo
trabalho observou que a exposicdo materna a solventes, pode contribuir para a ocorréncia
de TEA, estando ainda relacionada ao surgimento de defeitos de tubo neural, e baixos
escores de funcionamento neurocomportamental (Laslo-Baker et al. 2004; McMartin et al.
1998).

Como pode ser visto, diferentes tipos de fatores ja foram sugeridos na etiologia
dos TEA. Entretanto, na maior parte dos casos fatores genéticos e ambientais parecem
atuar em conjunto para produzir o feno6tipo. Sabe-se que a interacdo entre estes fatores é
complexa, sendo que a heterogeneidade clinica importante dos TEA s6 contribui para a
complexidade de sua natureza multifatorial. Interagdes gene-gene (que considerem o efeito
de maltiplos loci, efeitos de epistasia entre eles, e também heterogeneidade genética entre
0S casos) ou gene-ambiente, e ainda fatores epigenéticos que alteram a funcdo do gene

estdo entre as possiveis areas de estudos futuros (Levy et al. 2009).
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l. 6. O NEUROTRANSMISSOR SEROTONINA

A serotonina foi inicialmente descrita em meados da década de 40 e desde entéo é
relacionada a diferentes funcdes fisiologicas. Este neurotransmissor € essencial em
algumas funcgoes cerebrais, como processamento sensorial, cognitivo, emocional, regulagéo
das respostas autbnomas e atividade motora, estando ainda envolvido no controle hormonal
da glandula pituitaria e hipotalamica. Desta forma, a serotonina j& foi associada a
modulacdo do humor e aumento do estresse, atuando ainda no musculo liso, na regulacao
gastrointestinal, na agregacdo plaquetaria, no sistema de inibicdo da dor e no controle
motor somatico (Lesch et al. 2012; Meneses 1999). A serotonina € uma monoamina,
também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), derivada do aminoacido triptofano a
partir de um processo de hidroxilacdo e subsequente decarboxilacdo. Sua sintese no
cérebro pode ser controlada pela quantidade de triptofano, proveniente da dieta, disponivel
no fluxo extracelular e que banha os neurdnios serotoninérgicos. A regulacdo da serotonina
e das funcdes serotoninérgicas dependem ndo somente da quantidade do seu precursor,
como também da influéncia do seu transportador e de seus receptores, distribuidos pelo
sistema nervoso central (SNC), bem como de moduladores da transcrigcdo génica, peptideos
neurotroficos, esteroides e psicotropicos, e enzimas de metabolizacdo (Hoyer et al. 1994;
Lesch and Waider 2012; Smidt and van Hooft 2013).

A influéncia da serotonina no SNC, especialmente no cérebro, é frequentemente
estudada. Os nucleos de rafe sdo os principais locais nos quais se encontram 0s neurdnios
serotoninérgicos, onde ocorre a sintese da serotonina. A partir destes nlcleos sdo enviadas
fibras que abrangem vérias reas do cérebro, como o hipotalamo, as estruturas limbicas e o
cortex cerebral (Jorgensen 2007; Roth et al. 2004; Ruggiero et al. 1999). O surgimento de
neurdnios serotoninérgicos é precedido por varios eventos padronizados e induzidos
precocemente durante o desenvolvimento, estabelecendo areas neurais distintas no cérebro
posterior, nos eixos antero-posterior e dorso-ventral. Cada area gera tipos especificos de
neurdnios, e a influéncia da expressao de diferentes proteinas resulta em grandes mudancas
na localizacdo e tamanho de populagdes neuronais serotoninérgicas, localizadas préximas
ao limite mesencéfalo-metencéfalo e no tubo neural. Os genes envolvidos especificamente

no desenvolvimento destes neur6nios ainda sdo pouco estudados, principalmente devido ao
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fato de que o funcionamento das proteinas implicadas é insuficientemente entendido (Scott
and Deneris 2005).

Em geral, a plasticidade é modulada por sinais sinapticos, que incluem estimulos
sensoriais, atividades neurais e experiéncias relacionadas a um evento. Essa plasticidade
estd associada a alteracbes em nivel celular e molecular, que permitem a modulacdo de
importantes atividades cerebrais. A plasticidade neuronal pode ser exemplificada pela agéo
da serotonina. Este neurotransmissor esta envolvido em atividades morfogenéticas basicas
durante o desenvolvimento cerebral e na capacidade adaptativa durante a vida. Diferentes
processos ocorrem durante a realizagdo dessas funcdes, tais como o0 controle da
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células neurais, crescimento de neuritos,
distribuicdo de axdnios, sinaptogénese e sinalizacdo trans-sinaptica (Daubert and Condron
2010; Gaspar et al. 2003). A serotonina esta ainda relacionada ao “cérebro social”, que
compreende varios processos e atividades em redes neuronais comprometidas na imitacao,
comunicagdo e cogni¢do (Amodio and Frith 2006; Carr et al. 2003). As evidéncias que
apontam sua associacdo com as funces acima descritas acrescentam mais um papel da
serotonina no desenvolvimento cerebral, intimamente relacionado a regulacdo das
moléculas de adesdo celular. Estas moléculas sdo componentes da maquinaria celular que
auxiliam na conexdo de neurbnios pré e pos-sindpticos, facilitando a transmissdo, a
plasticidade sinaptica e capacitando a interseccdo de circuitos neurais que processam as
informacdes (Dalva et al. 2007; Lesch and Waider 2012; Yamagata et al. 2003).

Alteracbes intra e interneural no sistema de transmissdo da serotonina podem
ocasionar pior funcionamento cognitivo e de aprendizagem, e parecem estar relacionados a
transtornos psiquiatricos, como ansiedade e depressdo (Lesch et al. 2012; Meneses 1999).
A influéncia deste neurotransmissor nos TEA é investigada ha alguns anos, através de
diferentes abordagens. O interesse em avaliar a serotonina nesses transtornos se deve ao
menos ha trés fatores principais, que incluem: sua importancia no neurodesenvolvimento,
seu papel no tratamento de sintomas, e a presenca de alteragdes dos seus niveis no sangue
de pacientes (Cook and Leventhal 1996; Hollander et al. 2005; Mulder et al. 2004;
Whitaker-Azmitia 2005).

Estudos de neuroimagem revelaram que o pico da capacidade de sintese de
serotonina cerebral ocorre em torno dos dois anos de idade em criangas com

desenvolvimento tipico, contudo este pico ndo é observado em criancas com autismo
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(Chandana et al. 2005). Considerando o inicio precoce da sintomatologia, estas alteracdes
podem sugerir uma participacdo fundamental da serotonina no desenvolvimento e nos
processos neuronais anormais que possivelmente contribuem para a etiologia dos TEA.
Alteracdes nos niveis de serotonina, na formacdo e maturacdo do SNC podem afetar a
neurotransmissdo, resultando em possivel sinaptogénese e desenvolvimento cerebral
anormais (Whitaker-Azmitia 2005).

A hiperserotonemia, ou aumento dos niveis plasmaticos de serotonina, é
encontrada em cerca de 30% dos casos com diagndstico de TEA, e, apesar da grande
heterogeneidade da doenca, tem sido um dos achados mais consistentes nos estudos
(Mulder et al. 2004). Embora a relacdo ndo seja bem conhecida, é possivel que a
concentracdo desse neurotransmissor nas plaquetas seja proporcional aos niveis
encontrados em neurdnios serotoninérgicos pré-sindpticos, pelo menos em algum grau,
tanto durante o desenvolvimento como no SNC maduro (Whitaker-Azmitia 2005). Por
outro lado, um dos principais sintomas presentes nos TEA foi associado com diminuigéo
de triptofano plasmatico: McDougle et al. (1996) demonstraram uma influéncia da reducéo
deste precursor em varios comportamentos estereotipados em uma amostra de adultos com
autismo. A sugestdo de que uma diminui¢do da serotonina possa estar implicada nos
sintomas de TEA ¢é corroborada por dados de estudos sobre farmacoterapia. O uso de
inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina é frequente no tratamento de sintomas
secundarios comuns da doenca, com melhora significante nos sintomas de ansiedade,
agressdo e na presenca de rituais obsessivos-compulsivos (Hollander et al. 2005).

Varios estudos genéticos tém buscado definir o papel de polimorfismos
associados a genes do sistema serotoninérgico nos TEA, incluindo os codificadores do
transportador e dos receptores de serotonina, além daqueles relacionados a sintese e aos
processos de neurodesenvolvimento cerebral, como o0s genes das moléculas de adesédo
celular. Apesar de alguns resultados contraditorios, estas evidéncias sugerem uma
interessante e valiosa hipotese de que estes genes possam estar envolvidos na etiologia e na
progressdo dos comportamentos apresentados pelos individuos com estes transtornos. No
entanto, ainda é necessario um melhor entendimento das proteinas e dos genes
relacionados a serotonina, sobretudo sua funcdo durante o periodo pré e pos-natal,

especialmente no inicio do desenvolvimento do cérebro e do SNC em geral.
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l. 6. 1. O gene do transportador de serotonina e sua

associacdo com TEA

O transportador do neurotransmissor serotonina (5HTT) tem sido associado,
através de varios estudos, inclusive genéticos, a diferentes condigdes psicologicas,
psiquiétricas e comportamentais. E considerado um dos principais reguladores da funcio
serotoninérgica, através do controle dos niveis sinapticos de serotonina. Apos se ligar aos
seus receptores na fenda sinaptica, a acdo do neurotransmissor deve ser finalizada, seja por
metabolizacdo, seja por recaptacdo para o neurbnio pré-sinaptico. O 5HTT é a molécula
transmembrana que faz esta recaptacdo nos neurbnios serotoninérgicos, regulando assim a

magnitude e duracdo da acao sinaptica da serotonina (Lesch and Mossner 1998).

O gene codificador do 5SHTT (SLC6A4) esta localizado no cromossomo 17g11.1-
g12, tem 14 exons distribuidos em 41,684 pb e codifica uma proteina de 630 aminoéacidos.
Entre os polimorfismos ja identificados neste gene, quatro foram avaliados no presente
trabalho, tendo sido selecionados com base nos resultados dos estudos ja publicados, nas
frequéncias dos alelos na populacéo e na provavel influéncia sobre a expressao do gene. A

distribuicdo destes polimorfismos ao longo do gene SLC6A4 é mostrada na figura 1
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Figura 1: Desenho esquematico do gene SLC6A4 e localizagdo dos polimorfismos estudados. Os
retangulos verticais representam 0s 14 exons (a espessura indica o tamanho relativo de cada exon); os tracos
horizontais entre os exons representam 0s introns; a regido promotora é mostrada como um retangulo branco.
SHTTLPR: regido promotora; rs2066713: intron 1; Stin2: intron 2; rs1042173: regido 3’UTR (adaptado de

Watanabe et al. 2011).
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O S5HTTLPR (serotonin transporter linked polymorphic region), localizado na
regido promotora, € o polimorfismo mais investigado entre todos os j& descritos no gene
SLC6A4. Ele é caracterizado por uma insercdo/delecdo de 44 pares de base, com duas
variantes comuns denominadas S (alelo curto) e L (alelo longo) (Heils et al. 1996; Lesch et
al. 1994). A variante L apresenta ainda uma substituicdo de A para G (rs25531), sendo em
decorréncia subdividida em La e Lg. Em descendentes de europeus o alelo Lg tem
frequéncia menor, aproximadamente 10%, em relacdo aos alelos S e La (40% e 50%,
respectivamente) (Wendland et al. 2008). A forma trialélica deste polimorfismo é
frequentemente considerada nos estudos devido a diferencas na transcricdo do gene. O
alelo La, comparado as variantes S e Lg, é associado com aumento da expressdo de RNAmM
e, consequentemente, da captacdo de serotonina pelo SHTT (S < Lg < La). Em relacéo aos
gendtipos, a maior expressaio de RNAm do transportador é observada com o gendtipo
Lala, seguida por Lalg, SLa (nivel intermedirio) e LgLg, SLg, SS (nivel baixo).
Hipoteticamente, o alelo S estaria associado com aumento extracelular dos niveis de
serotonina (Greenberg et al. 1999; Hu et al. 2006; Nakamura et al. 2010).

Nos TEA, a abordagem mais utilizada é a avaliacdo deste polimorfismo em
estudos de associacdo, especialmente através dos estudos baseados em familias. Incluindo
amostras de tamanho bastante variado, entre 30 e 130 trios (pai, méde e probando), os
achados tém sido inconsistentes, havendo resultados positivos para diferentes alelos, assim
como dados negativos. O alelo S foi associado com TEA em 4 estudos, e o alelo L em 3
estudos. J& outras investigacdes, inclusive uma meta-analise recente, ndo detectaram
associacdo entre 0o SHTTLPR e os TEA (Gadow et al. 2013; Huang and Santangelo 2008;
Kistner-Griffin et al. 2011; Nijmeijer et al. 2010). Associagdes com sintomas e
endofenotipos foram descritas, ainda que raramente. O alelo S foi associado com déficit de
comunicacdo e interacdo social, e o alelo L com presenca de movimentos repetitivos e
agressividade (Brune et al. 2006). Porém, é importante salientar que a maioria destes
trabalhos avaliou a forma bialélica do polimorfismo, o que, de acordo com os dados de
estudos de expressdo, ndo seria a forma de analise mais adequada. S, La e Lg. No Brasil,
apenas um estudo avaliou 5SHTTLPR, ja na sua forma trialélica (alelos S, La e Lg), em
individuos com TEA. Na analise de familias e no estudo caso-controle ndo foram

detectados resultados positivos. Entretanto, nos individuos com TEA, o genotipo LalLa foi
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associado com presenca de labilidade do humor (Longo et al. 2009). O mesmo genétipo foi
associado com gravidade da doenca e déficit social por Gadow et al. (2013).

A importancia do 5SHTTLPR nos TEA pode ser observada em outros aspectos,
como em relacdo a neuroanatomia. O volume do cortex cerebral parece ser influenciado
pelo gendtipo do SHTTLPR. A presenga do alelo S foi associada com aumento de volume
de massa cinzenta em uma amostra de criangas com TEA, principalmente na regido
cortical frontal (Wassink et al. 2007). Outras investigacbes demonstraram a associagdo
deste alelo com menor densidade serotoninérgica no cérebro (Praschak-Rieder et al. 2007)
e aumento da amigdala (Hariri et al. 2005). Estudos com modelos animais de TEA,
caracterizados por alteracbes na inervacdo serotoninérgica e diminuicdo dos niveis de
serotonina, durante o desenvolvimento do cértex observaram aumento da espessura
cortical pds-natal, mudancas estas que ndo se mantiveram no decorrer da vida (Boylan et
al. 2007). Raznahan et al. (2009) avaliaram a anatomia cerebral, através da andlise do
volume da massa cinzenta e branca, de individuos adultos com TEA; contudo, ndo
observaram associacao entre o polimorfismo SHTTLPR e alteracGes cerebrais. Os autores
sugerem que esta relacdo entre o gene SLC6A4 e a anatomia cerebral possa variar de
acordo com a idade, dado os resultados encontrados em outros estudos.

O polimorfismo localizado no intron 2, conhecido como Stin2, também é
frequentemente avaliado em estudos com TEA. Esse polimorfismo é caracterizado por um
namero variavel de repeticdes em tandem (VNTR — variable number tandem repeat) de
uma sequencia de 17 pb. Trés alelos sdo possiveis, nomeados de acordo com o numero de
repeticdes presentes: alelo 9, alelo 10 e alelo 12, contendo 9, 10 e 12 repeticbes da
sequencia de 17 pb, respectivamente (Lesch et al. 1994). O alelo 9 possui uma frequéncia
menor, comparado com o0s outros dois alelos. Em modelos animais, foi observado que o
alelo 12 atua como enhancer (acentuador da transcricdo), e estaria relacionado ao risco
para o aparecimento de TEA (MacKenzie and Quinn 1999). Contudo, os achados dos
estudos de associagdo sao inconsistentes. Os poucos resultados positivos observados com
as metodologias baseadas em familias indicaram associacdo com o alelo 12
individualmente, e com diferentes haplétipos, incluindo tanto o alelo 10 quanto o alelo 12.
Ja a meta-analise realizada ndo encontrou associacdo do Stin2 com TEA (Brune et al.
2006; Coutinho et al. 2007; Huang and Santangelo 2008).
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Os dois polimorfismos de nucleotideo Unico, ou SNPs (single nucleotide
polymorphism) mostrados na figura 1, o rs1042173 e o rs2066713 também j& foram
avaliados nos TEA. O SNP rs1042173 esta localizado na regido 3’UTR, e trata da troca de
uma timina por uma guanina (g.42944T>G). Analises de bioinformatica indicaram esta
regido como um potencial sitio de ligacdo para miRNAs (Chen and Rajewsky 2006). Além
disso, experimentos com cultura de células demonstraram associagdo deste polimorfismo
com alteracOes na expressdo génica do SLC6A4. Células transfectadas na presenca do alelo
G apresentaram um aumento nos niveis de RNAm e da proteina transportadora quando
comparadas a presenca do alelo T (Seneviratne et al. 2009). Entretanto, outro estudo,
publicado no ano anterior, relatou resultado antagonico a este; a partir hapl6tipos contendo
este SNP, o alelo T mostrou estar associado ao aumento da expresséo de RNAmM
(Vallender et al. 2008). Até o momento, apenas um estudo de associacdo em amostras de
TEA foi realizado, que ndo detectou nenhuma influéncia do rs1042173 sobre a doenca (Ma
et al. 2010). Porém, a associacdo deste SNP com dependéncia de &lcool e nicotina, e com
comportamento suicida (Enoch et al. 2013; Seneviratne et al. 2013; Seneviratne et al. 2009;
Yang et al. 2013), aléem do seu possivel impacto funcional, indica que ele pode ser
importante em diferentes fenotipos psiquiatricos, incluindo sintomas presentes nos
pacientes com TEA.

Por fim, o SNP rs2066713 (g.16290G>A), localizado no intron 1, j& foi associado
com TEA e com varia¢do nos niveis de serotonina, apesar de ndo possuir efeitos funcionais
descritos, indicando uma possivel influéncia na etiologia do autismo. Em analises de
familias, ambos os alelos G e A foram associados com TEA, inclusive dependendo da
presenca ou auséncia do histdrico familiar destes transtornos. O alelo G foi associado aos
TEA na auséncia, e o alelo A na presenca de historico familiar (Ma et al. 2010; Valencia et
al. 2012; Weiss et al. 2005a).

Os resultados dos estudos genéticos corroboram a influéncia do sistema
serotoninérgico nos TEA, e mais especificamente do 5HTT, sugerindo que as
manifestacOes vistas nestes transtornos possam ser moduladas via este neurotransmissor e

seu transportador.
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1. 7. MOLECULAS DE ADESAO CELULAR - INTEGRINAS

As moléculas de adesdo celular sdo glicoproteinas da superficie celular que
medeiam a adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular. Possuem importante papel no
desenvolvimento neural, principalmente na formacdo e funcionamento de sinapses,
exibindo padrdes especificos de expressao, que sdo ativados em certas regides do cérebro,
em certos estagios do neurodesenvolvimento (Luo and Springer 2006).

Entre os diferentes grupos dessas moléculas destacam-se as integrinas, que sao
receptores de membrana heterodiméricos. A descoberta do receptor de fibronectina
caracterizado como uma glicoproteina de superficie celular deu inicio aos estudos dessas
moléculas (Tarone et al. 1982). A fibronectina tem a capacidade de ligar-se a varias
substancias diferentes, desempenhando diversas funcdes fisiologicas. Especialmente na
embriogénese, é responsavel pela orientacdo da migracao celular (Duband et al. 1990).

As integrinas consistem de duas subunidades transmembrana que formam um
heterodimero ndo covalente, a e . Estas subunidades sdo organizadas em duas familias
distintas que ndo compartilham homologia, familias o ¢ B, e que juntas formam a
superfamilia das integrinas. Em humanos, existem pelo menos 18 subunidades a e oito 3
(figura 2). Cada integrina liga-se a uma ou vérias subunidades especificas, sempre através
da ligacdo of}. Por exemplo, a subunidade Bl tem a maior capacidade de interagdo,
podendo ligar-se a 11 subunidades o diferentes. Ja a integrina B3 pode formar
heterodimeros com a subunidade aV e allb (Takada et al. 2007). Embora a distribuicéo
celular e tecidual seja particular para cada uma delas, varias integrinas sdo expressas, entre
outros, em células neuronais, nas sinapses do SNC e sdo associadas ao seu funcionamento
(Chavis and Westbrook 2001; Einheber et al. 1996). Os genes que codificam as
subunidades de integrinas estdo distribuidos em diferentes cromossomos, de acordo com
sua expressdao. Por exemplo, os genes das subunidades expressas em leucdcitos estdo
agrupados em 16pl1, enquanto que os genes codificadores de integrinas em plaquetas e
células endoteliais ocorrem em 17g21.32 (Takada et al. 2007). A analise de astrocitos de
tecidos cerebrais em adultos tem demonstrado a presenca de varias moléculas, inclusive

fibronectina, laminina e integrinas, como a allbB3 (Archelos et al. 1999).
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Figura 2. A familia das integrinas humanas e suas ligagcbes formando heterodimeros. S&o
conhecidos 24 heterodimeros diferentes em humanos. Cada linha representa uma possivel ligacdo (Takada et
al. 2007).

A superfamilia das integrinas € o principal mediador das interacGes entre célula-
célula e célula-matriz extracelular. Traduzem de maneira eficiente sinais de, e para, 0
ambiente extracelular, e deste para a sinalizacdo intracelular e citoesqueleto, ao mesmo
tempo em que modulam cascatas de sinalizacdo iniciadas por outros receptores celulares
(Schmid and Anton 2003). Essas moléculas reconhecem ligantes da matriz extracelular e
da superficie da célula, inclusive motivos de aminoécidos. De acordo com a especificidade
dos ligantes, as integrinas podem ser agrupadas em: ligadas a laminina, colageno,
leucdcitos e aquelas que reconhecem RGD (tripeptideo Arginina-Glicina-Aspartato)
(Chavis and Westbrook 2001; Einheber et al. 1996). Algumas integrinas ligam-se somente
a um tipo de ligante, enquanto que outras se ligam a varios tipos especificos. Através de
varios estimulos, regulam a afinidade de ligagdo dos motivos e entre os ligantes,
permitindo condicionar a intensidade de ades&o durante interacGes e migracGes celulares
(Barczyk et al. 2010; Hynes 1992; Milner and Campbell 2002). Além disso, sua estrutura
heterodimérica possibilita alteracdes conformacionais, o que auxilia as ligacOes. As

analises da estrutura proteica das integrinas, especialmente aVP3 e allbB3, mostram
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maltiplos dominios, e mudancas nas suas conformacdes podem afetar a ligacdo dos
ligantes, na porcdo extracelular destas moléculas (Takada et al. 2007).

As integrinas ndo agem apenas como receptores na adesdo celular; elas séo
capazes de transmitir informacdes sobre a identidade quimica e o estado fisico de seus
ligantes nas células (Giancotti and Ruoslahti 1999). Possuem ainda varias funcdes,
relacionadas a organizacdo do citoesqueleto; modulagdo nas transducgdes de sinal que
controlam funcgdes celulares como migracdo, proliferacdo, diferenciacdo, controle da
sobrevivéncia e motilidade celular; e influéncia na morfogénese durante o
desenvolvimento (Schwartz et al. 1995; Tarone et al. 2000).

MutacBes nos genes das subunidades sdo correlacionadas a varias alteracoes
clinicas em humanos e camundongos, afetando geralmente 0s mesmos mecanismos.
Estudos com camundongos knockout para diferentes integrinas revelam que essas
moléculas desempenham um papel importante no desenvolvimento, na angiogénese
sanguinea e linfatica, na formacdo de trombos, na integridade da pele e nas respostas
imunes (Takada et al. 2007). Particularmente, camundongos null B3 apresentam perdas
embrionarias, defeitos na placenta, funcionamento anormal de osteoclastos, aumento na
formacdo de vasos e tumores, e déficits na aprendizagem e formacdo da memdria
(Hodivala-Dilke et al. 1999; McHugh et al. 2000; Milner and Campbell 2002; Taverna et
al. 2005; Taverna et al. 2004). Mutagdes nas integrinas allb e B3 sdo associadas com a
trombastenia de Glanzmann, doenca caracterizada por disfuncdo plaquetaria e hemorragia
(Hogg and Bates 2000).

Devido a gama de fungdes e processos vinculados as integrinas, as interacoes
entre estas e seus ligantes tém sido analisadas com o intuito de desenvolver novos
medicamentos. Um exemplo destes estudos & a utilizacdo do anticorpo anti-pB3, que
dificulta a ligacdo entre a integrina ollbB3 das plaquetas com o fibrinogénio, ativador desta

integrina, atuando, entdo, na prevencédo de trombose (Gabriel and Oliveira 2006).
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. 7. 1. O gene da integrina B3 e sua associacdo com TEA

Estudos genéticos, principalmente GWAS e de exomas, tém demonstrado a
influéncia desta classe de moléculas em amostras de TEA, com a ocorréncia de um nimero
expressivo de genes envolvidos (Anney et al. 2010; Ye et al. 2010b).

A integrina B3 (ITGB3) pertence a classe das integrinas ligadas ao tripeptideo
RGD e é descrita como uma glicoproteina Illa (GP Illa), que consiste na subunidade beta
do complexo GP Ilb/llla (allbP3). Este complexo funciona como receptor de proteinas de
adesdo na membrana de plaquetas. Outro complexo formado pela GP Illa é a integrina
aVP3, que é expressa na superficie de neurbnios. A atividade da ITGB3 estd, entdo,
implicada principalmente com a agregacdo plaquetaria e com o desenvolvimento e
funcionamento cerebral (Chavis and Westbrook 2001). Esta molécula parece estar
associada também ao funcionamento das sinapses. Chavis and Westbrook (2001)
analisaram a sinalizacdo na fenda sinaptica, entre os terminais pré e pos-sinapticos,
essencial para o desenvolvimento e funcionamento das sinapses, sugerindo que as
interacdes bidirecionais poderiam envolver moléculas de adesdo celular. Analises in vitro
demonstraram que as integrinas, em especial a ITGB3, séo essenciais para a maturacdo das
sinapses no hipocampo, participando da formacdo de neuritos e da plasticidade sinéptica.

Através de diferentes abordagens foi possivel inferir que a ITGB3 esta associada
com a neurotransmissao serotoninérgica, inclusive por meio de interacdo com o 5HTT.
Estudos in vivo e in vitro relacionam variantes da ITGB3 com o aumento da expressdo do
transportador e da recaptacdo de serotonina, sugerindo que esta molécula possa estar
envolvida na atividade dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (Carneiro et al.
2008; Whyte et al. 2013; Ye et al. 2010a). Um estudo com camundongos mostrou que a
deficiéncia para o S5HTT estava associada com alteracBes na agregacdo plaquetaria.
Observou-se que o fibrinogénio, ativador da allbf3, aumenta a atividade de SHTT nas
plaquetas através de uma interacdo desta integrina com a porcdo C terminal do
transportador. Estes dados foram corroborados na analise de camundongos knockout para a
ITGB3, em que foi verificada uma diminuicdo da atividade do 5SHTT nas plaquetas, e por
analises de cultivo celular em que, na presenga de uma integrina 3 ativada, foi verificada
um aumento na atividade de SHTT (Carneiro et al. 2008). A partir destes resultados em

plaquetas, sugere-se a ocorréncia de mecanismo semelhante em neurénios, implicando em
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efeitos na atividade sinaptica devido a influéncia da ITGB3 e da sua interacdo com o
sistema serotoninérgico. Whyte et al. (2013) sugerem que a ITGB3 modula o sistema
serotoninérgico em nivel sinaptico através do heterodimero aVB3, que é expresso em
membranas pos-sinapticas.

Em um importante estudo de associa¢do e ligacdo em larga escala gendmica, 0
gene da ITGB3 (ITGB3) foi identificado como um loco de caracteristica quantitativa (QTL
— quantitative trait locus) para os niveis de serotonina no sangue (Weiss et al. 2004).
Estudos subsequentes, do mesmo grupo de pesquisa, revelaram que esta associacao
observada e sexo especifico, sendo mais fortemente correlacionada em meninos do que na
amostra em geral (Weiss et al. 2005a; Weiss et al. 2005b) e com autismo (Weiss et al.
2006a). Estudos genéticos também mostram uma interacdo especifica entre o 5HTT e a
ITGB3. Dados de expressao, de humanos e ratos, revelaram correlacdo positiva entre o0s
genes ITGB3 e SLC6A4. Do mesmo modo, a variacdo genética do ITGB3 foi associada
com a expressdo tanto de ITGB3 como de SLC6A4. Evidéncias deste estudo apontam ainda
uma interacdo entre polimorfismos de ambos 0s genes na suscetibilidade ao autismo
(Weiss et al. 2006b). Alteracbes no comportamento social e repetitivo em camundongos
knockout para o ITGB3 também foram observadas (Carter et al. 2011), assim como
diferencas no volume de &reas cerebrais associadas com autismo e com sistema
serotoninérgico, como corpo caloso, hipocampo, amigdala e lobos frontal e parietal-
temporal (Ellegood et al. 2012).

Com base nessas evidéncias alguns estudos genéticos tém procurado detectar a
influéncia de variantes do gene ITGB3 nos niveis de serotonina e nos TEA. Este gene esta
localizado no cromossomo 17g21.3, aproximadamente a 20cM do gene SLC6A4,
possuindo 15 exons distribuidos em 90,451 pb. Varios polimorfismos em diferentes
regibes ao longo do gene tém sido associados com TEA, tanto através da analise de
familias como de anélises caso-controle (Coutinho et al. 2007; Ma et al. 2010; Singh et al.
2013; Weiss et al. 2006b). No presente trabalho, foram avaliados cinco polimorfismos. A
selecdo das variantes foi estabelecida com base nos resultados positivos de estudos prévios,
na possivel influéncia sobre a expressdao do gene, na frequéncia dos alelos descritos em
populacbes de descendentes de europeus e na localizagdo, de modo que ficassem
distribuidos em diferentes regides do gene. Essa distribuicéo é apresentada na figura 3.
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Figura 3: Desenho esquematico do gene ITGB3 e localizagdo dos polimorfismos estudados. Os
retdngulos verticais representam 0s 15 exons (a espessura indica o tamanho relativo de cada exon); os tracos
horizontais entre os exons representam os introns; a regido 5’ UTR ¢é representada no trago anterior ao exon
1. 1s2317385: regido 5’UTR; 1s5918: exon 3; rs15908: exon 9; rs12603582: intron 11; rs3809865: regido
3’UTR. Adaptado de Weiss et al. (2006a).

A variante mais abordada pelos estudos com TEA é o rs5918 (posicdo
34523T>C), localizado no exon 3. Trata-se da troca de uma leucina por uma prolina na
posicdo 33 da proteina (Leu33Pro). Até o momento sua influéncia funcional é apenas
sugerida, devido a troca de aminoacidos. O mesmo ocorre com o SNP rs3809865,
localizado na regido 3’UTR. Andlises de bioinformatica indicam a presenca de dois
mMiRNAs (hsa-mir-124 e hsa-mir-506) proximos ao local deste polimorfismo, sugerindo
que um efeito deste SNP na expressdo do ITGB3 através da interacdo com estes elementos
(Ma et al. 2010; Zhang et al. 2013). As outras variantes comuns analisadas em diferentes
estudos com TEA, inclusive as selecionadas para esta investigacdo, ndo apresentam dados
marcantes acerca da possivel influéncia na expressdo do gene ITGB3. Estudos funcionais
que envolvam estes SNPs, seja com modelos animais ou cultura de células, ndo foram
ainda realizados. Entretanto, os estudos de associagdo mostram resultados interessantes.

O SNP rs5918 foi associado com diferentes fendtipos, incluindo niveis de
serotonina, autismo, trombose, fraturas e doencas coronarianas. Particularmente, o alelo
33Pro tem sido associado com o aumento dos niveis plasmaticos de serotonina, em
controles e em individuos com TEA. Contudo, em anélises de familia, o alelo Leu foi
associado com autismo e com TEA, por Weiss et al. (2006a) e Singh et al. (2013). Um
efeito de interacdo com o gene SLC6A4 tanto nos niveis de serotonina como nos TEA foi
sugerido por Ma et al. (2010) e Coutinho et al. (2007). Outros estudos semelhantes,

contudo, falharam em detectar tais associa¢bes (Coutinho et al. 2007; Goldschmidt-
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Clermont et al. 1999; Pastinen et al. 1998; Tofteng et al. 2007; Weiss et al. 1996; Weiss et
al. 2005b; Weiss et al. 2006a).

O polimorfismo localizado no exon 9, rs15908 (42130A>C, Val381Val) tem sido
associado, assim como o SNP anterior, aos niveis de serotonina e com autismo. O alelo C
esta relacionado ao aumento dos niveis de serotonina em controles e em casos com TEA.
Estudos de familias ndo observaram a influéncia isolada deste SNP sobre a etiologia da
doenga, contudo, uma interacdo significante com o gene SLC6A4 foi observada. Em
individuos com TEA heterozigotos para o polimorfismo SHTTLPR (genotipo SL), o alelo
A do rs15908 foi mais transmitido do que seria esperado ao acaso. Outro gene do sistema
serotoninérgico (TPH — tryptophan hydroxylase) também foi associado aos TEA a partir de
uma analise de interacdo de diferentes polimorfismos com o rs15908 do gene ITGB3. O
alelo sugerido como de risco para a etiologia da doenca é diferente conforme a interacao
testada (Coutinho et al. 2007; Ma et al. 2010; Singh et al. 2013; Weiss et al. 2006a; Weiss
et al. 2006b). A trombastenia de Glanzmann, um transtorno relacionado a hemorragias,
também ja foi associado a este SNP (Jin et al. 1996). Entretanto ainda ndo foi possivel
determinar claramente de que maneira ocorre a influéncia desta variante na expressdo do
gene.

Outros trés SNPs, rs2317385 (3475G>A, na regido 5’UTR), rs12603582
(51370G>T, no intron 11) e rs3809865 (62379T>A, na regido 3°'UTR) também ja foram
investigados em relacdo aos TEA e/ou metabolismo de serotonina. O alelo G do rs2317385
foi correlacionado com diminuicdo dos niveis de serotonina em individuos com e sem
diagndstico de TEA. Entretanto, outro estudo em pacientes com TEA demonstrou niveis
elevados deste neurotransmissor em heterozigotos, e niveis intermediarios em homozigotos
GG. Analises de familias com TEA ndo detectaram nenhum resultado positivo com este
SNP (Napolioni et al. 2011; Weiss et al. 2006a). O rs3809865 foi associado com TEA em
um dos primeiros trabalhos que avaliou ambos os genes SLC6A4 e ITGB3, encontrando
uma interagdo entre 0 rs1042173 do SLC6A4 e 0 rs3809865 do ITGB3 em uma amostra de
individuos com autismo (Mei et al. 2007). Além de um efeito isolado do rs3809865, uma
interacdo entre 0 SLC6A4 e este SNP foi novamente observada por Ma et al. (2010),
usando como covariavel nas analises género e histéria familiar. Somente o rs12603582 nao
apresenta resultados positivos prévios com serotonina e/ou TEA. Porém, Napolioni et al.

(2011) sugerem uma influéncia deste SNP sobre os TEA devido aos resultados borderline
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obtidos em andlises de familias. Este estudo verificou também o efeito de outros
polimorfismos presentes no ITGB3, tanto sobre o autismo em si como sobre endofen6tipos
sugeridos. A analise de haplotipos encontrou uma associacdo com autismo no estudo de
familias, e marcadores individuais foram associados com parto pré-termo e com niveis de
serotonina em TEA.

Considerando todos os estudos realizados até o0 momento, somente dois trabalhos
ndo detectaram nenhuma influéncia de variantes genéticas do gene ITGB3 sobre a
suscetibilidade aos TEA (Cochrane et al. 2010; Valencia et al. 2012), reforcando a hipotese
de que a integrina ITGB3 tem influéncia sobre esses transtornos. Como a maioria desses
estudos envolve a interagdo entre os genes ITGB3 e SLC6A4, sugere-se que tal influéncia
seja modulada pela serotonina, mais precisamente pela interacdo com o gene SLC6A4.
Porém, um efeito individual do gene ITGB3 também é plausivel. Todas essas questfes
precisam ser investigadas, de modo a compreender melhor o envolvimento desta integrina

na etiologia dos TEA.
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Il. 1. JUSTIFICATIVA

Como descrito anteriormente, a etiologia dos TEA ainda ndo esta clara, e 0s
resultados dos estudos tém sido, em sua maioria, inconsistentes e ndo replicados. Mesmo
em relacdo ao gene SLC6A4, um dos principais genes investigados nos TEA, os estudos
ainda sdo poucos, limitados a alguns polimorfismos e com resultados inconclusivos. Isso
contrasta com as evidéncias que sugerem o envolvimento do metabolismo serotoninérgico
na neurobiologia desses transtornos, indicando a necessidade de novas investigacbes com o
gene SLC6A4, levando em conta diferentes variantes individualmente e em conjunto, assim
como aspectos da sintomatologia dos TEA.

Os ultimos estudos em larga escala do genoma sugerem influéncia de variantes
relacionadas ao desenvolvimento do SNC nos TEA, como as moléculas de adeséo celular.
Embora os resultados obtidos por estes estudos geralmente ndo sejam replicados, as
hipo6teses levantadas sdo importantes para o entendimento dos transtornos. 1sso pode ser
visto pelos resultados interessantes, embora reduzidos, que ja foram obtidos nos estudos de
associacdo com moléculas de integrinas, especificamente a integrina $3. A maior parte
destes estudos avaliou um possivel efeito do gene ITGB3 em interagdo com o SLC6A4; os
resultados, entretanto, sdo bastante controversos e precisam ser confirmados. Além disso,
embora a andlise de interacdo de diferentes sistemas e genes seja fundamental em doengas
complexas, existe uma lacuna que deve ser preenchida no que diz respeito ao possivel
efeito individual do gene ITGB3.

No Brasil, praticamente ndo ha estudos sobre os possiveis fatores que influenciam
a etiologia dos TEA. Especificamente em relacdo a estudos genéticos, ha poucas
publicacGes sobre a susceptibilidade a estas patologias, com foco principal no metabolismo
do neurotransmissor serotonina (Longo et al. 2009; Orabona et al. 2009) e do folato (dos
Santos et al. 2010), e com resultados diversos. Longo et al. (2009) ndo encontraram
associacdo entre TEA e o polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 através de uma
abordagem baseada em familias. Contudo, este polimorfismo parece influenciar a
expressao fenotipica dos TEA, ja que um dos genétipos foi mais frequente entre os
pacientes que apresentavam instabilidade do humor. Orabona et al. (2009) avaliaram a
influéncia de diferentes polimorfismos em genes codificadores dos receptores 1B e 2C de

serotonina (HTR1B e HTR2C, respectivamente) sobre os TEA. Através de uma analise de
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familias, foi verificada uma transmissdo diminuida de um dos hapl6tipos no loco HTR1B,
sugerindo associacdo com este gene. Em relagdo ao metabolismo do folato, dos Santos et
al. (2010), estudando o polimorfismo funcional C677T do gene que codifica a enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), ndo encontraram qualquer associacédo, seja na
comparagdo entre casos e controles, seja na comparacdo de diferentes comportamentos
autistas entre os pacientes com TEA.

Dada a escassez de pesquisas sobre o tema no Brasil, o numero reduzido de
estudos com ambos SLC6A4 e ITGB3 na literatura e a inconsisténcia dos achados relatados
até o momento, percebe-se a necessidade da realizacdo de novos estudos de associacdo
com TEA. Estes devem considerar a heterogeneidade clinica, (neuro)biolégica e etioldgica
da doenca, e utilizar diferentes abordagens que contemplem esses aspectos, tais como o
estudo de subgrupos de pacientes, de endofenotipos, e analises de efeito génico individual
x efeitos de interacdo. Todos esses esforgos sdo necessarios para se tentar elucidar a
complexa arquitetura genética que embasa a origem e manifestacdo fenotipica dos TEA.
Um maior entendimento desses mecanismos certamente contribuird para um atendimento
mais diferenciado dos pacientes e suas familias, o que certamente se refletird na sua

qualidade de vida.
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>

1. OBJETIVO GERAL:

Investigar a influéncia de diferentes variantes genéticas na origem dos
transtornos do espectro autista e em diferentes manifestacdes clinicas

apresentadas pelos individuos com este diagndstico

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Investigar a possivel influéncia de diferentes polimorfismos dos genes
SLC6A4 e ITGBS3, individualmente e em haplétipos, no diagnostico de
TEA, a partir de um estudo de familias de probandos com esses
transtornos;

Investigar a possivel influéncia destas variantes genéticas, individualmente
e em hapldtipos, nas manifestagdes clinicas mais comuns em probandos
com TEA,

Investigar a possivel influéncia dos polimorfismos testados sobre os
escores de gravidade dos TEA;

Verificar a possibilidade de um efeito de interacdo entre os genes SLC6A4
e ITGB3 sobre as manifestacbes clinicas mais comuns em probandos com

esses transtornos.
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Abstract:

Autism spectrum disorders (ASD) represent a group of very complex early-onset
neurodevelopmental diseases. In this study, we analyzed 5 SNPs (rs2317385, rs5918,
rs15908, rs12603582, rs3809865) at the B3 integrin locus (ITGB3), which has been
suggested as a possible susceptibility gene, both as single markers and as part of
haplotypes in 209 ASD children and their biological parents. We tested for association
with the following: a) DSM-IV ASD diagnosis; b) clinical symptoms common in ASD
patients (repetitive behaviors, echolalia, seizures and epilepsy, mood instability,
aggression, psychomotor agitation, sleep disorders); and c) dimensional scores obtained
with the Autism Screening Questionnaire and the Childhood Autism Rating Scale. These
hypotheses were investigated using family-based tests, logistic regression models and
analysis of covariance. The family-based tests showed a trend for an association with
rs15908 (p=0.067; p¢or=0.335) and an association with the H5 haplotype, which was
transmitted less often than expected by chance (p=0.006; pcor=0.036). The analyses of the
clinical symptoms showed a trend for an association with rs12603582 (p=0.008;
Pcor=0.064) and positive results for the haplotype composed of rs15908 and rs12603582
(Pyicorr=0.048; Pindcor=0.015), both for symptoms of echolalia. Other nominal associations
with different variants were found and involved epilepsy/seizures, aggression symptoms
and higher ASQ scores. Although our positive results await replication before any
conclusions can be drawn, they suggest small effect associations of the ITGB3 gene with
both ASD diagnosis and symptoms of echolalia. Other studies are nonetheless needed to

fully understand the involvement of this locus on ASD and its different clinical aspects.
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Introduction:

Autism spectrum disorders (ASD) are early-onset neurodevelopmental conditions
characterized by impairments in communication and social interaction as well as repetitive
and stereotyped behaviors. ASDs are comprised of autism disorder, Asperger disorder and
pervasive development disorder-not otherwise specified (PDD-NOS) (O'Hare 2009).
Although the core symptoms are the same, they these are very complex and heterogeneous
diseases with a wide variety and severity of clinical manifestations. Among these, mood
instability, aggression (self-directed and/or toward others), repetitive and restrictive
behaviors, seizure episodes, and comorbidity with echolalia, epilepsy, sleep disorders and
attention deficit/hyperactivity disorder are markedly common in probands with ASD
(Grossi et al. 2012; Mazefsky et al. 2013; Kanemura et al. 2013; Levy et al. 2009; Rutter
2013; Bishop et al. 2013).

In the last few years, data on the prevalence of ASDs in the population has
changed across studies, but recently published data by the Autism and Developmental
Disabilities Monitoring Network estimated that 1 out of 88 children are affected with
ASDs (CDC 2012). Only approximately 15% of ASD cases could be associated with
known genetics causes, such as fragile X syndrome and maternal duplication in the region
15g11-13. Most cases have a multifactorial origin, with the involvement of both genetic
and environmental factors in their etiology (Betancur 2011). Although Hallmayer et al.
(2011) suggest that environmental factors could explain approximately 55% of autism, the
majority of twin studies indicate that ASDs are among the most strongly genetic behavioral
conditions, with an estimated heritability of up to 80% (Ronald and Hoekstra 2011).

Changes in the concentration of plasma serotonin are one of the most consistent
results in ASD pathophysiology, with patients usually showing higher levels of platelet
serotonin (Cook and Leventhal 1996; Mulder et al. 2004). Although the relationship is not
well known, the concentration of this neurotransmitter in platelets can be somewnhat
proportional to the levels in presynaptic serotonin neurons, both in the mature central
nervous system and during its development; thus, changes in serotonin levels could affect
neurotransmitter function and consequently result in abnormal synaptogenesis and brain
development (Whitaker-Azmitia 2005).

New approaches, such as genome-wide association studies (GWAS), have

revealed novel biological pathways in addition to serotoninergic neurotransmission. For
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example, protein-protein interactions, signaling and cellular communication have been
shown to be associated with ASD (Anney et al. 2010). Among neural cell adhesion
molecules, B3 integrin (ITGB3), which mediates cell-cell and cell-matrix adhesion,
appears to be interesting because several studies demonstrated the interaction of this
molecule with serotonin, leading to changes in its plasma levels (Weiss et al. 2004; Weiss
et al. 2005). Furthermore, subsequent studies in vivo and in vitro have shown that variants
of ITGB3 are associated with an increase in both the expression of the serotonin
transporter and the uptake of serotonin, suggesting that 3 integrin might be involved in
selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI) activity (Carneiro et al. 2008; Ye et al. 2010;
Whyte et al. 2013). This group of drugs has been successfully used to treat symptoms, such
as aggression and anxiety, commonly observed in ASD patients, (Hollander et al. 2005).
ITGB3 is likewise involved in platelet aggregation, brain development and functioning,
which are also associated with autism (Chavis and Westbrook 2001; Weiss et al. 2006b;
Coutinho et al. 2007; Napolioni et al. 2011; Singh et al. 2013; Weiss et al. 2006a; Mei et
al. 2007; Ellegood et al. 2012). This association can be further corroborated by studies with
animal models. Work from Carter et al. (2011) observed changes in social and repetitive
behavior, phenotypes that are relevant to autism, in B3 integrin knockout mice. The same
animal model was investigated by Ellegood et al. (2012), who showed differences in
relative volumes of several brain areas related to both autism and the serotonin system. The
association of ITBG3 with serotoninergic function was also observed by Whyte et al.
(2013) in different mouse models, either individually or in interaction with a serotonin
transporter. The gene that encodes ITGB3 is therefore a suitable candidate for association
studies in ASD samples.

The ITGB3 gene encodes glycoprotein Illa (GP Il1a), which is the beta subunit of
the platelet membrane adhesive protein receptor complex GPIIb/Illa and is also expressed
on neuron surfaces. ITGB3 is located on chromosome 17921.3, approximately 20 cM distal
to the serotonin transporter gene (SLC6A4). Various polymorphisms in different regions of
the gene have been described and associated with ASDs. In studies with these samples, the
functional variant Leu33Pro (rs5918) was the major polymorphism related both to the
disorder and to serotonin levels (Coutinho et al. 2007; Ma et al. 2010; Singh et al. 2013;
Weiss et al. 2006a), although other positive results showing associations with serotonin

levels and/or an ASD diagnosis have been found for different ITGB3 single markers or
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haplotypes. The role of this locus in the disease has also been demonstrated by positive
results obtained from interaction models with other genes, including the SLC6A4 gene
(Coutinho et al. 2007; Napolioni et al. 2011; Singh et al. 2013; Weiss et al. 2006a; Weiss et
al. 2006b).

All of this evidence suggests that the ITGB3 locus is related to ASD susceptibility
either directly or indirectly through an interaction with serotonin. However, it is still not
clear to what level this gene affects ASD etiology. Most of the published studies did not
evaluate its possible individual role in these disorders. Furthermore, few reports analyzed
its influence in common symptoms and other suggestive ASD endophenotypes. The aim of
the present work is therefore to investigate the possibility of an association between the
ITGB3 gene and ASDs, both considering the disorders as a nosologic definition according
to DSM-IV criteria (APA 2000) and exploring the possible influence of this gene on
specific clinical symptoms commonly observed in the probands, which is a very interesting
and promising approach in ASD molecular research.

Methods:
Sample:

The sample consisted of 209 ASD children and their biological parents. Part of the
sample (149 families) was previously obtained and described by Longo et al. (2009). The
other part was collected for the present study and includes 53 families obtained from the
Clinics Hospital of Porto Alegre (HCPA), the teaching hospital of Federal University of
Rio Grande do Sul (UFRGS), and 7 families from the Psychology Department of UFRGS.

The research protocol and exclusion criteria also followed Longo et al. (2009),
resulting in a sample of idiopathic ASD cases. Briefly, all probands were diagnosed
according to DSM-IV, fulfilling the criteria for autistic disorder, Asperger disorder or
PDD-NOS. This diagnosis was based on clinical examinations performed by medical
professionals in regular appointments (an average of 3-4 appointments) at the
Neuropediatric Outpatient Unit from HCPA. This process was always conducted by one
neuropediatrician, with a second neuropediatrician participating in the clinical observations
and confirming the diagnosis. For all probands, data on the presence or absence of clinical
symptoms commonly observed in ASD patients were also collected. These symptoms

included repetitive behaviors, echolalia, seizures and epilepsy (at least 2 unprovoked
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seizures), mood instability, aggression (including unprovoked and recurrent aggressive
behavior towards self and/or others), psychomotor agitation and sleep disorders. These
data were obtained during the regular appointments inquiring the parents and/or caregivers
whether the patient exhibited each type of symptom; the answer were considered positive
if the symptom was present before the beginning of the treatment with prescribed drugs.
Further information was acquired through clinical observations made by the
neuropediatricians and queries into patients’ hospital medical records made by the P.I.
(J.B. Schuch). These files were also used to obtain information on the age of onset of
ASDs and other symptoms and on the age of onset of medication use, when it applies. The
Brazilian versions of the ASQ - Autism Screening Questionnaire (Sato et al. 2009) and the
CARS - Childhood Autism Rating Scale (Pereira et al. 2008) were also completed for
some of the probands (n = 117 and n = 178, respectively), this evaluation being made by
both neuropediatricians and the P.l. The ASQ and CARS scores were used to measure the
severity of autistic behavioral symptoms; the CARS is also effective in distinguishing
cases of mild, moderate and severe autism and discriminating children with autism from
those with mental retardation. Socio-demographic data for all families were obtained from
the patient’s clinical files.

The study was approved by the Ethics Committee of HCPA and the Psychology
Department (protocol numbers 05-451, 06-237 and 06632012.4.0000.5334, respectively)
and was in accordance with the ethical standards established in the 1964 Declaration of
Helsinki and its later amendments. All participants or legal representatives signed an
informed consent form prior to their inclusion in the study. The identity of all subjects was
omitted.

Genotyping:

Whole blood samples from the patients and their parents were collected for DNA
extraction, which was performed by a salting out procedure (Lahiri and Nurnberger 1991).
Five SNPs in the ITGB3 gene were evaluated: rs2317385 (3475G>A, in the 5’UTR),
rs5918 (34523T>C Leu59Pro, in exon 3), rs15908 (42130A>C, Val381Val, in exon 9),
rs12603582 (51370G>T, in intron 11) and rs3809865 (62379T>A, in the 3’UTR). The
polymorphisms were selected according to different criteria, such as previously reported

associations in ASD samples, allele frequencies and availability of molecular assays. The
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gene is comprised of several variants along 90.451 bp, including the 15 exons that
constitute its coding region (Rebhan et al. 1997). We tried to cover most of this variability
by choosing SNPs located in different regions, namely the 5’ and 3’UTRs, two exons and
one intron. We also observed the probable functional role of each polymorphism in our
selection. No such studies have been conducted for any of the SNPs. However, it is
hypothesized that rs5918 has a functional role based on amino acid changes. We address
this issue in the Discussion section. Genotyping was performed by the TagMan allelic
discrimination method (Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System) according to

the manufacturer’s suggested protocol.

Statistical analyses:

Allele frequencies were estimated by counting. Chi-square analysis was used to
assess the deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. The analyses of linkage
disequilibrium (LD) and the estimate of haplotypes were performed with Haploview
software (Barrett et al. 2005). The transmission disequilibrium test (TDT) to evaluate the
association hypothesis through the family-based approach was performed with all SNPs
(by both single marker and haplotype approaches) using FBAT (family based association
test) software. The positive results observed were submitted to Bonferroni correction, for 5
in single marker analyses and 6 in haplotype analyses.

The hypothesis of association was further tested for the same 8 specific symptoms
evaluated in ASD patients (see Sample) using logistic regression models for both single
markers and haplotypes.

For single markers analyses, except for rs15908, the subjects were grouped into
carriers and non-carriers of the minor frequency allele. Due to the similarity of the
frequencies for both homozygotes, rs15908 was evaluated as 3 groups defined by the
possible genotypes. Chi-square tests were performed for all symptoms and SNPs; only
when positive results were found were logistic regression tests conducted. For the latter, 8
models were used, according to the number of clinical symptoms. The same statistical
model was applied for each symptom, including the presence of the symptom as the
dependent variable and all 5 SNPs as the study factors. Nominally significant results
obtained were submitted to Bonferroni correction, using the number of models tested. Both

chi-square and logistic regression tests were performed with SPSS version 20 software.
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Logistic regression analyses for the haplotypes regarding each of the 8 symptoms
were conducted with the PLINK program (Purcell et al. 2007) using sliding windows that
included haplotypes composed of 2, 3, 4 and 5 SNPs. This approach allowed for the
analysis of all possible combinations within a given window size (the number of SNPs in
the haplotype), changing one SNP at a time and following their order in the gene sequence
from the 5’ end to the 3’ end; for example, considering the 5 different SNPs under study
herein, 4 different sliding windows with a size up to 2 SNPs are possible. Global
association P-values (Pgyl) estimating the joint effects of all possible haplotypes at a given
sliding window were accessed by the Omnibus test. The global P-values corrected for
multiple comparisons (Pgicorr) Were generated by the 10,000 permutation procedure, due to
the multiple tests. When a nominally significant global window was obtained after the
permutations, an analysis for individual haplotype effects was performed for that specific
window, submitting the result to Bonferroni correction afterwards, according to the
number of haplotypes.

The association of the 5 single markers with the ASQ and CARS scores was
investigated using the generalized linear model (or ANCOVA) after previously testing the
normality of the scores through the Kolmogorov-Smirnov test. Every significant result was
submitted to Bonferroni correction for the 5 SNPs tested. SPSS version 20 software was
used for these analyses.

Ethnicity and gender were included as covariates in every logistic regression and

ANCOVA analysis. The significance level accepted for all tests was 0.05.

Results:

A total of 209 families were obtained, with 126 consisting of an ASD patient and
both parents and 55 consisting of an ASD patient and only one parent. Clinical and
demographic characteristics of the patients are presented in table 1. Most of our sample
consisted of boys (81.3%) of European descent (76.4%), with a mean age of 9.86 + 5.17
years. Autistic disorder was the most frequent diagnosis (49.3%), followed by PDD-NOS
(43.5%). The most common clinical symptoms in the affected individuals were the
following: repetitive behaviors (75.4%), aggression (61.8%), psychomotor agitation
(60.9%) and echolalia (60.4%). Overall, 178 probands had completed the CARS, whereas

75



117 subjects had completed the ASQ; the mean scores + standard deviation were 35.7 £
5.42 and 22.04 £ 5.45, respectively.

All SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium. The allele and genotype
frequencies were calculated for patients of European descent only, with the more frequent
alleles and genotypes being the following: G (79%) and GG (63.9%) for rs2317385, T
(86%) and TT (72.9%) for rs5918, A (57%) and AC (54.9%) for rs15908, G (80%) and GG
(63.6%) for 12603582 and A (72%) and AA (53.5%) for rs3809865.

The family-based analyses of individual SNPs did not detect any association, even
though the nominal P value indicated a non-significant increased transmission of the
rs15908 A allele (p=0.067, p.or=0.335) (table 2). Findings regarding FBAT analyses with
the other 4 ITGB3 variants are not described but can be made available if requested.

The LD pattern across the ITGB3 SNPs is presented in figure 1. Although only
one LD block (encompassing rs5918 and rs15908) was identified according to the
program’s criteria, we considered all SNPs to predict haplotypes due to the sizable D’
values (mostly between 0.7-1.0). The D’ estimates did not change with ethnicity, thus, the
whole sample was included in these analyses. Considering a 10% minimum frequency, 6
different haplotypes were obtained and analyzed. The FBAT global haplotype analyses
showed an association with ASD (global p=0.049); the H5 haplotype was transmitted less
often than expected by chance from parents to children (p=0.006, p.or=0.036) (table 2). No
association was found for the other haplotypes except the H1 haplotype (composed of the
rs2317385 G allele, rs5918 T allele, rs15908 A allele, rs12603582 G allele and rs3809865
A allele); a trend for a preferential transmission was observed before correction, with a
nominal p=0.09 (pcor=0.54; data not shown, but available upon request).

The hypothesis of association between single markers and the 8 common
symptoms of ASD tested through logistic regression showed significant results for 3
different polymorphisms and 3 types of symptoms. Regarding rs12603582, the odds ratio
(OR) for echolalia was 2.737 in the GG homozygous genotype compared with the other
genotypes (p=0.008). Similarly, rs5918 was associated with aggression, with the TT
individuals having an OR of 2.931 compared with the C carriers (p=0.026). In addition, the
OR in the presence of the GG genotype at rs2317385 was 2.656 for epilepsy and/or
seizures (p=0.031). Nevertheless, these nominally significant findings were not sustained

after Bonferroni correction, although a trend was seen for echolalia (pcor=0.064 for
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echolalia, pcorr=0.208 for aggression and pcor=0.248 for epilepsy and/or seizures). All these
results are presented in table 3.

The logistic regression data for the haplotypes analyses regarding ASD symptoms
are shown in table 4. Significant results were obtained for 5 global haplotype windows of
different sizes and 3 types of symptoms: a) one window comprising rs15908-rs12603582,
suggesting an effect of A/G haplotype in echolalia (P=0.016); b) one comprising rs5918-
rs15908-rs12603582, also featuring suggestive results for echolalia, with the T/A/G alleles,
respectively, composing the haplotype (py=0.041); c) the rs2317385-rs5918 window (with
2 different haplotypes, A/C and G/C; Py=0.039) associated with epilepsy; d) the
rs12603582-rs3809865 window (also with 2 haplotypes, T/A and G/A; Py=0.039) also
showed an effect with epilepsy; and e) one window including rs15908-rs12603582-
rs3809865, with the haplotype A/G/T, marginally associated with sleep disorders
(Pgi=0.054). However, after correction by 10,000 permutations, the result remained
significant for only one global haplotype window, i.e., the rs15908-rs12603582 that was
associated with echolalia (pgicor=0.048; table 4). The analysis for individual haplotype
effects indicates an OR of 2.02 for this symptom in the presence of the A/G haplotype
(Ping=0.005), an association sustained after Bonferroni correction (Pingcorr=0.015).

The ANCOVA analyses revealed an association of rs2317385 with the ASQ
scores. Individuals carrying an A allele had lower scores (20.676 + 1.005) of this
assessment tool compared with homozygous GG (23.372 + 0.726) (p=0.031). However,
this result did not remain significant after Bonferroni correction (peorr=0.155). No positive
results were found for other polymorphisms with respect to both the ASQ scores and the
CARS analyses (data not shown, but available upon request).

Discussion:

This study reports some interesting results between ASDs and different
polymorphisms located at the ITGB3 locus. Although the 5 SNPs did not show any
association when analyzed individually, the haplotype approaches vyielded significant
findings. Using a family-based method, a positive result with ASDs as a nosologic
category was detected, while the logistic regression analyses of clinical symptoms
suggested an effect of the ITGB3 gene in echolalia.
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The FBAT analyses indicated a nominal trend for an association with the rs15908
A allele. Weiss et al. describes an association of this allele with both autism susceptibility,
when interacting with the SCL6A4 gene (2006b), and lower platelet serotonin levels
(2006a). Singh et al. (2013) also found that this SNP influenced ASDs through interactions
with the tryptophan hydroxylase gene (THP2). Although the results from previous studies
suggest that this is an important variant, the possible effect on serotonin blood and/or
platelet levels and autism neurobiology and etiology needs to be better investigated (Weiss
et al. 2006a; Weiss et al. 2006b). The functional impact of rs15908, which involves a
synonymous change in exon 9, has not been addressed yet, and functional studies using
animal models and cell culture need to be performed. A meta-analysis can also reinforce
positive results. To date, there are few published reports on this polymorphism, but meta-
analysis will be valuable in future research.

The putative effect of rs15908 on serotonin, if it really exists, is most likely not
unique within the locus. Different SNPs, including the others evaluated in this study, are
associated with the expression of the SLC6A4 gene and changes in the serotonin levels in
healthy and autistic samples (Weiss et al. 2006b; Weiss et al. 2006a; Napolioni et al. 2011,
Coutinho et al. 2007). Additionally, different studies have proposed the possibility that the
effect of each analyzed SNP in the ITGB3 gene depends on several polymorphisms acting
together or that the effect of one particular SNP could be influenced by another due to the
LD pattern of this gene (Weiss et al. 2006b).

The positive results obtained through the FBAT haplotypes analyzes can support
the above-mentioned hypothesis. The H5 haplotype (composed of the rs2317385 G allele,
rs5918 T allele, rs15908 C allele, rs12603582 G allele and rs3809865 A allele) was
transmitted significantly less often, whereas the H1 haplotype (composed of the rs2317385
G allele, rs5918 T allele, rs15908 A allele, rs12603582 G allele and rs3809865 A allele)
showed a nominal trend for being preferentially transmitted. Interestingly, both haplotypes
differed only in the rs15908 polymorphism; in H5, the C allele was present, but in H1, the
A allele occurred at this position. In addition to indicating a possible role for the ITGB3
gene, the haplotype approach can reinforce the suggestion of the individual involvement of
rs15908 in the disease. However, it is possible that this SNP does not have any effect on
gene function but instead is in LD with the truly causative variant. Because the lack of

functional studies encompasses not only rs15908 but also the other polymorphisms
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investigated herein, analyses of these SNPs and haplotypes are important to confirm or
identify the real causative variant. Sequencing analyses will also be important. These novel
studies will be necessary to clarify those plausible associations.

A possible effect of the ITGB3 gene in autism per se and directly related to
serotonin can be further addressed when we consider the analyses performed for specific
symptoms of the disorder. This methodology has the objective of achieving more
phenotypically homogeneous sub-samples, as the disorders comprising ASDs are
characterized by a range of symptoms that can change noticeably in both severity and
quantity. This might not be the best approach to address endophenotypes because other
behaviors and clinical measures can better address the constructs linking genetic
architecture and the disease itself. However, we believe creating subcategories of the
probands that group individuals with more similar clinical profiles can facilitate the
identification of the etiologies underlying ASD (Bishop et al. 2013), and the results
obtained by such analysis provide a good contribution to this issue.

Among these data, a very interesting finding is the association of one haplotype
with symptoms of echolalia. This possible risk haplotype is a 2 SNP sliding window that
includes the rs15908 A allele and the rs12603582 G allele. Notably, our results from FBAT
analyses, both for individual SNPs and haplotypes, suggest a possible risk effect of the A
allele at rs15908 in ASD susceptibility and also presents in the association with echolalia.
Moreover, in logistic regression analyses of single markers and clinical symptoms, a trend
for an association between the rs12603582 G allele and echolalia was detected. Regarding
this polymorphism, few other studies have investigated a possible association with ASDs.
Napolioni et al. (2011) observed positive results, detecting a preferential transmission of a
haplotype containing the G allele in families with ASD probands. Nevertheless, none of
the published studies with these SNPs considered clinical symptoms in the analyses,
making comparison with our findings difficult. We believe that the significant effect
observed in the haplotype analysis is not spurious because no other factors that might be
interfering with this, such as age, social class, diagnosis and neuropsychomotor
development, differed between probands with and without echolalia (data not shown, but
available upon request). Echolalia is associated with neurological alterations in the frontal
lobe, a region significantly related to the severe impairments that are commonly observed
in ASD (Grossi et al. 2012; Courchesne and Pierce 2005). Given the lack of studies
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analyzing the functional role of both polymorphisms, there are still no clear accounts
regarding their possible influence in autism risk and symptomatology. Future research on
other ASD samples should be conducted to clarify this relationship and to corroborate our
results regarding echolalia.

Other positive findings concerning our analyses of ASD symptoms for single
markers and haplotypes were observed, but they did not remain significant after Bonferroni
correction. Even so, we believe that this methodology may be reducing the clinical and
thus the genetic heterogeneity of the disease and should be considered in new
investigations. Similar reasoning can be made for our ASQ and CARS analyses. By
assessing the symptoms dimensionally, these questionnaires can help to measure the
severity of the disorder. We were not able to find any positive result that survived
correction. However, this approach may be useful for detecting more severe cases, which
would demand more attention and perhaps special care.

All evaluated SNPs have at least one previous report indicating association with
ASD and/or serotonin levels. In spite of our positive or nominal findings, the different
analytical approaches used here engendered also some negative results. In accordance with
our negative FBAT results, the work from Cochrane et al. (2010) failed to detect any
significant effect for ITGB3 through this methodology, even studying several
polymorphisms in this gene.Cochrane et al. (2010) Similarly, no GWAS performed thus
far has been able to find associations with the genomic region harboring ITGB3 (17g21),
although these studies do suggest the involvement of neural cell adhesion molecules and
the SLC6A4 gene. However, linkage genome scans were successful in detecting an effect
due to this chromosomal region (Yonan et al. 2003; Duvall et al. 2007). The putative role
of ITGB3 in ASD diagnosis and symptomatology can thus be concluded to be complex,
justifying further investigations based on different approaches.

The present study has some limitations. Our sample size can be considered small
for genetic association analyses. Although some ASD reports have a similar sample size,
the ability to detect small effect genes requires even larger samples. Investigations
assessing neuropsychiatric and neurodevelopmental disorders usually identify significant
associations with OR values near 1.25. This seems to also apply to ASDs: in the majority
of studies that obtained positive findings for the SLC6A4 gene, the ORs were similar to that

value (Huang and Santangelo 2008). The power of our study was estimated to be
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approximately 40% in detecting an association of such magnitude, considering both ASDs
and the symptom analyses. Although similar to other investigations (Cochrane et al. 2010),
this modest power may have contributed to obtaining both false positive and false negative
results. These findings are nonetheless relevant for the representativeness of samples from
different continents and cultures in meta-analyses that may use these data. Another
possible limitation is related to the polymorphisms investigated. Despite the cautions on
their selection, as previously described, we may not have had a proper understanding of the
gene functionality, omitting one or more functionally relevant SNPs from our study and
thus omitting the true SNP(s) involved in ASD susceptibility. The definition of autistic
phenotypes could have also influenced the results. Nosologic definitions are not
necessarily the best definitions to capture genetic effects (Bishop et al. 2013). We tried to
address this using ASQ/CARS analyses and some clinical symptoms commonly observed
in ASD patients. However, these approaches cannot be the best choice. Specifically, the
establishment of symptom categories occurred through direct questioning of the parents or
research into the patients’ medical records, and no specific instruments were used to obtain
these data. Questionnaires such as ADI (Autism Diagnostic Interview) or ADOS (Autism
Diagnostic Observation Schedule) would be appropriate in this case. However, the
implementation of ADI is not yet used on a large scale in Brazil, hampering its application,
and we are not aware of a Brazilian version of ADOS. The attempt to address ASD
endophenotypes through analyses of clinical symptoms is also limited, as already noted.
However, such constructs are still being defined in ASDs, and there is no agreement on
their use yet. The presence of echolalia in our ASD patients is remarkable; given the
results, we believe this classification truly represents a more homogeneous subgroup of
patients, both clinically and etiologically. Nevertheless, future studies using this
methodology are important to corroborate its validity as well as to strengthen the
association observed here.

Through family-based association analyses of different variants of the ITGB3
gene, we were able to suggest a possible use for this locus in ASD diagnosis, a result that is
in agreement with the literature in the field. Using a strategy that may be promising in
future studies, we were also able to demonstrate some specific associations with symptoms
of echolalia. These findings are interesting and address one of the more exciting puzzles in

ASD from the clinical standpoint. With respect to this heterogeneous disorder, all of these
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approaches have been employed in an attempt to clarify its etiology. Although our results
require replication before any conclusions can be drawn, we believe these methodologies
are effective in showing some small effect associations of the ITGB3 gene with ASDs.
Other studies are nonetheless needed to fully understand the involvement of genetic
variability at the ITGB3 locus and the integrin system on ASDs and their different clinical
aspects.
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Fig 1 Linkage disequilibrium pattern considering the five studied SNPs, according to
Haploview. D’ values are given in the cell intersecting for each pair of SNPs. The darker

the cell, the greater the linkage disequilibrium between the polymorphisms. A blank cell
indicates D'=1.0
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Table 1. Clinical and demographic characteristics in ASD patients (n=209)

Gender (male)® 81.3% (170)
Age® 9.86 +5.17
Ethnicity? European 76.4% (159)
Afro-American 7.2% (15)
Others® 16.3% (35)
ASD diagnosis® Autistic disorder 49.3% (103)
Asperger disorder 7.2% (15)
PDD-NOS 43.5% (91)
Symptoms®¢ Aggression 61.8% (128)
Echolalia 60.4% (125)
Epilepsy (only) 11.1 % (23)
Epilepsy and/or seizures 28.0% (58)
Mood Instability 49.5 % (102)
Psychomotor agitation 60.9 % (126)
Repetitive behaviors 75.4% (156)
Sleep disorders 55.8% (115)
ASQP 22.04 +5.45
CARS" 35.70 + 5.42

295 (n); ® Mean + DP; © Amerindian and Asian ethnicities were also present in the sample. ¢ The informed
percentages and numbers refer to patients presenting each symptom. The different symptoms are not
mutually exclusive. ASD: Autism spectrum disorders. PDD-NOS: Pervasive development disorder-not
otherwise specified; ASQ: Autism Screening Questionnaire; CARS: Childhood Autism Rating Scale
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Table 2. Association analyses of both single polymorphisms and haplotypes using the

family-based association test (only nominal and positive results presented).

Observed Expected Z P p*
transmission®*  transmission®

SNP
rs15908° A 108 98 1.826  0.067 0.335
C 74 84 -1.826 0.067 0.335
Haplotype®
H5-GTCGA®*f 21 30 -2.747 0.006 0.036

*Observed number of transmissions; "Expected number of transmissions; ¢Informative families included in
the test = 91; “SNPs in haplotypes follow the order according to the 5°— 3’gene sequence: rs2317385,
rs5918, rs15908, rs12603582 and rs3809865; °Informative families included in the H5 haplotype = 37;

"Haplotype frequency: 12.6%:; *P value after Bonferroni correction.
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Table 3. Logistic regression analyses to assess the influence of single ITGB3

polymorphisms in autism symptoms (only nominal and positive results presented).

Symptoms Polymorphism B Odds Ratio (CI P p*
(SE) 95%0)
Echolalia
rs12603582
T carriers (ref) 0 1
GG 1.007 2.737 (1.307-5.728) 0.008 0.064
(0.377)
Aggression
rs5918
C carriers (ref) 0 1
TT 1.075 2.931 (1.138-7.546) 0.026 0.208
(0.483)
Epilepsy
and/or
seizures
rs2317385
A carriers (ref) 0 1
GG 0.977 2.656 (1.093-6.453) 0.031 0.248
(0.453)

Each symptom represents one logistic regression model, including the presence of the symptom as a

dependent variable and all five SNPs as study factors; the covariates included in all models are gender and

ethnicity. SE: standard error; Cl: confidence interval. *P value after Bonferroni correction.
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Table 4. Logistic regression analyses to assess the influence of the ITGB3 haplotypes on

autism symptoms (only nominal and positive results presented).

Symptoms  Haplotype OR STAT Pgi* Pgicorr™*
(@]
Lo [e0] Lo
[e 0] LO O
o™ [e0] o™ ee]
N~ o0 (e) o ()]
— — (@)] O o
(92] D Lo [9\} o0
(g L0 — — o™
< < < < <
Echolalia A G 2.02 8.04 0.016 0.048
T A G 2.02 8.04 0.041 0.114
Epilepsy A C 0.22 5.64 0.039 0.092
G C 2.77 5.86 0.039 0.092
T A 2.46 5.10 0.039 0.091
G A 0.49 4.18 0.039 0.091
Sleep A G T 0.49 4.38 0.054 0.155
Disorders

Covariates included in all analyses: gender and ethnicity. OR = odds ratio; STAT = t-statistic coefficient.
*Significant global p values for each window. **Significant global p values after 10.000 permutations. After
Bonferroni correction, the p value for the A/G haplotype in the rs15908-rs12603582 window remained
significant (Ping = 0.005; Pjngcorr = 0.015; see text for details).
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Abstract:

Autism spectrum disorders (ASD) are a group of psychiatric conditions, characterized by
impairments in communication and social interaction, as well as repetitive and stereotyped
behaviors. The serotonin system is involved in the regulation of central nervous system
development, thus is possibly involved in ASD etiology. In this study, we analyzed 4
polymorphisms (SHTTLPR, rs2066713, Stin2, rs1042173) at the serotonin transporter gene
(SLC6A4) in a sample of 209 ASD children and their biological parents. Both single
markers and haplotypes were tested for association with ASD diagnosis and common
clinical symptoms (repetitive behaviors, echolalia, seizures and epilepsy, mood instability,
aggression, psychomotor agitation, sleep disorders). These hypotheses were investigated
using family-based tests and logistic regression models. The family-based analyses did not
detect any significant results for single and haplotype markers (pgioba>0.05). The analyses
of the clinical symptoms showed a nominal association between the rs1042173 and
psychomotor agitation in males (p=0.009, p.or=0.072). We also observed a trend for an
association with LalLa genotype and mood instability (p=0.056). The haplotype analyses
did not detect associations with any symptom. Others studies are needed to confirm the
data found, however, we believe in their relevance in understanding the disorder and

contributing to upcoming clinical and pharmacological interventions.

Key-words: autism, ASD, serotonin transporter, SLC6A4 polymorphisms, clinical

symptoms.
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Introduction:

Autism is a neurodevelopmental disorder of childhood onset, included in a group of
psychiatric conditions denominated autism spectrum disorders (ASD) (O'Hare 2009). The
ASD are characterized by impairments in communication and social interaction, as well as
repetitive and stereotyped behaviors. Other clinical manifestations are included in a wide
variety and severity of symptoms, such as mood instability, aggression (self-directed
and/or toward others), seizure episodes and comorbidity with echolalia, epilepsy, sleep
disorders and attention deficit/hyperactivity disorder (Bishop et al. 2013; Grossi et al.
2012; Kanemura et al. 2013; Levy et al. 2009; Mazefsky et al. 2013; Rutter 2013). The
current investigations on the prevalence for this disease, as recently published by the
Autism and Developmental Disabilities Monitoring Network, estimated that 1 out of 88
children are affected with ASD (CDC 2012). There are clinical differences according to
gender, which can be relevant to the epidemiology of this disorder; the ASD is more
common in males than in females, with a male:female ratio of 4.3:1 (Fombonne 2003).
Some studies have reported females to present more social problems and advanced
receptive language skills than boys, nonetheless, repetitive and stereotyped behaviors is
more common in males (Bolte et al. 2011; Holtmann et al. 2007).

Multiple syndromes and cytogenetic alterations are associated with these disorders.
However, only in approximately 15% of the cases these genetic factors can be identified.
Most cases have a multifactorial origin, with the involvement of both genetic and
environmental factors in their etiology (Pagon et al. 2003). The ASD findings suggest
different brain areas and processes involved. Although no feature seems to stand out of
disease’s neurobiology, the serotonin transmission has been suggested as an important
neuronal pathway associated with autism. It is involved in the regulation of central nervous
system development, thus, changes in neurotransmitter levels could result in abnormal
synaptogenesis and brain development, possibly present in ASD origin (Whitaker-Azmitia
2005). Some studies have found increased serotonin blood levels in ASD patients (Cook
and Leventhal 1996; Hranilovic et al. 2008). Moreover, some symptoms commonly seen in
these patients (e.g. aggression and anxiety) has been effectively treated with selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) (Hollander et al. 2005). In line with the considerable
influence of serotonin system in ASD etiology is the serotonin transporter (5-HTT);

through the reuptake of serotonin to pre-synaptic neurons, 5-HTT represents the major
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control mechanism of serotoninergic function, suggesting its coding gene (SLC6A4) is a
good candidate for molecular studies in ASD.

The SLC6A4 gene is located on chromosome 17q11.1-q12, has 14 exons spanning
41,684 base pair and codifies a protein composed by 630 amino acids. The main
polymorphism described in this gene is the SHTTLPR, located at the proximal 5° promoter
region. It is defined by a 44 base pair insertion/deletion, which gives rise to two common
variants according to the absence or presence of this 44 base pair sequence, respectively
the short allele (S) and the long allele (L) (Heils et al. 1996; Lesch et al. 1994). An A to G
substitution within the L allele (rs25531) generates the La and Lg alleles, making the
SHTTLPR a triallelic system. This polymorphism seems to modify the SLC6A4
transcriptional level, being that the La allele associated with the largest 5-HTT mRNA
expression and highest rate of serotonin uptake by the transporter compared with Lg and
the S alleles (intermediate and lowest expression rates, respectively) (Greenberg et al.
1999; Hu et al. 2006; Nakamura et al. 2010). The LalLa genotype is thus related to the
highest expression in genetic studies, with other genotypes showing a successive decrease
down to the lowest expression rate, as follows: LalLa > SLa > LaLg > SLg > LgLg > SS.
These functional evidence can be corroborated by other investigations reporting an
association of the S allele with less 5-HTT density in the brain (Praschak-Rieder et al.
2007) and greater amygdale reactivity (Hariri et al. 2005). Several studies have evaluated
the role of this polymorphism in ASD; these results have been inconsistent, with positive
findings for both S and L alleles and negative findings, including the data from meta-
analyses (Gadow et al. 2013; Huang and Santangelo 2008; Kistner-Griffin et al. 2011;
Nijmeijer et al. 2010), remaining uncertain its influence in the disorder. It is important to
note that the triallelic system of SHTTLPR has been evaluated in a minority of studies,
being the results also not clear.

Another studied polymorphism in ASD is a variable number of tandem repeats
(VNTR) of a 17 base pair sequence, located in the second intron of SLC6A4 gene and
known as STin2 (Lesch et al. 1994), This variant comprises three alleles, named 9R, 10R
and 12R according to the number of repeats. The functional significance of STin2 is not
well investigated, but the 12R allele seems to act as a transcriptional enhancer in
embryonic mouse (MacKenzie and Quinn 1999). The number of reports that studied Stin2

and ASD is reduced and showed conflicting results; however, the 12R allele appears to be
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associated with risk of presenting the disorder (Brune et al. 2006; Coutinho et al. 2007;
Huang and Santangelo 2008).

Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) have also been studied in ASD
samples. The rs2066713 is located in intron 1, and, despite the lack of evidence showing
functional effects, it has been associated in some studies with ASD and with changes in
serotonin levels (Ma et al. 2010; Valencia et al. 2012; Weiss et al. 2005). The other SNP,
rs1042173, is located in the 3’UTR and was related to differential 5-HTT expression
levels. Cell culture experiments showed that cells transfected with G allele hava higher
MRNA and protein levels than cells with T allele (Seneviratne et al. 2009), but another
study found the opposite effect on the 5-HTT mRNA expression when analyzing
haplotypes containing this SNP (Vallender et al. 2008). Although the results from
expression studies are discordant, bioinformatics analyzes reinforce a possible functional
role for this SNP, since it is located near a potential binding site for microRNAs (Chen and
Rajewsky 2006). Until now only one study has investigated its influence on ASD, with
negative results (Ma et al. 2010). However, observed associations with alcohol and
nicotine dependence and suicidal behavior (Enoch et al. 2013; Seneviratne et al. 2013;
Seneviratne et al. 2009; Yang et al. 2013), along with its possible functional effect, suggest
that rs1042173 can be important for different psychiatric phenotypes, including ASD and
its clinical manifestations.

Different polymorphisms at SLC6A4 gene, including those mentioned above, are
associated with a variety of neuropsychiatric disorders and personality characteristics,
including mood, obsessive-compulsive symptoms, cognition, pain perception, sleep and
social interaction and affiliation (Murphy et al. 2004). The ASD, as well as other
pathologies, are considered a complex disease and a lot is still needed to comprehend its
genetic architecture. Findings from meta-analyses have shown conflicting results for
SLC6A4 gene (Betancur et al. 2002; Devlin et al. 2005; Guhathakurta et al. 2006; Huang
and Santangelo 2008), but considering its putative importance in disease’s neurobiology
new investigations comprising several variants and diverse methodological strategies are
worthy. In line with this, the aim of the present study is to investigate the possibility of
association between different polymorphisms at SLC6A4 gene and ASD diagnosis, through
a family-based approach. In order to improve the power to detect small genetic effects,
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analyses of subsets of patients defined according to specific clinical symptoms of this
disorder will also be performed.

Methods:

Sample:

The sample consists of 209 ASD children and their biological parents. Part of the
sample (n=149) was previously obtained and described by Longo et al. (2009). The other
part includes 53 families obtained from the Clinics Hospital of Porto Alegre (HCPA), the
teaching hospital of Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) and 7 from the
Psychology Department of UFRGS.

The research protocol and exclusions also followed the criteria described in Longo
et al. (2009), in order to obtain a sample of idiopathic ASD cases. Briefly, all probands
were diagnosed according to DSM-IV, fulfilling the criteria for autistic disorder, Asperger
disorder or PDD-NOS (APA 2000). This diagnosis was based on clinical examinations
performed by medical professionals in regular appointments that took place at the
Neuropediatric Outpatient Unit from HCPA. This process was always conducted by one
neuropediatrician, with a second one participating in the clinical observations and
confirming the diagnosis. These clinical appointments were also used to collect data on
specific symptoms common to the disorder, including repetitive behaviors, echolalia,
seizures and epilepsy (at least two unprovoked seizures), mood instability, aggression
(including unprovoked and recurrent aggressive behavior toward self and/or others),
psychomotor agitation and sleep disorders. These symptoms were present before the
beginning of the treatment with prescribed drugs. Further information, as age of onset of
ASDs and clinical symptoms, was acquired through queries into patients’ hospital medical
records made by the P.l. (J.B. Schuch). The Brazilian versions of the ASQ - Autism
Screening Questionnaire (Sato et al. 2009) and the CARS - Childhood Autism Rating Scale
(Pereira et al. 2008) were also completed for some of the probands (n = 117 and n = 178,
respectively), this evaluation being made by both neuropediatricians and the P.I.

The study was approved by the Ethics Committee of HCPA or Psychology
Department (protocol number 05-451, 06-237 and 06632012.4.0000.5334, respectively)
and was in accordance with the ethical standards established in the 1964 Declaration of

Helsinki and its later amendments. All participants or legal representatives signed an
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informed consent form prior to their inclusion in the study. The identity of all subjects was
omitted.

Genotyping:
Whole blood samples from the patients and their parents were collected for DNA

extraction, which was performed by a salting out procedure (Lahiri and Nurnberger 1991).
The 5-HTTLPR polymorphism was analyzed through PCR as previously described by
Kaiser et al. (2001) and RFLP with Mspl endonuclease according to Stein et al. (2006),
resulting in three possible alleles (S, La, Lg) composing the genotypes. The Stin2 was
evaluated by PCR according to Ito et al. (2002), also giving rise to three alleles (9R, 10R
and 12R). Genotyping of rs2066713 and rs1042173 was performed by the TagMan allelic
discrimination method (Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System), according to

the manufacturer’s suggested protocol.

Statistical analyses:

Allele frequencies were estimated by counting. Chi-square analysis was used to
assess deviation from Hardy-Weinberg equilibrium. The analyses of linkage disequilibrium
(LD) and the estimate of haplotypes were performed with MLocus software (Long 1999).
The transmission disequilibrium test (TDT) to evaluate the association hypothesis through
family-based approach was performed for all polymorphisms (both single markers and
haplotypes) using FBAT (family based association test) software.

The hypothesis of association was further tested for the same eight specific
symptoms evaluated by clinical professionals (that is: repetitive behaviors, echolalia,
seizures and epilepsy, mood instability, aggression, psychomotor agitation and sleep
disorders) using logistic regression models for both single markers and haplotypes.

For single markers, the polymorphisms were evaluated defining the genotypes
groups according to different criteria: for SHTTLPR, in accordance with the effect on gene
expression (low and medium X high; see Introduction for details); for rs2066713,
according to carriers and non-carriers of the minor frequency allele; for STin2, according
to the presence of 10R and 12R (the frequency of 9R allele was less than 1% and not
considered in the analyzes); and for rs1042173, 3 groups, defined by the possible

genotypes. Eight models for logistic regression tests were performed, according to the
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number of clinical symptoms. The same statistical model was used for each symptom,
including the presence of the symptom as the dependent variable, all polymorphisms as the
study factors, and ethnicity as covariate. Nominally significant results obtained were
submitted to Bonferroni correction, using the number of models tested. These analyses
were preceded by chi-square test, and only when chi-square results were positive, the
logistic regression models were performed.

Logistic regression analyses for the haplotypes regarding each of the eight
symptoms were conducted with PLINK program (Purcell et al. 2007) using sliding
windows that included haplotypes composed of 2, 3 and 4 polymorphisms. This approach
allowed for the analysis of all possible combinations within a given window size (the
number of polymorphisms in the haplotype), going forward one polymorphism at a time
and following their order in the gene sequence from the 5° end to the 3’ end; for example,
considering the 4 variants under study herein, 3 different sliding windows with a size up to
2 variants are possible: SHTTLPR- rs2066713; rs2066713- STin2; STin2- rs1042173.
Global association P-values (Pg) estimating the joint effects of all possible haplotypes at a
given sliding window were accessed by the Omnibus test. The global P-values corrected
for multiple comparisons (Pgicor) Were generated by the 10,000 permutation procedure, due
to the multiple tests. When a nominally significant global window was obtained after the
permutations, an analysis for individual haplotype effects was performed for that specific
window, submitting the result to Bonferroni correction afterwards, according to the
number of haplotypes.

All analyses were performed in the total sample and in male subgroup of patients,
including ethnicity as covariate in logistic regression analyses. The significance level

accepted for all tests was 0.05.

Results:

The total sample is composed by 529 individuals, distributed in 209 families. Most
of the sample consisted of males (81.3%), from European descent (76.4%), with a mean
age of 9.86 = 6.17 years. Autistic disorder was the most frequent diagnosis (49.3%),
followed by PDD-NOS (43.5%). The frequencies of the most common symptoms among
affected individuals were the following: repetitive behaviors (75.4%), aggression (61.8%),
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psychomotor agitation (60.9%), echolalia (60.4%), sleep disorders (55.8%) and mood
instability (49.5%).

All the investigated polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium, and the
genotype frequencies are showed for European descent patients (Table 1). The frequencies
of the most common alleles were: SHTTLPR La allele = 48%; rs2066713 A allele = 35%;
STin2 12R allele = 67%; and rs1042173 T allele = 50%. Table 2 shows the LD patterns
among polymorphisms of the SLC6A4 gene. The D’ values ranged from moderate to high
(0.5-1.0) among the four polymorphisms, with most significant values encompassing the
rs2066713, Stin2 and rs1042173, suggesting an important LD block comprising these 3
variants. However, we considered all polymorphisms to predict haplotypes due to the
sizable D’ values. All ASD patients were included in these analyses, since the D’ estimates
did not change with ethnicity.

The family-based analyses for single markers did not detect any significant result
(data not shown, but available upon request). The FBAT haplotype analyses included four
haplotypes, only those with estimated frequency > 10%. The H4 haplotype is less
transmitted from parents to children, than would be expected by chance (p=0.047);
however the global p-value observed in this analyses did not indicate an association with
ASD (pgiobal =0.266) (Table 3). The analyses in the male subgroup of patients revealed no
significant results, either for single markers or haplotypes (data not shown).

The logistic regression analyses of total sample regarding single polymorphisms
and common clinical symptoms of ASD showed one significant result, for the SNP
rs1042173 and psychomotor agitation. The odds ratio (OR) for this symptom was 0.322 in
GG homozygous, compared with the TT homozygous (95% CI=0.115-0.903, p=0.031;
data not shown). The same result was observed in the analyses performed only in male
probands (OR=0.194 for GG genotype; 95% CI=0.057-0.659; p=0.009) (Table 4). In this
group of patients a trend for an effect of TG genotype was also seen, with an OR of 0.408
for this condition (95% CI1=0.159-1.049, p=0.063). A biased result only in males was also
observed between the SHTTLPR polymorphism and mood instability, where the presence
of LaLa genotype had an OR of 2.182 compared to others genotypes (p=0.056) (Table 4).
Nevertheless, no nominally significant result remained after corrections, although a trend
for association between rs1042173 and psychomotor agitation in males was verified

(pcorr=0.072). Logistic regression analyses of haplotypes and clinical ASD symptoms did
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not detect any association, for both total sample and male probands only (data not shown,
but available upon request).

Discussion:

In the present study we used two main approaches to investigate a possible genetic
effect of 4 polymorphisms located in the SLC6A4 gene: the first considered ASD per se,
the second evaluated common clinical symptoms. The polymorphisms were analyzed both
as single markers and in haplotypes, and all analyses were performed considering the
whole sample and only male probands.

The main finding observed in this study was a nominal association occurring
between rs1042173 and psychomotor agitation. The positive result was found in the whole
sample and in the subsample composed by male patients; no one hold significance after
correction, only a trend could be seen in the last group. In both findings, nevertheless, GG
homozygosis seemed to be associated with protection to psychomotor agitation when
compared to TT homozygosis. Furthermore, the biased result in males heterozygous
suggests a dose effect, since TG heterozygosis appears to have a non-significant protective
effect. These results are in accordance with the studies of Chen and Rajewsky (2006),
Vallender et al. (2008) and Seneviratne et al. (2009), showing a functional effect for
rs1042173. However, given the contradictory results, the implicated allele and the direction
of functional effect are not clear, preventing the establishment of a putative relation
between our findings and 5-HTT expression and function. Considering also that the
neurobiology of psychomotor agitation is not fully understood, the evaluation of this
symptom in other ASD samples will be very relevant.

A suggestive result of association between LalLa genotype at S5HTTLPR
polymorphism and mood instability was also seen in males. Previously, Longo et al. (2009)
showed a significant result regarding this association in our sample, though in a smaller
number of families collected. This discrepancy in results may be related to differences in
sample size and statistical analyses, since in the current study ethnicity was considered a
covariate. To our knowledge, there are no other studies that assess this association in ASD
children. The serotonin metabolism is involved in many behaviors (Murphy et al. 2004).
Among other regions, serotoninergic neurons afferents from the brainstem raphe nuclei

innervate limbic areas, which control various symptoms present in ASD and other
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pathologies, including mood (Lucki 1998). Despite the results obtained for our sample, an
involvement of SHTTLPR variant is thus plausible in ASD mood instability, and should be
further investigated.

Other analyses related to symptoms and both single markers and haplotypes did not
reveal any significant association in our study. Although SLC6A4 gene has already been
studied in families with ASD probands, the analysis of its variants regarding a possible
influence on common symptoms and/or characteristic of the disorder are still considered
unusual. The evaluation of specific symptoms has the objective of deal with more
homogenous sub-samples, especially in disorders characterized by a range of symptoms.
The definition of subcategories grouping individuals with more similar clinical
manifestations is suggested as an attempt to facilitate the understanding of the disease
(Bishop et al. 2013). However, other criteria, as the use of endophenotypes, can be
valuable in future research.

There is some evidence about differences on clinical manifestations between
genders. The prevalence of ASD is higher in males than in females, but few molecular
studies have considered gender differences (Van Wijngaarden-Cremers et al. 2013). In
males, repetitive and stereotyped behaviors seem to be more frequent, while in females
social and language problems are more common (Bolte et al. 2011; Holtmann et al. 2007).
Other symptoms present in the disorder require further characterization and
epidemiological data related to gender. This will be important to properly interpret the
results obtained here specifically for male ASD patients.

The results for TDT analyses are controversial in ASD literature. Considering the
biallelic form of SHTTLPR polymorphism Cook et al. (1997) indicated that the S allele
was associated with autism, whereas Klauck et al. (1997) found evidence of association
with the L allele. The unique meta-analysis investigating more than one variant in SCL6A4
gene did not found any significant results for both SHTTLPR and Stin2 polymorphisms
and ASD (OR=1.032-1.129) (Huang and Santangelo 2008). More recent studies continue
to find contradictory results (Coutinho et al. 2007; Gadow et al. 2013; Kistner-Griffin et al.
2011; Nijmeijer et al. 2010; Valencia et al. 2012). Our family-based analyses also did not
show any positive results for single polymorphisms approach, even considering SHTTLPR
in the triallelic form, which was suggested to contribute to inconsistent findings. However,

the haplotype analyses indicated that the H4 haplotype was less transmitted than would be
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expected by chance, nonetheless the global p-value was not significant. This haplotype is
composed by some alleles already associated with SLC6A4 expression: SHTTLPR S allele
(lower expression of this gene) (Hu et al. 2006; Nakamura et al. 2010), rs2066713 G allele
(without functionality described) (Ma et al. 2010), Stin2 12R allele (transcriptional
enhancer) (MacKenzie and Quinn 1999) and rs1042173 T allele (contradictory results)
(Seneviratne et al. 2009; Vallender et al. 2008). A few other studies performed haplotype
approach, including only two SLC6A4 polymorphisms (SHTTLPR and Stin2). Similarly to
single markers, the results persist contentious and the meta-analysis failed to find
associations (Huang and Santangelo 2008). We believe the haplotype suggested here can
have a functional effect on 5-HTT function, thus in ASD etiology. Nevertheless, several
studies are needed to properly assess the complex effect of these variants, and then explain
the results found herein.

We have selected the main polymorphisms in the SLC6A4 gene, most with a
possible functional role and adequate allele frequencies. Nonetheless, our moderate sample
size could have prevented the detection of probable small effects exert by this gene. The
results in the haplotype FBAT analyses and for psychomotor agitation and mood instability
well illustrate this limitation. On the other hand, the use of clinical phenotypes to evaluate
the role of genes in ASD is an approach not very common in the genetic studies, and seems
to be very promising. Future studies are needed to confirm the data found, and we believe
in their relevance in understanding the disorder and contributing to upcoming clinical and

pharmacological interventions.
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Table 1. Genotype frequencies in ASD probands.

Variant

SHTTLPR

rs2066713

Stin2?

rs1042173

Genotype

SS
SLa
SLg
LaLa
LaLg
AA
AG
GG
10/10
10/12
12/12
1T
TG
GG

All
(n=209)
23.7
35.6
6.2
23.7
10.8
10.3
49.0
40.7
9.3
44.8
44.8
24.2
54.1
21.6

Frequency (%o)
European African
(n=160) (n=15)
21.5 26.7
41.0 20.0
6.2 13.3
23.6 26.7
7.6 13.3
11.1 6.7
48.6 46.7
40.3 46.7
9.0 13.3
47.2 26.7
42.4 60.0
22.9 26.7
54.2 53.3
22.9 20.0

Others”
(n=34)
324
17.6
2.9
23.5
235
8.8
50.0
41.2
8.8
41.2
50.0
29.4
52.9
17.6

2 genotype 9/12 = 1.4% (not considered in analyses); ® Amerindian, mixed European-African-Amerindian.
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Table 2. Linkage disequilibrium pattern for polymorphisms at SLC6A4 gene, considering

all ASD sample.

LD parameters SHTTLPR rs2066713  Stin2 rs1042173
SHTTLPR

D’ rs2066713 0.614

r-squared 0.158

p-value 0.000

D’ Stin2 0.564 0.971

r-squared 0.139 0.923

p-value 0.000 0.000

D’ rs1042173 0.327 0.753 0.748

r-squared 0.078 0.246 0.248

p-value 0.000 0.000 0.000

LD = linkage disequilibrium. D’= LD coefficient between two loci; higher the D’, bigger the dependence
between allele frequencies of one locus in relation to other. r2 = correlation coefficient between two loci.
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Table 3. Haplotype analyses using transmission disequilibrium test (HBAT).

Haplotype® ° Frequency Observed Expected Z P

(%) transmission® transmission®
H1-S G12G 2938 80 76 0.796 0.426
H2-LaA10T 229 53 55 -0.580 0.562
H3-LaG12G 116 33 30 0.910 0.362
H4-S G12T 104 20 25 -1.984  0.047

*Only haplotypes with estimated frequencies >0.10 are listed; "SNPs in haplotypes follows the order,

according 5°—> 3’gene sequence: SHTTLPR, rs2066713, Stin2, rs1042173; “Observed number of
transmissions; dExpected number of transmissions. Pgepa=0.266

113



Table 4. Logistic regression models to assess influence of SLC6A4 polymorphisms in ASD

symptoms in male subgroup of probands.

Symptoms Polymorphism B (SE) Odds Ratio (IC 95%) P
Psychomotor Agitation

rs1042173

TT (refer) 0 1

TG -0.897 (0.482)  0.408 (0.159-1.049) 0.063

GG -1.641 (0.625)  0.194 (0.057-0.659) 0.009"
Mood Instability

SHTTLPR

Others? 0 1

LaLa 0.780 (0.408)  2.182 (0.981-4.855) 0.056

®Included genotypes: SS, SLa, SLg, LaLg. Covariates included in all models: SHTTLPR, rs2066713, STin2,
rs1042173, ethnicity. Only models with significant results are presented. Each symptom represents a logistic
regression model. °peor=0.072.
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CAPITULO VI - RESULTADOS ADICIONAIS

A serem incluidos no Artigo 3



VI. 1. INTERACAO ENTRE 0S GENES SLC6A4 E ITGB3

Ao longo dos capitulos anteriores foram apresentadas vérias evidéncias apoiando
0 envolvimento do sistema serotoninérgico e das moléculas de adesédo celular, em especial
as integrinas, na etiologia dos TEA. Dados sugerindo interacdo entre ambas rotas
biologicas também foram descritos. Grande parte desses achados sobre efeitos de interacdo
se refere ao transportador de serotonina, ou 5-HTT, e a integrina B3, ou ITGB3, e aos
genes codificadores destes componentes (respectivamente, SLC6A4 e ITGB3).
Considerando o entendimento restrito que se tem atualmente acerca das bases genéticas
que influenciam a origem e variabilidade clinica dos TEA, e que o estudo de interagdes
gene-gene é indicado como uma abordagem fundamental para se elucidar a mecanismos
em doencas complexas, justifica-se uma analise de interacdo entre 0s genes SLC6A4 e
ITGB3 no presente estudo, incluindo os diferentes polimorfismos analisados.

A amostra avaliada neste estudo de interacdo consiste de 209 criangas com
diagnostico de TEA. InformacGes sobre o diagndstico e avaliacdo clinica, dados coletados,
instrumentos utilizados e termos de consentimento para participacdo no estudo estdo
descritos nos Artigos 1 e 2 da presente tese. Para as analises de interacdo, os TEA ndo
foram considerados como entidade diagndstica; apenas os sintomas clinicos comumente
presentes nestes pacientes € que foram analisados. Apds verificar a frequéncia dos
sintomas mais comuns, foram selecionados para estas analises aqueles cuja frequéncia nos
probandos encontra-se proxima aos 40 e 60%. Os sintomas incluidos foram: agressividade
(61,8%), hiperatividade (60,9%), ecolalia (60,4%), problemas para dormir (55,8%) e
labilidade do humor (49,5%). Os polimorfismos avaliados nesta abordagem estdo descritos
nos artigo 1 e 2, da mesma forma que os protocolos de genotipagem.

Para as analises, os sintomas foram definidos como variaveis categoricas binarias,
de acordo com a presenca ou auséncia do sintoma avaliado. Todos os SNPs foram
definidos de acordo com a presenca do alelo de menor frequéncia e homozigotos para o
alelo comum. O polimorfismo 5SHTTLPR foi dividido de acordo com o provavel efeito na
expressdo do gene SLC6A4, sendo homozigotos Lala (alta expressdo) versus demais
genotipos (media e baixa expressdo). O polimorfismo Stin2 foi analisado de acordo com a
frequéncia dos gendtipos, em 2 grupos: portadores do alelo de 10R versus homozigotos

para o alelo de 12R. O alelo de 9R, embora tenha sido observado, teve frequéncia menor
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que 1% e ndo foi considerado na analise. Estes dados podem ser observados em maiores
detalhes na tabela 1.

A hipotese de interacdo entre os genes SLC6A4 e ITGB3 foi testada através de
analises de y* e regressdo logistica binaria.

O teste de y° foi realizado inserindo 3 variaveis categéricas: sintoma avaliado, um
polimorfismo do gene ITGB3 e um polimorfismos do gene SLC6A4. Para cada sintoma
foram testadas 20 possiveis interacdes entre os polimorfismos de ambos 0s genes. Através
do teste de homogeneidade de odds ratio (OR) foram determinados os termos de interacéo
genética a serem incluidos na analise posterior de regressdo logistica binaria. Apenas
interacbes com valores de p<0,10 no teste de homogeneidade foram considerados na
analise de regressdo logistica. Todos os dados referentes as anélises de * sdo apresentados
na tabela 2. Além do ponto de corte estatistico, 0 tamanho amostral em cada casela
também foi considerado; subgrupos com N < 20 em cada casela das interagcbes 1x1 nédo
foram analisados.

De acordo com estes critérios foram realizados 5 modelos de regressdo logistica
binaria: 1 para problemas para dormir, 1 para ecolalia e 3 para agressividade. Os resultados
significantes (p<0,05) foram submetidos a corre¢do de Bonferroni para multiplos testes.
Etnia e género foram incluidos como covariaveis em todos os modelos. O software SPSS
versao 20 foi utilizado para todas as andlises. O nivel de significancia aceito foi de 0,05.

Os resultados da regressdo logistica encontram-se nas tabelas 3, 4 e 5. Em cada
tabela sdo apresentados os efeitos principais de cada um dos polimorfismos inseridos nos
modelos e o termo de interacdo, de acordo com o sintoma analisado. Nao foram observadas
influéncias dos efeitos principais dos SNPs ou da interacdo avaliada para problemas para
dormir (tabela 3). Em relacdo a ecolalia, uma interacdo significante entre o alelo T-
rs12603582 e o alelo A-rs1042173 foi observada; a presenca de ambos os alelos foi
associada a um maior risco para este sintoma (OR=4,965, IC 95%=1,003-24,575, p=0,05)
(tabela 4). A analise do sintoma de agressividade revelou 3 interacGes significantes, todas
elas com 0 rs15908, em 3 modelos de regressao logistica distintos. Foi observado um efeito
de risco na interacdo entre o alelo C-rs15908 com diferentes polimorfismos do gene
SCL6A4, compreendendo: o alelo A-rs2066713 (OR=4,799, IC 95%=1,289-17,872,
p=0,019), o alelo 10R-Stin2 (OR=5,128, IC 95%=1,378-19,082, p=0,015) e o alelo A-

117



rs1042173 (OR=5,194, IC 95%=1,001-26,951, p=0,05) (tabela 5). Entretanto, nenhuma das
interacfes nos 5 modelos avaliados sobreviveu as corre¢fes para multiplos testes.

Tanto o tamanho amostral moderado como a estratégia de analise utilizada podem
ter contribuido para os resultados obtidos nas andlises de interacdo realizadas neste estudo.
Porém, embora fortemente recomendadas, ndo ha consenso sobre a melhor metodologia
para testar possiveis interacdes gene-gene. Outro grau de dificuldade é adicionado pela
necessidade de incluir diferentes polimorfismos e varios genes nos modelos testados, para
que se investiguem essas hipoteses da maneira mais fidedigna possivel em relacdo a
arquitetura genética de doencas complexas como os TEA. A replicacdo de achados através
de diferentes estratégias, assim como o desenvolvimento de novas metodologias para
analises de interacdo, sdo fundamentais para o avango no entendimento de tais mecanismos

etioldgicos.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos genéticos para cada polimorfismo, de acordo

com os critérios de frequéncia genotipica ou de expressdo do gene.

Polimorfismo
Gene ITGB3
rs2317385

rs5918

rs15908

rs12603582

rs3809865

Gene SLC6A4

SHTTLPR

rs2066713

Stin2

rs1042173

GG
AA/ AG
TT
CC/CT
AA
CC/CA
GG
TT/ TG
AA
TT/TA

LalLa

Outros genétipos?
GG

AA/ AG

12R12R
10R10R/ 10R12R
CcC

AA/ AC

N (%)*

122 (62,9%)
72 (37,1%)
141 (72,7%)
53 (27,3%)
61 (31,6%)
132 (68,4%)
126 (65,3%)
67 (34, 7%)
96 (49,5%)
98 (50,5%)

46 (23,7%)
148 (76,3%)
79 (40,7%)
115 (59,3%)
87 (45,3%)
105 (54,7%)
42 (21,6%)
152 (78,4%)

*frequéncia obtida da amostra total. ® demais gendtipos: SS, SLa, SLg, LalLg.
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Tabela 2. Valores de p obtidos a partir do teste de homogeneidade de odds ratio

(OR) para os termos de interacdo genética para cada sintoma avaliado.

Sintoma

Interacéo

rs2317385 X SHTTLPR
rs2317385 X rs2066713
rs2317385 X Stin2
rs2317385 X rs1042173
rs5918 X 5SHTTLPR
rs5918 X rs2066713
rs5918 X Stin2

rs5918 X rs1042173
rs15908 X 5SHTTLPR
rs15908 X rs2066713
rs15908 X Stin2

rs15908 X rs1042173
rs12603582 X 5SHTTLPR
rs12603582 X rs2066713
rs12603582 X Stin2
rs12603582 X rs1042173
rs3809865 X SHTTLPR
rs3809865 X rs2066713
rs3809865 X Stin2
rs3809865 X rs1042173

Hiperatividade

0.888
0.753
0.709
0.516
0.836
0.897
0.880
0.186
0.439
0.515
0.315
0.189
0.885
0.076
0.084
0.371
0.234
0.810
0.554
0.166

Labilidade do

Problemas
para dormir

0.526
0.816
0.990
0.238
0.434
0.111
0.018
0.492
0.167
0.333
0.253
0.261
0.236
0.229
0.067
0.457
0.249
0.049
0.027
0.124

Agressividade

Ecolalia

0.309
0.127
0.386
0.524
0.149
0.165
0.050
0.852
0.821
0.679
0.212
0.300
0.122
0.258
0.781
0.050
0.175
0.513
0.601
0.465

Em negrito estdo as interacGes com valor de p<0,10 no teste de homogeneidade.
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Tabela 3: Anélise da influéncia de polimorfismos nos genes SLC6A4 e ITGB3 sobre problemas para dormir

Efeito principal na amostra total
rs3809865 AA
TT/ITA
rs2066713 GG
AAIAG
Interacéo rs3809865-rs20666713
Presenca do alelo T-rs3809865 em néo portadores do alelo A-rs2066713
Presenca do alelo A-rs2066713 em néo portadores do alelo T-rs3809865
Presenca do alelo T-rs3809865 em portadores do alelo A-rs2066713

0
-0,155
0
-0,278

-0,847
-0,869
1,115

EP

0,297

0.301

0,484
0,449
0,616

OR (IC 95%)

1
0,856 (0,478-1,533)
1

0,757 (0,420-1,367)

0,429 (0,166-1,107)
0,419 (0,174-1,011)
3,049 (0,912-10,189)

0,601

0,356

0,080
0,053
0,070

Teste Hosmer and Lemeshow p=0,883. EP: erro padrdo, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianga, P*: valor apds correcéo de Bonferroni.

Modelo ajustado por etnia e género.
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Tabela 4: Andlise da influéncia de polimorfismos nos genes SLC6A4 e ITGB3 sobre ecolalia

Efeito principal na amostra total
rs12603582 GG
TT/TG
rs1042173 CC
AAIAC
Interacgéo rs12603582-rs1042173
Presenca do alelo T-rs12603582 em néo portadores do alelo A-rs1042173
Presenca do alelo A-rs1042173 em ndo portadores do alelo T-rs12603582
Presenca do alelo T-rs12603582 em portadores do alelo A-rs1042173

0
-0,560
0
-0,397

-1,839
-1,055
1,602

EP

0,314

0,374

0,734
0,538
0,816

OR (IC 95%)

1
0,571 (0,309-1,056)
1

0,672 (0,323-1,399)

0,159 (0,038-0,670)
0,348 (0,121-0,999)
4,965 (1,003-24,575)

0,074

0,289

0,012
0,050
0,050

Teste Hosmer and Lemeshow p=0,978. EP: erro padrdo, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca, P*: valor apds correcdao de Bonferroni.

Modelo ajustado por etnia e género.

P*

0,060
0,250
0,250
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Tabela 5: Andlise da influéncia de polimorfismos nos genes SLC6A4 e ITGB3 sobre agressividade

B EP OR (1C 95%) P p*
Efeito principal na amostra total
rs15908 AA 0 - 1 - -
CCICA -0,103 0,321 0,902 (0,481-1,690) 0,747
rs2066713 GG 0 - 1 - -
AA/AG 0,135 0,301 1,144 (0,634-2,066) 0,655
Stin2 12R12R 0 - 1 - -
10R10R/10R12R 0,280 0,302 1,323 (0,733-2,390) 0,353
rs1042173 CcC 0 - 1 - -
AA/AC -0,105 0360 0,900 (0,444-1,824) 0,770
Interagéo rs15908-rs20666713
Presenca do alelo C-rs15908 em néo portadores do alelo A-rs2066713 -1,007 0,511 0,365 (0,134-0,994) 0,049 0,245
Presenca do alelo A-rs2066713 em nédo portadores do alelo C-rs15908 -0,913 0,552 0,401 (0,136-1,184) 0,098
Presenca do alelo C-rs15908 em portadores do alelo A-rs2066713 1569 0,671 4,799 (1,289-17,872) 0,019 0,095
Interagdo rs15908-Stin2
Presenca do alelo C-rs15908 em n&o portadores do alelo 10R-Stin2 -1,009 0,488 0,365 (0,140-0,949) 0,039 0,195
Presenca do alelo 10R-Stin2 em n&o portadores do alelo C-rs15908 -0,823 0,553 0,439 (0,149-1,297) 0,137
Presenca do alelo C-rs15908 em portadores do alelo 10R-Stin2 1,635 0,670 5,128 (1,378-19,082) 0,015 0,075
Interacdo rs15908-rs1042173
Presenca do alelo C-rs15908 em ndo portadores do alelo A-rs1042173 -1,397 0,759 0,247 (0,056-1,094) 0,066
Presenca do alelo A-rs1042173 em néo portadores do alelo C-rs15908 -1,212 0,709 0,297 (0,074-1,195) 0,087
Presenca do alelo C-rs15908 em portadores do alelo A-rs1042173 1,647 0,840 5,194 (1,001-26,951) 0,050 0,250

Teste Hosmer and Lemeshow para cada um dos 3 modelos p=0,908; p=0,994; p=0,957, respectivamente. EP: erro padrdo, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca,
P*: valor apos corre¢do de Bonferroni. Modelo ajustado por etnia e género.
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CAPITULO VII — DISCUSSAO E CONCLUSOES



Os transtornos do espectro autista sdo caracterizados por uma grande variedade de
manifestacdes clinicas, que estdo relacionadas a gravidade da doenca. A heterogeneidade
fenotipica contribui para a dificuldade em estabelecer rotas biolégicas e mecanismos
neuronais que estejam envolvidos na sua etiologia, permanecendo limitado o nosso
conhecimento sobre a doenga. Com isso, a procura por marcadores biologicos, incluindo
variantes genéticas, tem se mostrado uma tarefa complexa.

Baseando-se nas hipdteses bioldgicas que sugerem o envolvimento do sistema
serotoninérgico e da superfamilia das integrinas, e nos recentes resultados de estudos de
associacao, nos investigamos diferentes polimorfismos ao longo dos genes SLC6A4 e
ITGB3. De acordo com os estudos anteriores, nosso objetivo principal consistia na
identificacdo de marcadores individuais e de haplétipos, de ambos 0s genes, que pudessem
estar associados aos TEA como entidade diagnostica, as manifestagbes clinicas mais
comuns e a gravidade dos mesmos.

No gene SLC6A4, 4 polimorfismos foram avaliados: a repeticdo 5SHTTLPR, que
inclui o SNP rs25531, na regido promotora; 0 SNP rs2066713 no intron 1; o Stin2, VNTR
localizado no intron 2; e o SNP rs1042173, na regido 3> UTR. Nossa analise baseada em
familias ndo mostrou resultados positivos para os marcadores individuais, mas uma
associagdo nominal com TEA foi detectada para o haplotipo H4 -S-G-12-T (polimorfismos
na mesma ordem citada acima), que foi menos transmitido do que o esperado. Trés destes
polimorfismos possuem alguma evidéncia de impacto funcional, o SHTTLPR, o Stin2 e o
rs1042173. Considerando o numero de estudos funcionais realizados e a consisténcia
desses resultados, é possivel fazer algumas inferéncias sobre o possivel efeito deste
hapldtipo nos TEA com base no SHTTLPR. O alelo S, presente no H4, é relacionado a
menor expressao do gene, consequentemente uma menor recaptacdo de serotonina e
aumento dos niveis desse neurotransmissor na fenda sinaptica (Hu et al. 2006; Nakamura
et al. 2010). Como ja mencionado no Capitulo I, algumas evidéncias neurobioldgicas
sugerem que niveis reduzidos de serotonina estariam presentes em pacientes com TEA
(Hollander et al. 2005; McDougle et al. 1996). Biologicamente, a direcdo esperada de
associacdo em um estudo de familias é este alelo ser menos transmitido ao probando
afetado, precisamente o que é observado neste resultado nominal; o alelo S atuaria, entéo,
como um fator de protecdo. Porém, achados sugerindo esse alelo como de risco existem na

literatura quase em igual nimero, assim como evidéncias neurobioldgicas que apoiam tal
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hipGtese. Mesmo entre diferentes meta-analises dos estudos de associa¢do os resultados
permanecem ainda inconclusivos (Huang and Santangelo 2008). E possivel que os
diferentes alelos do 5HTTLPR, através de seus efeitos funcionais bem documentados,
possam tanto conferir risco como protecdo aos TEA de acordo com os alelos presentes nos
demais polimorfismos do gene SLC6A4. Considerando evidéncias de estudos funcionais
para os polimorfismos que compdem o hapldtipo H4, tanto o alelo 12 do Stin2 como o
alelo T do rs1042173 possuem supostamente efeito antagdnico ao alelo S do SHTTLPR, ou
seja, aumento da atividade do SHTT e reducdo da serotonina sindptica (MacKenzie and
Quinn 1999; Seneviratne et al. 2009; Vallender et al. 2008). Entdo, mesmo com efeito
funcional importante, a possivel influéncia de protecdo conferida pelo alelo S poderia ser
“mascarada” pelos outros 2 alelos funcionais presentes no haplétipo, explicando nosso
achado ndo significativo. O esclarecimento do impacto que cada polimorfismo e alelo tém
na fungéo do gene, assim como as relagdes das diferentes variantes entre si e com a origem
dos TEA, sera importante para a resolucdo das inconsisténcias vistas nos estudos de
associacdo, tanto com polimorfismos isolados como com hapl6tipos.

Em relacdo as manifestacdes clinicas avaliadas, associacfes nominais foram
observadas entre 0 rs1042173 e agitacdo psicomotora na amostra total e em meninos, e
entre o 5HTTLPR com a instabilidade do humor apenas nos meninos. Embora a
significancia ndo tenha se mantido ap06s correcdo, essas associagdes sao plausiveis. O
efeito do metabolismo serotoninérgico sobre o humor é fortemente evidenciado por
diferentes tipos de investigacGes. Além disso, sugere-se que a influéncia do transportador
de serotonina possa estar mais relacionada ao comportamento, do que propriamente a
etiologia da doenca. Os nossos achados concordam ainda com a influéncia marcante que o
género apresenta nos TEA. Além da maior frequéncia de casos masculinos, evidéncias de
diferencas em nivel cerebral e na manifestacdo de sintomas tém sido recorrentes nestes
transtornos (Gabriele et al. 2014). Outros estudos ndo abordaram esta perspectiva de
analise, dificultando uma discussdo mais ampla dos nossos achados. Contudo, acreditamos
na validade desta metodologia para o estudo do gene SLC6A4 e na plausibilidade dos
nossos resultados. O aprofundamento destas pesquisas em grupos de pacientes definidos
pelo sexo contribuira também para entender melhor as razGes da alta prevaléncia de

meninos em relacdo a meninas nos TEA.
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De modo semelhante, nossos objetivos foram satisfeitos com os resultados
encontrados para o gene ITGB3. Cinco SNPs foram por nds avaliados, rs2317385 na regido
5°UTR; rs5918 no exon 3; rs15908 no exon 9; rs12603582 no intron 11; e rs3809865 na
regido 3° UTR. Embora nenhum desses polimorfismos, juntamente com as demais
variantes bastante exploradas neste gene, possua dados acerca da sua funcionalidade, os
resultados positivos de estudos anteriores obtidos através de diferentes abordagens
sugerem a relevancia do ITGB3 nos TEA. Noés verificamos esta influéncia na anéalise
baseada em familias, onde o haplo6tipo H5 G- T- C- G- A (polimorfismos na mesma ordem
citada acima) foi significativamente ndo transmitido aos probandos, sugerindo um efeito de
protecdo ao aparecimento dos TEA. A andlise de familias mostrou ainda tendéncia a
transmissdo preferencial do alelo A do rs15908 e do haplotipo H1 G- T- A- G- A, resultado
ndo mantido apds correcdo. Considerando essas associacbes nominais, um papel
importante do rs15908 é apontado: a Unica diferenca entre os hapl6tipos H1 e H5 é
justamente esse SNP (alelo C no H5 e alelo A no H1); a associacdo poderia, entdo, definida
pelo rs15908, sendo o C um alelo de protecdo e o0 A um alelo de risco, concordando com o
resultado visto para esse polimorfismo isoladamente.

Algumas das investigagdes com enfoque neste gene avaliaram o polimorfismo
rs15908 nos TEA através de diferentes abordagens: estudos baseados em familias, como
um marcador individual ou incluido em hapl6tipos; avaliando um possivel efeito sobre os
niveis de serotonina; ou investigando a possibilidade de interacdo com distintos
polimorfismos em outros genes, principalmente o SLC6A4. Os resultados sdo, em geral,
bastante estimulantes, uma vez que varias associacbes foram detectadas nessas
investigagBes. Entdo, poderiamos afirmar que o rs15908 contribui para a etiologia dos
TEA, e que os resultados marginais e ndo significativos que observamos sdo devidos em
grande parte ao poder reduzido do nosso estudo. Para melhor investigar essa hipotese,
realizamos uma meta-andlise com o0s resultados disponiveis para o0 rs15908
individualmente. Apés uma revisdo detalhada, 4 estudos diferentes foram encontrados,
além do nosso, todos com analises baseadas em familias. Nao foi verificada associacéo,
(OR=1,11, IC 95%=0,67-1,86); porém, a alta heterogeneidade detectada sugere diferencas
importantes entre as amostras estudadas (y2=24,03, gl=4, estatistica 12=83,4%, p<0,001) e
dificulta a interpretacdo desse achado. Novos estudos de associacdo com enfoque neste

polimorfismo devem ser realizados para corroborar seu possivel envolvimento nos TEA.
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Isso € importante também para aumentar o nimero de publica¢des, permitindo a obtengéo
de amostras mais homogéneas e um viés menor em meta-analises futuras. Por outro lado,
estudos funcionais com esta e outras variantes em diferentes cenarios sdo altamente
recomendados. O rs15908 envolve uma troca sindnima no exon 9 (42130A>C,
Val381Val), sugerindo que tanto o contexto genético como mecanismos regulatorios sejam
fundamentais para o possivel efeito deste polimorfismo na funcdo génica e,
consequentemente, na doenca.

Outros resultados por nés observados para o ITGB3 também podem ser
comentados. Estes se referem as analises das manifestacdes clinicas, tanto em relacdo aos
SNPs individuais como aos haplétipos. Embora apenas um resultado positivo tenha sido
obtido apds a correcdo para multiplos testes (associacdo entre ecolalia e o haplétipo
contendo alelo A no rs15908 e alelo G no rs12603582), varios outros efeitos poderiam ser
sugeridos através das associagdes nominais observadas. Essas incluem efeitos individuais
do rs5918 sobre agressividade, do rs2317385 sobre epilepsia ou convulsdes, e do
rs12603582 novamente sobre ecolalia. Ainda, 4 diferentes hapl6tipos em janelas de
tamanho 2 e 3, que, em conjunto, incluem todos os polimorfismos estudados, poderiam
estar associados com epilepsia e problemas para dormir. Mais que reforcar a importancia
do ITGB3 na etiologia dos TEA, estes resultados sugerem que a influéncia deste gene seja
bastante complexa, e altamente vinculada a heterogeneidade clinica da doenca. Nenhum
dos estudos anteriores com o gene ITGB3 utilizou essa abordagem; assim, a analise de
subgrupos de pacientes parece ser realmente promissora e necessaria no esclarecimento de
tal influéncia.

Os instrumentos ASQ e CARS foram aplicados na amostra com o intuito de
examinar a gravidade das diversas manifestacGes clinicas, comuns aos TEA. Mesmo sendo
duas ferramentas importantes na pratica clinica, nosso estudo falhou em detectar
associacOes destes instrumentos com os polimorfismos avaliados. Em relagdo ao ITGB3,
encontramos uma associacgdo entre o alelo A do rs2317385 e escores mais baixos no ASQ,
que ndo se manteve apds correcdo. Ja para 0 SLC6A4 nenhum resultado positivo ou
tendéncia a associagéo foi verificado, o que nos fez optar por ndo descrever tais anélises no
respectivo manuscrito. Apesar da importancia do ASQ e do CARS, nem todos 0s
probandos completaram esta avaliagdo. Isto diminuiu consideravelmente o N da amostra

para estas andlises, podendo ter contribuido para os resultados observados. O CARS
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também é empregado nos casos em que alguma intervencao clinica é efetuada, com o
proposito de verificar sua eficacia, comparando 0s escores antes e apds a intervencao. Esta
possibilidade de analise ndo foi considerada no presente trabalho, mas pode ser importante
em estudos futuros, juntamente com a avaliacdo da gravidade dos TEA que pode ser feita
com esses instrumentos.

Por ter um inicio precoce, a etiologia genética dos TEA é frequentemente
investigada a partir de estudos baseados em familias, que tém também a vantagem de
diminuir o risco de resultados espurios causados por possivel estratificacdo de amostras
populacionais. Porém, os relatos destas pesquisas na literatura mostram que esta
metodologia ndo tem sido suficiente para esclarecer a contribuicdo genética, incluindo os
genes ITGB3 e SLC6A4, nos TEA. Por outro lado, estratégias como o uso de instrumentos
para avaliacdo da doenca de uma forma quantitativa, e a analise de subgrupos mais
homogéneos de pacientes ainda € escassa. As doencas multifatoriais tém como
caracteristica o envolvimento de multiplas rotas bioldgicas implicadas na etiologia e
desenvolvimento da patologia em si. A presenca de sintomatologia variada e de diferentes
comorbidades possivelmente esta relacionada a alteracGes em diferentes rotas bioldgicas, e
a diferentes regides do genoma. Resultados positivos nas analises de sintomas carecem de
replicacdo em diferentes amostras com TEA. Mas, estes sintomas também podem ser
examinados em outras patologias, com o intuito de verificar se o sentido da associa¢ao
descrita é similar. Patologias ou sintomas semelhantes provavelmente envolvem as
mesmas rotas biologicas e 0s mesmos genes, ou rotas e genes bastante relacionados; a
comparacdo entre os achados pode ajudar a elucidar as relagcdes etioldgicas mais
especificas. Avangos neste sentido também podem contribuir para a identificacdo de
endofenotipos nos TEA, que talvez tenham mais poder do que as manifestacBes clinicas
para definir subamostras mais homogéneas clinica e geneticamente.

Devido a associacdo de ambos 0s genes ITGB3 e SLC6A4 com o metabolismo da
serotonina e com os TEA, analises de interacdo gene-gene foram realizadas. A importancia
desta abordagem é evidenciada pelos resultados positivos nas andlises dos genes
individuais, pelo conhecimento neurobioldgico que sugere a influéncia da serotonina na
etiologia e sintomatologia dos transtornos, e pelos estudos prévios de interagdo entre 0s
genes analisados. A regressao logistica, frequentemente usada em estudos deste tipo, foi a

ferramenta empregada nas nossas analises de interacdo gene-gene. Alguns critérios
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estatisticos foram estabelecidos para melhor compreender e descrever os resultados
obtidos. Foram observados alguns resultados nominais que ndo permaneceram apds
correcdo. Entre estes, uma interacdo entre o alelo T-rs12603582 no gene ITGB3 e 0 alelo
A-rs1042173 no gene SLC6A4 foi vista para ecolalia. Diferentes polimorfismos do gene
ITGB3 foram associados com ecolalia (Capitulo Il1), incluindo o rs12603582, presente
também neste resultado da interacdo. Curiosamente, os alelos de risco na anélise individual
e na interacdo sao opostos (alelo G e alelo T, respectivamente), demonstrando uma grande
complexidade genética envolvida. Nas analises com o sintoma de agressividade foram
observadas 3 interacdes nominais, todas envolvendo o mesmo polimorfismo e alelo do
gene ITGB3, o C-rs15908. Em relacdo ao SLC6A4, contribuiram para essas interacdes 0s
alelos A-rs2066713, 10R-Stin2 e A-rs1042173. Observando todas as anélises realizadas
com o gene ITGB3 (Capitulos Il e V), é dificil ndo sugerir que este gene tenha um papel
importante na etiologia e sintomatologia do transtorno. A complexidade deste possivel
efeito pode ser vista ndo s nos diferentes sintomas com que o rs15908 estaria associado,
mas também na participacdo de ambos os alelos nestas associac¢fes; nas analises do ITGB3
individualmente, o alelo A seria o alelo de risco, enquanto que o alelo C conferiria risco na
interacdo. Os achados de interacdo para o rs15908 se somam aos resultados obtidos nesta
analise para o rs12603582, no sentido de corroborar uma influéncia elaborada do ITGB3 na
etiologia dos TEA, dependente das demais variantes genéticas presentes neste gene, do
background genético conferido por outros genes, tais como 0 SLC6A4, e das caracteristicas
clinicas da amostra avaliada.

Outros estudos ja realizaram analises de interacdes entre estes dois genes, na sua
maioria investigando a etiologia da doenca em estudos de caso-controle (Coutinho et al.
2007; Ma et al. 2010; Mei et al. 2007; Singh et al. 2013; Valencia et al. 2012; Weiss et al.
2006b). Temos a perspectiva de realizar analises semelhantes, utilizando a metodologia
destas investigacdes. O MDR (Multifactor Dimensionality Reduction) é uma ferramenta
especialmente desenvolvida para identificar interacbes entre varidveis geneéticas de
pequeno efeito que influenciam uma resposta binaria (Hahn et al. 2003). Assim, seria uma
metodologia mais adequada para estudos de interacdo, em comparacdo a regressao
logistica. Entretanto, o MDR ndo e utilizado comumente no Brasil, e a falta de

conhecimento impediu que executassemos as analises com esta ferramenta. Nossa intencao

130



é buscar mais informacGes técnicas, para compreender corretamente esta abordagem e
utilizd-la no futuro, complementando nossas analises de interagdo gene-gene.

De encontro aos instrumentos utilizados na pratica clinica no Brasil, o uso do ADI
(Autism Diagnostic Interview) ou do ADOS (Autism Diagnostic Observation Schedule) ainda
ndo é amplo. Ambos sdo considerados instrumentos importantes no diagnostico e na
avaliacdo de probandos com TEA, e empregados corriqueiramente nos estudos de diversos
paises. A impossibilidade de usa-los no presente trabalho pode ter dificultado a
comprovacdo de nossas hipoteses de estudo. O ADOS, especialmente na avaliagdo dos
sintomas, seria de grande auxilio para determinacdo de endofenétipos validos, gerando
categorias sintomatolégicas mais fidedignas, o que provavelmente facilitaria a deteccdo de
associaces legitimas e também a replicacdo dos resultados. Esta limitacdo foi contornada
ao comparar os dados dos questionarios e dos prontuarios médicos disponiveis, visando
aferir as informacdes obtidas. Ainda assim, a aplicacdo desses instrumentos em estudos
futuros deve ser considerada.

Além desta limitacdo, nosso tamanho amostral € considerado baixo para estudos
de associacdo. Embora novas coletas tenham sido realizadas desde o estudo inicial com a
presente amostra (Longo et al., 2009) e mais de 60 novas familias tenham sido incluidas,
ele ainda pode ser considerado pequeno. O tamanho amostral também esta relacionado ao
poder das andlises estatisticas. As variantes genéticas geralmente investigadas em estudos
de associacdo com doencas psiquiatricas apresentam pequeno efeito e demandam amostras
cada vez maiores. O poder do nosso estudo em detectar associacGes foi estimado em
aproximadamente 40-50%, para as analises de familias e de sintomas. Isto pode ter
contribuido nos resultados obtidos, inclusive nas associagdes nominais. Apesar disso,
nossos resultados permanecem importantes e podem contribuir para futuras meta-analises,
ampliando o tamanho amostral e o poder destes estudos.

Algumas perspectivas para este estudo podem ser comentadas, além da nova
analise de interacdo entre os genes SLC6A4 e ITGB3. Um projeto em conjunto com o
Depto de Psicologia da UFRGS foi iniciado, com o objetivo de avaliar o fen6tipo amplo do
autismo. Até o presente momento, em torno de 10 familias foram avaliadas e
caracteristicas de personalidade, como sociabilidade e flexibilidade, foram investigadas
nos pais dos probandos. Nosso intuito é aumentar o tamanho da amostra e analisar 0 exoma

dessas familias, buscando associa¢do com variantes comuns e/ou raras, tanto com os TEA
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em si como com os diferentes constructos bioldgicos avaliados. Outra perspectiva envolve
a andlise conjunta de CNVs e de pequenas dismorfias em algumas criangas da amostra.
Foram selecionados 30 probandos, que completaram todo o protocolo de avaliacdo clinica.
A avaliacdo de pequenas dismorfias sera realizada por médicos geneticistas com
experiéncia em tais exames, do Servico de Genética Médica do HCPA. Os resultados das
andlises genéticas encontram-se disponiveis e diversas analises de bioinformética estdo
sendo realizadas. Nosso objetivo € sintetizar estes dados e buscar identificar se algum CNV
estd associado a presenca de dismorfias no probando, comparando com os dados da
literatura nos casos em que a alteragdo genética ja foi descrita.

Os resultados apresentados nesta Tese, embora necessitem de replicagéo, indicam
a importancia dos genes SLC6A4 e ITGB3 na etiologia e caracterizacdo clinica dos TEA.
As associacdes sugeridas sdo interessantes, especialmente em relacdo aos sintomas, e
representam uma abordagem promissora nos estudos com doengas complexas e bastante
heterogéneas clinicamente. O avan¢o no entendimento dos mecanismos genéticos
envolvidos na origem e manifestacdes clinicas dos TEA é fundamental para um melhor
entendimento deste grupo de doencas como um todo, e ndo somente em relacdo a sua
etiologia, tendo-se sempre em foco o uso deste conhecimento para melhorar a vida dos

individuos com TEA e suas familias.
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CAPITULO IX — ANEXOS



IX.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Paciente: Data:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(RESOLUCAO N2196/96 - CNS)

A proposta deste trabalho é sistematizar o atendimento, o diagnostico e o estabelecimento
de estratégias de intervengdo para os transtornos invasivos do desenvolvimento, em especial para
0s casos compativeis com autismo infantil.

Caso eu aceite que meu dependente participe deste protocolo, estou ciente de que terei
que responder a uma série de entrevistas semi-estruturadas e escalas de avaliacdo que podem
durar de 4 a 6 horas para seu total preenchimento. Quando necessario podera ser colhido material
sangliineo ou raspado da mucosa da boca, desde que ndo estejam envolvidos riscos para a saude
do meu filho(a). O material podera ser congelado por até 5 anos, para eventuais analises em
projetos futuros. Caso a utilizagéo desse material seja enquadrada em algum novo projeto, sei que
0 novo projeto devera passar novamente por analise da Instituicdo adequada (Conselho de Ensino
e Pesquisa), para receber aprovacdo especifica. Também estou ciente de que poderei ser
novamente contatado para dar meu novo consentimento.

As tarefas a serem realizadas para a conclusdo deste projeto ndo possuem riscos para o
paciente, no que se refere a coleta de material biolégico. O Unico inconveniente é o tempo de
duracéo da entrevista, por vezes demorada.

O potencial beneficio para a sociedade é que este estudo pode incrementar o
conhecimento sobre estes transtornos. Também meu filho (a) estara recebendo uma detalhada
avaliacdo neuropsiquiatrica que podera ser Util na clarificagdo de meu diagnostico.

Eu entendo que a participacdo do meu dependente é voluntéria e ligada ao meu
consentimento. Ele podera receber atendimento neste mesmo hospital ou na rede de salde da
comunidade, caso eu decida ndo participar.

Eu entendo que células, tecidos, sangue e outros espécimes de material, colhidos de meu
dependente, durante o curso da pesquisa, podem ser utilizados para avaliagbes cientificas,
pesquisa e ensino.

Eu entendo que as informacdes produzidas nesta tarefa serdo mantidas em lugar seguro,
codificadas e a identificagdo s6 podera ser realizada pelo pessoal envolvido diretamente com o
projeto.Caso o material venha a ser utilizado para publicacdo cientifica ou atividades didaticas,
nao serdo utilizados nomes que possam vir a identificar meu dependente.

Eu entendo que poderei obter mais informac6es com o Prof. Dr. Rudimar dos Santos
Riesgo, pelo telefone 2101-8293, que esta apto a solucionar minhas duvidas. Aceito que serei
informado de qualquer conhecimento significativo descoberto durante este projeto o qual podera
influenciar a minha participagcdo na sua continuidade. Eu compreendo que poderei solicitar o
desligamento do meu dependente do presente projeto a qualquer momento.

Porto Alegre, de de 20

Paciente Pesquisador que obteve o consentimento
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INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS EM GENES DO SISTEMA NEUROTRANSMISSOR
SEROTONERGICO NA DETERMINACAO DO TRANSTORNO AUTISTA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

L Justificativa e os objetivos da pesquisa:

O Autismo € uma doenga neurolégica que se caracteriza por problemas de linguagem e
integracdo social acompanhados por comportamentos repetitivos e interesses restritos. Atinge mais
ou menos uma em cada 500 criangas e é causado por fatores genéticos e ambientais. Gostariamos de
convidar sua familia a participar deste projeto, cujo objetivo do trabalho é entender algumas das
possiveis causas do Autismo, o que poder4 auxiliar no tratamento e prevengdo dessa doenga no
futuro.

Para tanto; estudaremos, através de coleta de sangue, uma parte do material genético que
existe no nucleo das células. Este material, chamado DNA contém genes que s3o unidades que
possuem c6digos responsdveis pela fabricagdo de vérias proteinas e enzimas do organismo.
Estaremos estudando genes que codificam proteinas que agem no cérebro e que podem ter alguma

influéncia na predisposigo da pessoa a desenvolver o autismo.
IL. Procedimentos que serfio realizados:

Serd realizado um questionario com vocés, sobre caracteristicas da crianga afetada, da

familia e da gravidez de seu filho (a).

Serdo coletados do filho(a), da mae e do pai de 5 a 10 ml de sangue. As amostras serdo
estudadas para anélise genética relacionada com Autismo (genes do sistema neurotransmissor). As
amostras de sangue serdo armazenadas e analisadas no Departamento de Genética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, campus do Vale, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Lavinia
Schiiler-Faccini.

As amostras de material genético serdio utilizadas apenas para este estudo. Entretanto

pretendemos guardar as amostras apés o término do estudo. Se for de interesse da equipe de

HCPA / GPPG N
VERSAO APROVADA
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pesquisa realizar novas investigagdes utilizando estas amostras guardadas, isto somente sers feito

apos novo contato e assinatura de novo termo de consentimento por parte de sua familia.

III. Riscos e desconfortos potenciais:

No momento da coleta de sangue podera haver alguma dor decorrente da pungdo da pele.
Complicacdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e geralmente de pequeno porte. Se houver
pequena perda de sangue da veia no local da puncéo geralmente hé um pequeno desconforto que

desaparece em poucos dias.
IV. Beneficios esperados:

Este estudo poderé no futuro beneficiar as familias dos afetados através de aconselhamento
nos quais fatores de risco genéticos poderdo ser identificados, contribuindo no diagnéstico e
estimativa de risco de ocorréncia de outros casos nestas familias. Sabemos, entretanto, que nenhum
destes genes estudados se constitui na causa tnica do autismo, e os resultados serdo interpretados
em forma de probabilidades.

V. Procedimentos alternativos:

Eu entendo que tive o direito de recusar a participar deste projeto e que minha recusa nio

afetard de nenhuma maneira os cuidados médicos do meu filho(a) ou de minha familia.
VI. Formas de acompanhamento e assisténcia:

O atendimento clinico e as informagdes sobre o aconselhamento genético da familia serdo
realizadas pelo Dr. Rudimar Riesgo e pela Dra. Lavinia Schiiler-Faccini. As coletas de sangue

serdo realizadas por pessoal especializado.

Pelo presente Consentimento, declaro que. fui esclarecido, de forma detalhada, livre de
qualquer forma de constrangimento e coergdo, dos objetivos, da justificativa, dos procedimentos
que serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do presente projeto de pesquisa, assim

como dos procedimentos alternativos aos quais poderia ser submetido, todos acima listados.

Fui igualmente informado:

HCPA /GPPG
VERSAQ APROVAE A
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- da garantia de receber esclarecimento a qualquer divida acerca dos procedimentos,
riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa;

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar do
estudo, sem que isso traga prejuizo 4 continuagdo do meu cuidado e tratamento;

- da seguranga de que ndo serei identificado e que se manterd o carter confidencial das

informagdes relacionadas com a minha privacidade;

Os pesquisadores responséveis por esse projeto de pesquisa sdo a profa. Dra. Lavinia
Schiiler-Faccini (Fone: 51 2101-8008) e Dénae Longo (Fone: 51 3316-6727), tendo sido esse
documento revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegreem [/ |/

Data / !

Nome do Paciente:

Nome e da assinatura da Mie:

Nome e assinatura do Pai:

Pesquisador responsével:

Lavinia Schuler-Faccini

HCPA /GPFL
VERSAOQ APROVAD A
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PROJETO
FENOTIPO AMPLIADO DO AUTISMO

Estamos realizando um estudo com a finalidade de investigar os tragos de
personalidade de pais de criancas com Transtorno do Espectro Autista € suas
possiveis relagdes com variantes genéticas.

Fui igualmente informado(a):
- da garantia de receber resposta a qualquer dtvida acerca dos

procedimentos e outros assuntos relacionados com a pesquisa;

- da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e
deixar de participar de qualquer um dos dois estudos (0 da Psicologia ou da Genética)
ou de ambos;

- da seguranga de que nfio serei identificado(a) e que se manterd o
carater confidencial das informagdes registradas relacionadas com minha privacidade;

- de que ser4 realizada entrevista para obter informagdes sobre a historia
da crianga, seu desenvolvimento e sobre os dados demogréficos da familia (por
exemplo, profissdo dos pais, estado civil, escolaridade);

- de que sera realizada a administragio dos seguintes questionarios aos
pais: ADI- R (dutism Diagnostic Interview - Revised); BFP (Bateria Fatorial de
Personalidade); BAPQ (Broader Autism Phenotype Questionnaire); M.IN.I. (Mini
International Neuropsychiatric Interview); Matrizes de Raven- escala geral;

- de que estes encontros serfio realizados em até dois momentos;

- de que sera realizada a administragio do seguinte instrumento na
crianga: PROTOCS — TEA (Protocolo de Observagdo de Criangas com Suspeita de
Transtorno do Espectro Autista)

- de que a administragdo do instrumento na crianga ser4 realizada em até
dois encontros, com aproximadamente 30 minutos cada;

- de que, se necessério, serd realizado encaminhamento para atendimento

psicoterapico para os pais e para a crianga;
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- de que os formularios preenchidos por mim e as gravacdes serdo
arquivadas junto ao banco de dados da pesquisadora responsavel da UFRGS,
sendo que somente o grupo de pesquisa ters acesso a esse material;

- da probabilidade de apresentar os resultados dessa pesquisa em
eventos cientificos e em publica-los, mantendo o anonimato dos participantes,

Fico ciente que, quando necessario e por minha livre escolha, poderd ser
colhido material biolégico (sangue periférico ou raspado da mucosa da boca), desde
que ndo estejam envolvidos riscos para a saude dos envolvidos, sendo necesséria a
coleta de material biologica do(a) filho(a) ¢ de seus pais. O material podera ser
congelado por até 5 anos, para eventuais andlises em projetos futuros. Caso a
utilizagéio desse material seja enquadrada em algum novo projeto, sei que o novo
projeto deverd passar novamente por analise da Instituigdo adequada (Conselho de
Ensino e Pesquisa), para receber aprovagiio especifica. Também estou ciente de que
poderei ser novamente contatado para dar meu novo consentimento.

As tarefas a serem realizadas para a conclusio deste projeto ndo possuem
riscos para o paciente, no que se refere a coleta de material biolégico.

- Pelo presente termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que fui
informado(a), de forma clara e detalhada dos objetivos e justificativa do
Projeto de Pesquisa.

- A pesquisadora responsavel por este projeto é a Prof®. Dr®. Cleonice Bosa,
que pode ser contatada pelo telefone: (51) 3316-5449.

Tendo esse documento sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica dessa

Instituigdo em ......../......./....
Dalas sesceid-commmifenmens

Nome e assinatura do voluntario (pai):

Assinatura do pesquisador responsavel:

...........................................................................
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IX. 2. PROTOCOLO DE PESQUISA

CHECK-LIST PACIENTES AUTISMO

PACIENTE:

1 — Termo de Consentimento [_|

2 — Ficha de avaliacdo geral [_]

3 — Coleta de sangue Paciente L] Mae [ ] pai L]
4 — Extracdo de DNA Paciente[ | Mae[ | Pai[ ]
5-ASQ [ ] Escore:
6—CARS [ ] Escore:
7-0I [ ] Total:

Verbal:

Execucéo:

8 — Plasma Paciente] | Mae[ ] Pai[ |



FICHA DE AVALIACAO GERAL - Entrevista

IDENTIFICAQAO PACIENTE: Data:
Nome: DN:
Endereco: Cidade:
Nome do pai: DN:
Nome da mée: DN:
Telefone:
DADOS DO PACIENTE:
Sexo: 1 — Masculino 2 — Feminino Idade:
Nacionalidade: 1 — Brasileira 2 — Estrangeira Especifique:
Procedente: 1 - Capital RS 2 — Regido metropolitana 3 — Interior:
Gemelar: 1-Sim 2 —Nao 3 — N&o sabe
Irma&os afetados: 1-Sim 2 —Nao 3 — N&o sabe
Etnia: 1 - Européia 2 — Africana 3 — Asiatico
4 — Amerindia 5 — Mestico Especifique:
Cor: 1 - Branca 2 — Negra 3 —Parda
4 — Outra Especifique:

Encaminhado por: 1 — Clinicas privadas
4 — APAE’s
7—-CEMA

Atualmente atendido: 1 — APAE’s
4 - AMA

Atendido pelo HCPA:

Etiologia do TEA: 1 - Idiopatico

2 - HCPA

5 — Escola especial

2 — Escola especial publica

5 — Néao recebe atendimento

1-Sim

2 — Secundario a sindromes genéticas

3 — Outros hospitais
6 — Qutra:

3 — Escola especial privada
6 - CEMA
2 - Néo

3 — Mesopatias (asfixia, TORCH, hipoglicemia, etc)

4 — Alteracdes lesionais

5 — Lesdes pré-natais (infecgdo do SNC, traumatismo)

6 — Epilepsia refrataria

7 — Malformacédo no SNC

9 — Nao se sabe
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DNPM até 1 ano: checar idade normal de = firmar cabeca (3 meses), sentar com apoio (5 meses), sentar
sem apoio (6 meses), engatinhar (7-8 meses), ficar em pé com apoio (9-10 meses), ficar em pé sem apoio
(12 meses), caminhar com apoio (12-13 meses), caminhar sem apoio (12-14 meses)

1 — Normal 2 — Alterado 3 — Duvidoso 9 — Néo sabe

AVALIACAO SOCIO-ECONOMICA:

Dados dos pais:

Situacdo Conjugal 1 — Casados 2 — Solteiros 3 — Separados/Divorciados
4 —Viavo (a) 9-NSA
Se pais separados guarda com: 1 - Mae 2 —Pai

3 — Outro parente 9 - NSA

Renda familiar:

Grau de instrucéo (anos de estudo) Pai: Méae:
Ocupagéo pai: 1 — Estudante 2 —Comocupagdo 3 — Sem ocupacao

4 —Do lar 5 — Aposentado 6 — Aposentado por doenca
Ocupacao mae: 1 — Estudante 2 — Com ocupagcdo 3 — Sem ocupacao

4—Do lar 5 — Aposentado 6 — Aposentado por doenga

Classe social (critério ABIPEME)

a) Instrucédo do chefe de familia | Pontos b) Itens de posse Nao tem | Quantidade possuida
Analfabeto 0 1 12 |3 |4 |5 |6ou+t
Primario incompleto Automével 0 4 19 (13]18|22| 26
Primario completo 5 Televisor em cores 0 4 | 7 [ 11|14 18 22
Ginasial incompleto Banheiro 0 2 |5 |7 [10]12 15
Ginasial completo 10 Empregada mensalista 0 5 |11]16|21|26| 32
Colegial incompleto Rédio (exclui do carro) 0 23|56 ]8 9
Colegial completo 15 Magquina de lavar roupa 0 8|8 |8|8]|s 8
Superior incompleto Video cassete 0 10 |10 | 10| 10 | 10 10
Superior completo 21 Aspirador de p6 0 6|/6[6]6]6 6
Geladeira/ Freezer 0 717|777 7
1 — Classe A [89 ou + pontos] 2 — Classe B [59 a 88 pontos] 3—Classe C [35a58
pontos]
4 — Classe D [20 a 34 pontos] 5—Classe E [0 a 19 pontos]
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HISTORIA E DADOS CLINICOS:
Consangtinidade: 1-Sim 2 —Nao

Casos na familia: Irmao, pais, tios, primos, avos com autismo? Lado Materno ou Paterno...
Familiares com algum outro transtorno ou doenga? Quem?
Foi ao médico ou hospital por causa disso?/Toma algum medicamento prescrito?
Qual?

Idade de inicio dos sintomas (desconfianca de comportamento estranho/diferente):

O inicio dos sintomas aconteceu ap6s algum trauma fisico?
1 - Sim, idade 2 — Néo 9 — Néo sabe

Idade do primeiro diagnostico de autismo, tragos autistas ou transtorno espectro autista:

Qual o diagnodstico? 1 — Autismo 2 — Sindrome de Asperger
3 — Transtorno Global do Desenvolvimento sem outra especificacéo
4 — Tragos autistas 5 — Sindrome de Rett

6 — Transtorno Desintegrativo da Infancia 9 — N&o se sabe

Teste do X-fragil: 1 — Sim, resultado negativo 2 — Sim, resultado positivo
3 —Néo fez 4 — Inconclusivo 9 — Ndo sabe
Caridtipo: 1 — Sim, resultado negativo 2 — Sim, resultado positivo
3 — Nao fez 9 — Nao sabe
Local de tratamento médico:
1-HCPA 2 — Rede publica na capital
3 — Rede publica da regido metropolitana 4 — Rede puablica no interior
5 — Rede privada 6 — Néo recebe 9-NSA
Estimulacédo psico-pedagogica (psicélogas, fono, terapia ocupacional, educacao especial)
1 — Sim, quanto tempo 2 —Nao
3 — Nao recebe mais 9 — Nao sabe

Identifique comportamentos do seu filho ANTES de iniciar o uso de medicagfes neurolégicas:

1 — Convulsdes 2 — Epilepsia 3 — Hiperatividade

4 — Hetero-agressividade 5 — Auto-agressividade 6 — Ataques de panico

7 — Troca de humor 8 — Problemas para se alimentar 9 — Problemas para dormir
10 — Movimentos estranhos repetitivos 11 — Ecolalia: repete palavras
12 — Intolerancia ao toque 13 — Qutros 14 — Ndo apresentava nada
15 — Ndo sabe
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Idade de inicio do uso de medicac¢des neuroldgicas (em meses):

Medicamentos usados:

Medicamentos (nome comercial) Tempo de uso — idade inicio | Escore de melhora

Fenobarbital (gardenal) EC 0 1 2 3
Carbamazepina (tegretol) EC 0 1 2 3
Acido valproico (epilenil, depakene) EC 0 1 2 3
Outros:

Escore de melhora: EC: efeito colateral (vdmitos, agitacdo, agressividade, sonoléncia), 0 — sem melhora, 1 — pouca
melhora, 2 — boa melhora, 3 — 6tima melhora

Linguagem:
Forma palavras 1-Sim 2 — Nao Idade de inicio:
Forma frases 1-Sim 2 — Nao Idade de inicio:

Outros tipos de linguagem:

Apontar com a mao o que quer 1-Sim 2 —Nao
Manter contato visual 1-Sim 2 — N&o (contato visual pobre)
Regresséo da linguagem 1-Sim 2 —Né&o Idade de inicio:

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICIOS:
Vocé (mée) tem alguma doencga que necessite tratamento com medicagéo regular?

1- Sim, qual doenca 2 — Néo 9 — Néo sabe

Teve algum aborto anterior?
1 —sim, um aborto espontaneo 2 — Sim, um abordo induzido

3 — Sim, mais de um aborto espontaneo 4 — Sim, mais de um aborto induzido

5-Naéo 9 — Nao sabe
NUmero de abortos
Ndmero de filhos filhas Ordem de nascimento
Vocé fez pré-natal na gestagéo do paciente? 1-Sim 2 —Nao 9 — Ndo sabe
Resultados das ecografias: 1-Normal 2-Alterado 3-N&ofez 9- N&o sabe

Se houve alteracdo na ecografia, quando foi detectado?
1 — 1° trimestre 2 — 2° trimestre 3 — 3% trimestre
4 — N&o sabe (999) 5 — Sem alteracéo 9 — Néo fez
Foi realizado algum exame especial (raio X, bidpsia, amniocentese, etc)?
1-Sim 2—Néo 9 — Né&o sabe
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Vocé tomou alguma bebida alcodlica durante a gestacdo? 1 — Sim 2 —Nao 9 — Nao sabe

Doses por dia (1 lata de cerveja/taga de vinho):

Quando: 1 —1° trimestre 2 — 2° trimestre 3 — 3° trimestre
4 —Toda gestacdo 5 — Esporadicamente 6 — N&o sabe 9 — Né&o bebeu
Vocé fumou durante a gestagdo? 1-Sim 2 —Nao 9 — N&o sabe

Quantos cigarros por dia?

Quando: 1 —1° trimestre 2 — 2° trimestre 3 — 3° trimestre

4 —Toda gestacdo 5 — Esporadicamente 6 — N&o sabe 9 — Néo fumou

Ocorréncias da sua gestacao na tabela seguinte:

Ocorréncias Periodo na gravidez Medicamentos utilizados
(semana ou meses)

Febre

Sangramento

Diabete gestacional

AWIN|F-

Rubéola, sarampo, caxumba,
toxoplasmose, citomegalovirus

Sifilis ou outras doencas venéreas

Infeccdo (cistite, etc...)

Pressdo alta

Célicas

O[O Ol

Outras (especifique)

10 | Sem ocorréncias

Marque outras substancias usadas durante a gestacao:

Substancias Periodo na gravidez

Drogas de uso social (maconha, cocaina, etc)

Abortivos

Anticonvulsivantes

Drogas psicoativas (antidepressivos, ansioliticos, etc)

Tratamentos dermatoldgicos (&cido retindico, etc)

Hormonios

Outros (especifique)

N&o usou nada

OO |N(O|UBRWIN|F-

Nao sabe

ANTECEDENTES NEONATAIS:
Duracéo da gestacdo do paciente:

1 —menos de 37 semanas 2 —37-42 semanas 3 —mais que 41 semanas 9 — ndo sabe

Apgar: 1°: 50
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Tipo de parto:

1 — Normal espontaneo 2 —Normal induzido 3 — Normal induzido + forceps
4 — Normal induzido + forceps + anestesia regional 5 — Cesaria marcada
6 — Cesaria de urgéncia 7 — Outro tipo: 9 — Néo sabe
Peso do paciente: Comprimento: Perimetro cefalico:
Atualmente:
Peso do paciente: Comprimento: Perimetro cefalico:
Algum problema DURANTE o parto 1-Sim 2 —Né&o 9 — Néo sabe
Algum problema APOS o parto 1-Sim 2 —Né&o 9 — Néo sabe

Indique o problema apo6s parto:

1 | Asfixia perinatal, nd ou circular de corddo umbilical | 7 | Fratura durante o parto
2 | Infecgdo generalizada 8 | Problema cardiaco

3 | Hipoglicemia neonatal 9 | Doenca cirdrgica

4 | Aspiracdo de liquido 10 | Outra:

5 | Convulsdes 11 | Sem intercorréncia

6 | Ictericia 99 | Ndo sabe

Intervencdo de emergéncia especial apds o nascimento (oxigénio, cirurgia, antibioticos, soro)?
1-Sim 2 —Nao 9 — Nao sabe

Quantos dias de internacdo do bebé apds o parto?

O paciente fez o Teste do Pezinho?

1 —Sim, normal 2 —Nao 3 — Sim, alterado 9 — Néo sabe
Foi realizado o exame Eletroencefalograma (EEG)? 1-Sim 2 —Nao 9 — N&o sabe
Quantos EEG?
Qual o resultado do primeiro? 1-Normal 2-Alterado 3-Naofez 9 - N&o sabe
Idade do paciente:
Qual o resultado do Gltimo? 1-Normal 2-Alterado 3-Naofez 9- N&o sabe
Idade do paciente:
Foi realizado Tomografia computadoriza (TC)? 1-Sim 2 —Nao 9 — Nao sabe
Idade do paciente:
Foi realizada Ressonancia magnética (RM)? 1-Sim 2 —Nao 9 — Nao

sabe

Idade do paciente:
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IX. 3. ASQ (AUTISM SCRENNING QUESTIONNAIRE)

Nome DN__/__/

As questdes 4, 5, 6,7, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 pontuam 1 se a resposta for “sim”.
As demais pontuam 1 quando a resposta for “ndo”.
Ponto de corte para TGD: 15. Ponto de corte para autismo classico: 22.

1 Ele é capaz de conversar usando frases curtas ou sentencas?
Se ndo, prossiga para questdo 9.

2 Ele fala com vocé so6 para ser simpatico (mais do que para obter algo)?

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

4 Ele usa frases estranhas ou diz algumas coisas repetidamente da mesma maneira? Isto é, ele copia ou
repete qualquer frase que ele ouve outra pessoa dizer, ou ainda, ele constrdi frases estranhas?

5 Ele costuma usar socialmente perguntas inapropriadas ou declaragdes? Por exemplo, ele costuma fazer
perguntas pessoais ou comentarios em momentos inadequados?

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

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

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

9Existem coisas que sdo feitas por ele de maneira muito particular ou em determinada ordem, ou seguindo
rituais que ele te obriga fazer?

10Até onde voceé percebe, a expressao facial dele geralmente parece apropriada a situacéo particular?

11Ele alguma vez usou a tua mao como uma ferramenta, ou como se fosse parte do préprio corpo dele (por
exemplo, apontando com seu dedo, pondo a sua mdo numa maganeta para abrir a porta)?

12Ele costuma ter interesses especiais que parecem esquisitos a outras pessoas (e.g., semaforos, ralos de pia,
ou itinerarios de 6nibus)?

13Ele costuma se interessar mais por partes de um objeto ou brinquedo (e.g., girar as rodas de um carro),
mais do que usa-lo com sua funcdo original?

14Ele costuma ter interesses especificos, apropriados para sua idade e para seu grupo de colegas, porém
estranhos pela intensidade do interesse (por exemplo, conhecer todos 0s tipos de trens, conhecer muitos
detalhes sobre dinossauros)?

15Ele costuma de maneira estranha olhar, sentir/examinar, escutar, provar ou cheirar coisas ou pessoas?
16Ele costuma ter maneirismos ou jeitos estranhos de mover suas maos ou dedos, tal como “um bater de

asas” (flapping), ou mover seus dedos na frente dos seus olhos?

17Ele costuma fazer movimentos complexos (e esquisitos) com o corpo inteiro, tal como girar, pular ou
balangar repetidamente para frente e para tras?

18Ele costuma machucar-se de propésito, por exemplo, mordendo o braco ou batendo a cabeca?
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19Ele tem algum objeto (que ndo um brinquedo macio ou cobertor) que ele carrega por toda parte?
20Ele tem algum amigo em particular ou um melhor amigo?

21Quando ele tinha 4-5 anos ele repetia ou imitava espontaneamente o que vocé fazia (ou a outras pessoas)
(tal como passar o aspirador no chéo, cuidar da casa, lavar pratos, jardinagem, consertar coisas)?

22Quando ele tinha 4-5 anos ele apontava as coisas ao redor espontaneamente apenas para mostrar coisas a
voceé (e ndo porque ele as desejava)?

23Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava usar gestos para mostrar o que ele queria (ndo considere se ele
usava tua méo para apontar o que queria)?

24Quando ele tinha 4-5 anos usava a cabeca pra dizer sim?
25Quando ele tinha 4-5 anos sacudia a sua cabeca para dizer ‘ndo’?

26Quando ele tinha 4-5 anos ele habitualmente olhava vocé diretamente no rosto quando fazia coisas com
VOCE ou conversava com VOcé?

27Quando ele tinha 4-5 anos sorria de volta se alguém sorrisse para ele?

28Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava mostrar coisas de seu interesse para chamar a sua aten¢ao?
29Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava dividir coisas com vocé, além de alimentos?

30Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava querer que vocé participasse de algo que o estava divertindo?
31Quando ele tinha 4-5 anos ele costumava tentar conforta-lo se vocé ficasse triste ou magoado?

32Entre as idades de 4 a 5 anos, quando queria algo ou alguma ajuda, costumava olhar para vocé e fazia uso
de sons ou palavras para receber sua aten¢ao?

33Entre as idades de 4 a 5 anos tinha expressdes faciais normais, isto €, demonstrava suas emocdes por
expressdes faciais?

34Quando ele estava com 4 ou 5 anos ele costumava participar espontaneamente e/ou tentava imitar acées
em jogos sociais — tais como “Policia e Ladrao” ou “Pega-Pega”?

35Quando ele estava com 4 ou 5 anos jogava jogos imaginarios ou brincava de “faz de conta”?

36Quando ele estava com 4 ou 5 anos parecia interessado em outras criancas da mesma idade que ele nao
conhecia?

37Quando ele estava com 4 ou 5 anos reagia positivamente quando outra crianga aproximava-se dele?

38Quando ele estava com 4 ou 5 anos, se vOcé entrasse no quarto e iniciasse uma conversa com ele sem
chamar seu nome, ele habitualmente te olhava e prestava atengdo em vocé?

39Quando ele estava com 4 ou 5 anos ele costumava brincar de “faz de conta” com outra crianga, de forma
gue vocé percebia que eles estavam entendendo ser uma brincadeira?

40Quando ele estava com 4 ou 5 anos ele brincava cooperativamente em jogos de grupo, tal como esconde-
esconde e jogos com bola?
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IX. 4. CARS (CHILDHOOD AUTISM RATING SCALE)

Childhood Autism Rating Scale (CARS) - Questionario para os pais

I. RELACIONAMENTO INTERPESSOAL

Sem evidéncia de dificuldade ou anormalidade na relacdo com as pessoas : 0
comportamento da crianca é apropriado a sua idade. Alguma timidez,
nervosismo ou aborrecimento podem ser observados, mas ndo em grau atipico.

Relacionamento levemente anormal: A crianca pode evitar olhar o adulto nos
olhos, evitar o adulto ou ficar nervoso se a interagdo for forcada, ser
excessivamente timido, ndo ser responsivo ao adulto como seria tipico ou
agarrar-se ao pais mais que o normal para criancas da mesma idade

Relacionamento moderadamente anormal: A crianga demonstra indiferenca
(parece ignorar o adulto). Tentativas persistentes e vigorosas sdo necessarias
para se conseguir a atencdo da crianca. O contato iniciado pela crianca €
minimo.

Relacionamento gravemente anormal: A crianca é constantemente indiferente
ou inconsciente ao que o adulto esta fazendo. Ela quase nunca responde ou
inicia contato com o adulto. Somente a tentativa mais persistente para atrair a
atencdo tem algum efeito.

Observacoes:

1. IMITACAO

1.5

2.5

Imitacdo apropriada: A criancga é capaz de imitar sons, palavras e movimentos,
0s quais sao apropriados para o seu nivel de habilidade.

Imitacdo levemente anormal : A crianca imita comportamentos simples como
bater palmas ou sons verbais Unicos, a maior parte do tempo; ocasionalmente
imita somente apds estimulagdo ou com atraso.

Imitacdo moderadamente anormal: A crianca imita somente parte do tempo e
requer uma grande dose de persisténcia ou ajuda do adulto; freqlientemente
imita somente ap6s um tempo (com atraso).

Imitacdo gravemente anormal: A crianga raramente ou nunca imita sons,
palavras ou movimentos mesmo com estimulo e assisténcia de um adulto.

Observagoes:
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I1l. RESPOSTA EMOCIONAL

Resposta emocional apropriada a situacdo e a idade: A crianga demonstra tipo e
grau apropriados de resposta emocional evidenciada por mudancga na expressao
facial, postura e conduta.

Resposta emocional levemente anormal: A crianga ocasionalmente apresenta
um tipo ou grau inapropriados de resposta emocional. As reacdes nem sempre
estdo relacionadas a objetos ou eventos que envolve a crianga.

Resposta emocional moderadamente anormal: A crianga demonstra sinais
claros de resposta emocional inadequada (tipo ou grau). As reacdes podem ser
inibidas ou excessivas e sem relacdo com a situacdo; pode fazer caretas, rir ou
tornar-se rigido até mesmo quando ndo ha objetos ou eventos produtores de
emogao.

Resposta emocional gravemente anormal: As respostas sdo raramente
apropriadas a situacdo. Uma vez que a crianca atinja um determinado humor, é
muito dificil altera-lo. Por outro lado, a crianga pode demonstrar emocdes
diferentes quando nada mudou.

Observagoes:

V. USO DO CORPO

Uso do corpo apropriado a idade: A crianga move-se com a mesma facilidade,
agilidade e coordenacdo de uma crianga normal na mesma idade.

Uso do corpo levemente anormal :Algumas peculiaridades menores podem
estar presentes, tais como movimentos desajeitados, repetitivos, coordenagédo
pobre ou o raro aparecimento de mais movimentos ndo usuais.

Uso do corpo moderadamente anormal: Comportamentos que sdo claramente
estranhos ou incomuns para uma crianca nesta idade podem incluir
movimentos estranhos com os dedos, postura peculiar do corpo ou méos, fixar-
se em uma parte do corpo, auto-agressao, balanceio, agitacdo dos dedos ou
caminhar nas pontas dos pés.

Uso do corpo gravemente anormal: Movimentos intensos ou frequlientes do tipo
listado acima sdo sinais de uso corporal gravemente anormal. Estes
comportamentos podem persistir apesar das tentativas de desencoraja-los ou de
envolver a crianga em outras atividades.

Observagoes:
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V. USO DE OBJETOS

Uso e interesse apropriados por brinquedos ou outros objetos: A crianca
demonstra interesse normal por brinquedos e os utiliza de maneira apropriada
para seu nivel de habilidade

Uso e interesse levemente inapropriados por brinquedos ou outros objetos: A
crianga pode demonstrar um interesse atipico por um brinquedo ou brinca-lo de
maneira inadequadamente pueril (exemplo: bater ou chupar o brinquedo)

Uso e interesse moderadamente inapropriados por brinquedos ou outros
objetos: A crianga pode demonstrar pequeno interesse em brinquedos ou outros
objetos ou pode estar preocupada em usa-los de maneira estranha. Ela pode
focalizar em alguma parte insignificante do brinquedo, tornar-se fascinada com
a luz que reflete do mesmo, repetitivamente mover alguma parte do objeto ou
brincar com um objeto exclusivamente.

Uso e interesse gravemente inapropriados por brinquedos ou outros objetos: A
crianga ocupa-se com algum dos comportamentos acima com maior freqliéncia
e intensidade. E dificil distrair a crianca quando ela estd ocupada com estas
atividades inadequadas.

Observagoes:

V1. ADAPTACAO A MUDANCAS

1.5

2.5

Resposta apropriada a mudancas: Se a crianca pode perceber ou comentar as
mudangcas na rotina, ela é capaz de aceitar estas mudancas sem angustia.

Adaptacdo a mudancas levemente anormal: Quando um adulto tenta mudar
tarefas, a criangca pode continuar na mesma atividade ou usar 0s mesmos
materiais.

Adaptacdo a mudancas moderadamente anormal: A crianga resiste ativamente a
mudancas na rotina, tenta continuar sua antiga atividade e é dificil de distrair.
Ela pode tornar-se infeliz e zangada quando uma rotina estabelecida é alterada.

Adaptacdo a mudancas gravemente anormal: A crianga demonstra reac0es
graves as mudancas. Se uma mudanca é forcada, ela pode tornar-se
extremamente zangada ou ndo colaborativa e responder com acessos de raiva.

Observagoes:
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VIl. RESPOSTA VISUAL

Resposta visual apropriada: O comportamento visual da criangca é normal e
adequado paa sua idade. A visdo € utilizada em conjunto com outros sentidos
como forma de explorar um objeto novo.

Resposta visual levemente anormal: A crianga deve ocasionalmente ser
lembrada de olhar para objetos. A crianca pode estar mais interessada em olhar
espelhos ou iluminagdo , pode eventualmente ficar olhando para o vazio ou
pode evitar olhar as pessoas nos olhos.

Resposta visual moderadamente anormal: A crianca deve ser lembrada
freqlientemente de olhar para o que estéd fazendo, ela pode olhar fixamente para
0 vazio, evitando olhar as pessoas nos olhos, olhar objetos de um éangulo
incomum ou segurar 0s objetos muito préximos aos olhos.

Resposta visual gravemente anormal: A crianga constantemente evita olhar
para as pessoas ou para certos objetos e pode demonstrar formas extremas de
outras peculiaridades visuais descritas acima.

Observagcoes:

VIIl. RESPOSTA AUDITIVA

Resposta auditiva apropriada: O comportamento auditivo da crianca é normal e
adequado para idade. A audicdo € utilizada conjuntamente com outros sentidos.

Resposta auditiva levemente anormal: Pode haver auséncia de reposta ou
reacdo levemente exagerada a certos sons. Respostas a sons podem estar
atrasadas e 0s sons podem necessitar de repeticdo para conseguir a atencdo da
crianca. A crianca pode ser distraida por sons externos.

Resposta auditiva moderadamente anormal: A reposta da crianca aos sons é
variavel. Frequentemente ignora 0 som nos primeiros momentos em que é feito.
Pode assustar-se ou cobrir as orelhas ao ouvir alguns sons diarios.

Resposta auditiva gravemente anormal: A crianca sobre reage ou subreage aos
sons num grau extremamente evidente, independente do tipo de som.

Observagoes:
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IX. RESPOSTA AO PALADAR, OLFATO E TATO

Uso e reposta normais: A crianca explora novos objetos de um modo
apropriado a idade, geralmente sentindo ou olhando. Paladar ou olfato podem
ser usados quando apropriados. Ao reagir a uma dor pequena, a crianga
expressa desconforto mas néo reage exageradamente.

Uso e reposta levemente anormais: A crianca pode insistir em colocar objetos
na boca; pode cheirar ou provar objetos ndo comestiveis. Pode ignorar ou ter
reacdo levemente exagerada a dor minima, para a qual uma criangca normal
expressaria somente desconforto.

Uso e resposta moderadamente anormais: A crianca pode estar moderadamente
preocupada em tocar, cheirar ou provar objetos ou pessoas. A crianca pode
reagir muito ou pouco.

Uso e resposta gravemente anormais: A crianga esta preocupada em cheirar,
provar e sentir objetos, mais pela sensag@o que pela exploracdo normal ou uso
dos objetos. A crianga pode ignorar completamente a dor ou reagir muito
vigorosamente a desconfortos leves.

Observagcoes:

X. MEDO OU NERVOSISMO

1.5

2.5

Medo ou nervosismo normais: O comportamento da crianca é adequado a
ambas situacdes e a idade.

Medo ou nervosismo levemente anormais: A criangca ocasionalmente
demonstra muito ou pouco medo ou nervosismo quando comparada as reagdes
de uma crianga normal da mesma idade e em situagéo similar.

Medo ou nervosismo moderadamente anormais: A crianga demonstra um
pouco mais ou um pouco menos de medo do que seria tipico para uma crianca
mais nova ou mais velha em uma situagéo similar.

Medo ou nervosismo gravemente anormais: O medo persiste mesmo ap0s
experiéncias repetidas com eventos ou objetos inofensivos. E extremamente
dificil acalmar ou confortar a crianga. A crianca pode, por outro lado, falhar em
demonstrar adequado respeito por perigos que outras criangas da mesma idade
evitam.

Observagoes:
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X1. COMUNICACAO VERBAL

Comunicacéo verbal normal, idade e situacdo apropriadas.

Comunicacdo verbal levemente anormal: A linguagem demonstra um atraso
global. A maior parte do discurso tem significado; porém alguma ecolalia ou
inversédo do pronome podem ocorrer. Algumas palavras peculiares ou jargdes
podem ser usados ocasionalmente.

Comunicagdo verbal moderadamente anormal:O discurso pode estar ausente.
Quando presente, a comunicacdo verbal pode ser uma mistura de alguma
comunicagdo significativa e alguma linguagem peculiar, tais como jargao,
ecolalia ou inversdo do pronome. Peculiaridades relativas a linguagem com
significado podem incluir questionamentos excessivos Ou preocupacdo com
algum tdépico em particular.

Comunicacdo verbal gravemente anormal: Linguagem com significado nédo é
utilizada. A crianga pode emitir gritos infantis, sons animais ou bizarros,
barulhos complexos reproduzindo linguagem, ou pode apresentar 0 uso bizarro
e persistente de palavras reconheciveis ou frases.

Observagoes:

X11. COMUNICACAO NAO VERBAL

2.5

Uso normal da comunicagdo ndo verbal, idade e situagdo apropriadas.

Uso da comunicagdo ndo verbal levemente anormal: Uso imaturo da
comunicacdo ndo verbal; pode somente apontar vagamente ou esticar a mao
para pegar 0 que quer de maneira imprecisa, nas mesmas situagdes nas quais
uma crianca da mesma idade pode apontar ou gesticular mais especificamente
para indicar o que quer.

Uso da comunicagdo ndo verbal moderadamente anormal:A crianga geralmente
ndo é capaz de expressar suas necessidades ou desejos nao verbalmente e nédo
consegue compreender a comunicagdo ndo verbal dos outros.

Uso da comunicacgéo ndo verbal gravemente anormal: A crianca utiliza somente
gestos bizarros ou peculiares, sem significado aparente e ndo apresenta
consciéncia do significado associado aos gestos ou expressdes faciais dos
outros.

Observagoes:
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XI11I. NIVEL DE ATIVIDADE

Nivel de atividade normal para idade e circunstancias. A crianca ndo é nem
mais nem menos ativa que uma crianga da mesma idade em uma situacao
similar.

Nivel de atividade levemente anormal:A crianca pode tanto ser um pouco
irrequieta quanto preguicosa e mover-se lentamente algumas vezes. O nivel de
atividade da crianca interfere pouco na sua performance.

Nivel de atividade moderadamente anormal: A crianca pode ser bastante ativa e
dificil de conter. Ela pode ter uma energia ilimitada ou pode ndo dormir
facilmente a noite. Por outro lado, a crianca pode ser bastante letargica e
necessitar de um grande estimulo para mover-se.

Nivel de atividade gravemente anormal:A crianga exibe extremos de atividade
ou inatividade e pode até mesmo mudar de um extremo ao outro
freqiientemente.

Observagcdes:

XIV. NIVEL E COERENCIA DA RESPOSTA INTELECTUAL

1.5

2.5

A inteligéncia € normal e razoavelmente coerente em varias areas: A criancga é
tdo inteligente quanto uma crianca da mesma idade e ndo possui qualquer
habilidade intelectual incomum ou problemas.

Funcionamento intelecual levemente anormal: A crianca ndo é tdo inteligente
quanto uma tipica crianca da mesma idade; as habilidades aparecem
uniformemente atrasadas em todas as areas.

Funcionamento intelectual moderadamente anormal: Em geral, a crian¢a nao é
tdo inteligente quanto uma crianca da mesma idade, porém, a crianca pode
funcionar préximo do normal em uma ou mais areas intelectuais.

Funcionamento intelectual gravemente anormal: Apesar da crianca nao ser tao
inteligente quanto uma crianca da mesma idade, ela pode funcionar até mesmo
melhor que uma crianga normal da mesma idade em uma ou mais areas.

Observagoes:
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XV. IMPRESSOES GERAIS

1 Sem autismo: a crianga ndo apresenta nenhum dos sintomas caracteristicos do
autismo.

2 Autismo leve: A crianca apresenta somente um pequeno ndmero de sintomas
ou somente um grau leve de autismo.

2.5
Autiso moderado: A crianca apresenta um numero de sintomas ou um grau
moderado de autismo.
3.5
4 Autismo grave: a crianga apresenta muitos sintomas ou um grau extremo de
autismo
Observagoes:
Escore por categoria
PO VIV IVE[VIHE VT XXX XD | XTIV | XV | Total
Resultado:

15-30: sem TGD
30-36: quadro leve-moderado
36-60: quadro grave
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IX.5. INFLUENCE OF THE b5-HTTLPR POLYMORPHISM AND
ENVIRONMENTAL RISK FACTORS IN A BRAZILIAN SAMPLE OF

PATIENTS WITH AUTISM SPECTRUM DISORDERS
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1. Introduction

Autistic disorder, Asperger disorder and pervasive develop-
ment disorder-not otherwise specified (PDD-NOS), collectively
designated as autism spectrum disorders (ASD), are complex
neurodevelopmental conditions characterized by impair-
ments in social interaction and communication, and restric-
ted and stereotyped patterns of interests and behaviors
(American Psychiatric Association, 2000). The prevalence
of narrowly defined autism is ~1/1,000 (Chakrabarti and
Fombonne, 2001), and inclusion of broad spectrum autism
increases this rate to ~1/300-1/500 (Fombonne, 2003; Yeargin-
Allsopp et al.,, 2003). Males are affected more often, with a
male:female ratio of 4:1. The sibling-recurrence risk of
narrowly defined autism is ~6%-8% (Jones and Szatmari,
1988; Ritvo et al., 1989). Family and twin studies provided
heritability estimates as high as 90% (Folstein and Rosen-
Sheidley, 2001; Lamb et al., 2000), pointing to an important role
of genetic factors in the etiology of ASD.

Schain and Freedman (1961) reported elevated levels of
platelet serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) in ~20%-25%
of autistic individuals. Since then, other studies have rein-
forced the potential role of serotonin in ASD etiology.
Serotonin acts as a morphogenetic agent and differentiation
factor in the developing brain (Whitaker-Azmitia, 2001). The
manipulation of 5-HT levels in developing brains in animal
models induces neuroanatomic changes, with behavioral
manifestations similar to autism (reviewed in Whitaker-
Azmitia, 2005). There are also evidences of defects in 5-HT
peripheral metabolism in autistic patients (Croonenberghs
et al., 2005). Finally, a rich 5-HT innervation is found in limbic
areas, which are critical for emotional, social and affiliative
behavior (Bachevalier, 1994), as well as in areas controlling
sensory gating, behavioral inhibition, aggression, sleep and
mood (Lucki, 1998), often observed to be affected in individuals
with autism.

Among the candidate genetic factors for association
studies in ASD, the serotonin transporter gene (SLC6A4)

(Lesch et al., 1993) is one of the most promising. The neuronal
serotonin transporter (5-HTT) is the target of reuptake inhi-
bitors used to improve part of the symptoms cited above (Cook
et al., 1992; Fatemi et al., 1998; Gordon et al., 1993; Hollander
et al., 2000; McDougle et al., 1996; Namerow et al., 2003). The
SLC6A4 gene bears a 44 base pair insertion/deletion poly-
morphism in the promoter region (5-HTT gene-linked poly-
morphic region, 5-HTTLPR, Heils et al., 1996). This poly-
morphism was initially considered functionally biallelic,
with a short (S) and a long (L) frequent alleles (Lesch et al.,
1996). However, an A—G single-nucleotide polymorphism
(SNP, rs25531) was detected within 5-HTTLPR (Nakamura
et al.,, 2000) and shown to be functional, modifying the
SLC6A4 transcriptional level (Hu et al, 2006). Since a G
variation almost always occurs in the context of the long
allele, 5-HTTLPR is currently considered triallelic with S
(short), La (long with SNP “A”) and Lg (long with SNP “G”)
alleles (Hu et al., 2006).

Three meta-analyses of association studies of the biallelic
S5-HTTLPR and ASD have been published to date. Guhatha-
kurta et al. (2006), in a group of 12 family-based studies,
observed preferential transmission of the S allele to affected
offspring. On the other hand, Betancur et al. (2002) and Huang
and Santangelo (2008) found no association of either the short
or long alleles with autistic disorder.

Among the possible explanations for these controversial
results is the fact that the real functional status of the
5-HTTLPR polymorphism derives from the triallelic structure,
which was not assessed in previous studies. Considering that
Lg drives expression nearly equivalently to S, studies that
include many Lg alleles within the SL and LL genotypes may
underestimate the real effect of 5-HTTLPR.

Another point to consider is the great genetic heterogeneity
related to ASD (Risch et al., 1999; Szatmari, 1999), which adds
complexity to the identification of susceptibility genes (loan-
nidis, 2006). The most recent genetic studies tend to evaluate
subsets of patients who share certain clinical characteristics
(McCauley et al., 2004; Nurmi et al., 2003; Shao et al., 2002;
Sutcliffe et al., 2005). No studies to date, however, have

Table 1 - Genotype and allele frequencies of triallelic and biallelic structures of 5-HTTLPR in a Brazilian sample.

Triallelic 5-HTTLPR

Biallelic 5-HTTLPR

Genotypes® Patients N (%) Controls N (%) Genotypes® Patients N (%) Controls N (%)
ss 33 (21.8) 40 (22.3) ss 33 (21.8) 40 (22.3)
SLa 59 (39.1 76 (42.5) SL 68 (45.1) 83 (46.5)
SLg 9 (6.0) 7 (4.0)

Lala 36 (23.8) 45 (25.1) LL 50 (33.1) 56 (31.2)
Lalg 14 (9.3) 11 (6.1)

Total 151 (100) 179 (100) Total 151 (100) 179 (100)
Allelic frequency € Allelic frequency?

S 0.44 0.45 S 0.44 0.45

La 0.48 0.5 L 0.56 0.55

Lg 0.08 0.05

@ ?=2.061; df=4; P=0.725.
b ,2=0.126; df=2; P=0.939.
¢ 4°=1.884; df=2; P=0.390.
4 ,2=0.089; df=1; P=0.765.
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analyzed the triallelic 5-HTTLPR data among clinical subsets
of autistic patients.

Finally, besides genetic factors, epidemiological studies
have also considered a role for environmental factors in ASD
etiology. Harmful factors to fetal growth, such as smoking
during pregnancy, intrapartum hypoxia, hypoglycemia after
delivery, obstetric conditions like hypertension and pree-
clampsia, or history of maternal medical disorders, are
particularly considered (Kolevzon et al., 2007; Wallace et al,,
2008). Although many genetic and environmental risk factors
associated with ASD are already identified, no study to date
has investigated the role of such factors on clinical subsets of
ASD individuals.

The objective of this study was to investigate the role of the
5-HTTLPR polymorphism (biallelic and triallelic presentations)
in ASD etiology. In addition, we investigated a possible
association between specific clinical outcomes of ASD
patients and 5-HTTLPR as well as several prenatal environ-
mental factors. None of these genetic or environmental factors
have been previously studied in Brazilian patients with ASD.

2. Results

DNA samples were available for 151 patients with ASD, 105
complete trios (mother, father and ASD patient) and 179
control individuals. The allelic and genotypic frequencies of
the 5-HTTLPR polymorphism are listed in Table 1 for biallelic
(S and L alleles) and triallelic forms (S, La and Lg alleles). The
genotypic frequencies in patient and control samples were
distributed according to the Hardy-Weinberg equilibrium. In
the case-control study, the frequencies of the biallelic and
triallelic 5-HTTLPR genotypes and alleles did not differ among
patients and controls (Table 1). The allelic frequencies in our
control sample (0.45 for the S allele) were very similar to other
control samples from the same population (Grevet et al., 2007,
Segal et al., 2006). A very rare ultra-long allele was found in our
sample (in only one patient). This finding has already been
reported in other studies (Cho et al., 2007; Guhathakurta et al.,
2006; Narita et al., 2003). However, following the strategy of
Cho et al. (2007) and for the convenience of further analyses, it
was included in the group of long allele variants.

Results of the transmission disequilibrium test (TDT) in the
105 complete trios are shown in Table 2. No preferential
transmission of any 5-HTTLPR allele, in the biallelic or
triallelic forms, was observed.

The results of association analyses between risk factors
and clinical and behavior outcomes are shown in Table 3.
There were no significant ASQ score differences in any risk
factor tested. Considering the occurrence of specific symp-
toms, the use of potential neuroteratogenic substances
(including misoprostol, psychiatric drugs and anticoagulants)
was associated with epilepsy in ASD patients (P<0.001).
Overall, 5-HTTLPR genotypes were not associated with the
clinical and behavioral outcomes in this study. The only
exception was an association between the triallelic genotypes
(LaLa vs. other genotypes) and mood instability (P=0.006;
OR=2.9; 95% CI: 1.3-6.4). Results for some comparisons were
not maintained after correction for multiple comparisons, but
might deserve attention considering their biological plausi-
bility. Maternal chronic disease in pregnancy (including mood
disorders, thrombosis and hypothyroidism) presented a trend
towards association with epilepsy in ASD patients (P=0.02).
Likewise, smoking during pregnancy was slightly related to
stereotyped movements (P=0.046).

3. Discussion

The present study presents for the first time suggestive
evidence that the 5-HTTLPR polymorphism (Lala genotype)
is associated with mood instability in patients with ASD.
Another new and interesting finding was the association
between the use of potential neuroteratogenic substances and
the occurrence of epilepsy in these patients.

Despite substantial evidence for the role of variations in the
serotonergic system on ASD, results of association studies of
the 5-HTTLPR polymorphism have been controversial. Our
results, as many others (Coutinho et al., 2004; Guhathakurta et
al., 2006; Kim et al., 2002; Koishi et al., 2006; Maestrini et al.,
1999; Mulder et al., 2005; Persico et al., 2000; Ramoz et al., 2006;
Zhong et al,, 1999), show lack of association between 5-
HTTLPR and ASD. However, there are also positive findings,
and the overall set of investigations has already been subject
to three meta-analyses, two of them suggesting lack of
association (Betancur et al., 2002; Huang and Santangelo,
2008) and one suggesting association of 5-HTTLPR with autism
(Guhathakurta et al., 2006). The lack of evaluation of the
triallelic structure of the 5-HTTLPR polymorphism could be a
possible explanation for these controversial results, since all
the association studies of ASD and this polymorphic region
have considered just two alleles, S and L. As the present work

Table 2 - Association analysis of 5-HTTLPR and ASD by family-based association test (FBAT).

Marker Allele Frequency Family Z P

Biallelic 5-HTTLPR S 0.440 73 -0.632 0.527089
Biallelic 5-HTTLPR 1L 0.560 73 0.632 0.527089
Triallelic 5-HTTLPR S 0.440 73 -0.318 0.750485
Triallelic 5-HTTLPR La 0.500 70 0.218 0.827259
Triallelic 5-HTTLPR Lg 0.060 24 0.200 0.841481

Family: number of informative families for that allele; Z: statistic value, indicate if transmission of a specific allele deviate from expected under

the null hypothesis of no linkage and no association.




Table 3 - Clinical outcomes, ASQ score and frequency of genetic and environmental pre/postnatal risk factors in subjects with ASD.

Risk factors

Clinical and behavioral outcomes

Epilepsy Mood Stereotyped Aggression Self-injury Sleep Psychom. ASQ
instability movements disorders agitation (mean+SD)
n % n % n % n % n % n % n %
Sex
M (n=131) 22 16.9° 58 45.0% 94 72.3% 49 37.7% 53 40.8% 72 55.8°% 69 53.1% 22.04 (5.45)
F (n=38) 11 29.72 19 51.42 27 73.02 16 4322 16 4212 22 59.52 23 62.22 21.34 (5.76)
Maternal chronic disease
Yes (n=13) 6 46.2° 7 53.8 9 69.2 8 61.5 7 53.8 10 76.9 8 61.5 24.14 (5.02)
No (n=139) 26 18.7 63 453 99 71.2 52 37.4 57 41.0 82 59.0 78 56.1 21.93 (5.42)
Maternal teratogen exposure
Yes (n=12) 8 66.7°¢ 5 41.7 9 75.0 7 58.3 5 41.7 9 75.0 7 58.3 21.09 (6.82)
No (n=144) 23 16.0 67 46.9° 104 72.2 53 36.8 60 41.6 83 58.0% 78 54.2 22.16 (5.31)
Maternal smoking
Yes (n=26) 8 30.8 13 50.0 23 88.54 12 46.2 14 53.8 13 50.0 13 50.0 22.39 (4.41)
No (n=134) 24 17.9 60 45.1° 93 69.4 50 37.3 53 39.5 77 57.92 75 56.0 21.95 (5.60)
Maternal alcohol use
Yes (n=40) 12 30.0 16 40.0 29 72.5 13 325 17 42.5 20 50.0 23 57.5 21.61 (4.79)
No (n=117) 20 171 57 49.1° 85 72.6 48 41.0 49 419 70 60.3% 63 53.8 22.27 (5.63)
Obstetric occurrences
Yes (n=50) 13 26.0 24 48.0 39 78.0 22 44.0 26 52.0 29 58.0 28 56.0 23.16 (5.03)
No (n=87) 15 17.2 39 44.8 59 67.8 29 33.3 33 37.9 50 57.5 54 62.1 21.78 (5.24)
5-HTT genotypes f
Low (n=42) 8 19.0 15 35.7 29 69.0 16 38.1 15 35.7 25 59.5 22 52.4 21.05 (6.59)
Medium (n=72) 16 222 28 38.9 55 76.4 23 31.9 34 47.2 41 56.9 37 51.4 22.00 (5.51)
High (n=36) 7 19.4 23 63.9°¢ 26 72.2 17 47.2 12 333 18 50.0 22 61.1 22.32 (5.26)
@ Percentage referring to the available data for each variable (these cells have some missing information).
> P=0.02.
€ P<0.001.
4 P=0.046.

€ P=0.006 (low+medium x high).

=

Genotypes are classified based on the assumed gene expression (Hu et al., 2006): low = SS, SLg; medium = SLa, LaLg ; high = LaLa.

cl
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is the first association study between 5-HTTLPR and ASD
which take into account the triallelic polymorphism, other
investigations are necessary to confirm or refute our findings.

Similar to our results, other studies could not find an
association of 5-HTTLPR with ASD, but with clinical subsets of
ASD patients. Coutinho et al. (2004), for instance, did not find
an association of 5-HTTLPR with autism, but with hyperse-
rotonemia in their patients. Likewise, Tordjman et al. (2001)
observed that the 5-HTT promoter alleles do not influence the
severity of autistic impairment, but modify some behavior
domains, particularly social and communication skills. This
observation is consistent with our findings, where 5-HTTLPR
did not influence ASD itself but was associated with excessive
and disabling variations in mood. The L allele and, particu-
larly, the Lala genotype, were associated with higher 5-HTT
expression (Hu et al., 2006), which could lead to increased
serotonin reuptake in neurons and depletion of the 5-HT in the
synaptic cleft (Cook and Leventhal, 1996; Klauck et al., 1997).
Several investigations of 5-HTTLPR in disorders such as
Alzheimer, schizophrenia, fragile X syndrome, ADHD and
autism found associations between the L allele or LL genotype
and phenotypic subgroups defined by behaviors influenced by
serotonergic activity, such as aggression, psychomotor agita-
tion, stereotypy, irritability and emotional instability (Brune
et al., 2006; Han et al., 2004; Hessl et al., 2008; Retz et al., 2002;
Sukonick et al., 2001; Sweet et al., 2001).

There is evidence that environmental risk factors play a
role in the clinical heterogeneity of ASD. We observed a higher
frequency of epilepsy in individuals whose mothers were
treated with potential neuroteratogens during pregnancy
(misoprostol, warfarin, psychiatric drugs). This is an interes-
ting result, considering the potential disruptive effect of these
medications on the developing brain. Neurological sequelae
secondary to intrauterine warfarin and misoprostol exposure
may be due to a direct teratogenic effect or from secondary
causes such as fetal vascular disruption damage (Raghav and
Reutens, 2007; Vargas et al., 2000), while psychiatric drugs
theoretically can interfere with the action of neuromorpho-
gens, like serotonin itself. The use of selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRIs) during pregnancy, for example, has
been shown to be associated with an increased risk of seizure
development in infants (De las Cuevas and Sanz, 2006; Wen et
al., 2006). Therefore, we can infer the existence of a neurolo-
gical liability in ASD brain, in which epilepsy could be triggered
by fetal exposure to adverse factors during pregnancy.
Maternal chronic diseases could also represent a potential
risk factor for epilepsy, but possibly with a smaller effect than
neuroteratogenic drugs.

Although non-significant, we observed a trend toward
association of smoking during pregnancy with a higher
frequency of repetitive movements. Since carbon monoxide
from tobacco smoke has the property of inhibiting the release
of oxygen into fetal tissues (Benowitz et al., 1990; Luck et al.,
1985), our finding might reflect an indirect effect of fetal
hypoxia on stereotypy. This hypothesis is consistent with the
Laviola et al. (2004) study on the exposure to chronic hypoxia
during pregnancy in an animal model. The authors reported in
the offspring increased stereotypy, decreased social contact
and maladaptation to novel situations, all of them part of the
ASD diagnostic criteria (American Psychiatric Association,

2000). Since epidemiological studies have indicated daily
smoking and fetal hypoxia as risk factors for autism (review
in Kolevzon et al., 2007), it is reasonable to expect that
smoking could be a risk factor for some behavior domains in
ASD as well.

Any investigation on genetic and environmental factors in a
group of complex disorders such as ASD has several limitations.
First of all, a larger sample size would bring significant
improvement to this study which is relatively underpowered
for small effect sizes, with odds-ratios lower than 2. However,
the fact that the sample size is too small to draw definite
conclusions is balanced by the novel description on genetic
(especially the triallelic approach) and environmental risk
factors in a different country. We did not use some instruments
frequently applied to ASD in other countries, such as the ADI-R
(Lord et al., 1994) and ADOS (Lord et al., 1989). Unfortunately,
these instruments have not been validated in Portuguese up to
now. Our group is involved in the validation process of ADI-R,
and we hope that the availability of this method will stimulate
new studies of ASD in Brazil. The simultaneous application of
neuroimaging techniques could certainly help to identify
potential pathways for analyzing the relationships between
risk factors and clinical outcomes. Unfortunately, these techni-
ques are still very expensive for application in a reasonable
number of patients. Population stratification could be a limita-
tion in the case-control branch of the present study. However,
this analysis provided similar results to the present FBAT
analysis, which is not vulnerable to this confounding factor.

In conclusion, the 5-HTTLPR polymorphism does not seem
to be a risk factor for ASD per se, but may influence the
phenotypic expression in ASD patients. Additionally, we
observed a group of environmental factors modifying the
behavioral phenotype in ASD. To confirm and further clarify
these findings, future ASD studies with larger sample sizes
should focus not only in the core disorder, but also in the
possible role of genetic and environmental agents on the
heterogeneity of ASD.

4. Experimental procedures

4.1. Subjects

Patients and their biological parents were recruited at Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) or other medical and
educational institutions of the State of Rio Grande do Sul,
following clinical and diagnostic evaluation by experienced
professionals from PROTID (Programa para Transtornos
Invasivos do Desenvolvimento), a multidisciplinary program
directed to research and treatment of Pervasive Develop-
mental Disorders. Patients were diagnosed using DSM-IV-TR
criteria (American Psychiatric Association, 2000), and/or the
Childhood Autism Rating Scale (CARS) (Schopler et al., 1986) in
its Brazilian version (Pereira et al., 2008). The selected patients
fulfilled diagnostic criteria for autistic disorder, Asperger
disorder or PDD-NOS. Exclusion criteria were age lower than
three years and diagnoses of neurofibromatosis, tuberous
sclerosis, fragile X syndrome, Rett syndrome, chromosomal
abnormalities or other genetic condition, cerebral palsy or
other encephalopathy possibly associated with ASD, fetal
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rubella, toxoplasmosis and other prenatal infections asso-
ciated with neurological damage. The aim of these criteria
was to obtain a sample of idiopathic cases of ASD.

All patients were screened for FMR1 (fragile X mental
retardation 1) gene expansions by a polymerase chain
reaction (PCR) protocol (O’Connell et al., 2002). Since the
screening result was inconclusive in 23 female patients,
they were submitted to a careful evaluation to confirm
absence of clinical signals of fragile X syndrome. In total, 3
male patients were excluded due to fragile X syndrome.
Cytogenetic studies were available for 40% of children. For
individuals with no cytogenetic assessment, we performed
a very careful clinical evaluation and excluded from the
study all children with dysmorphic features. There is
evidence that it is unlikely that the non-dysmorphic
patients have cytogenetic alterations (Miles et al., 2005).

Each patient was assessed through an evaluation ques-
tionnaire administered by trained interviewers. The ques-
tionnaires were administered in a clinic setting. Information
was collected from mothers, fathers or both parents. The
questionnaire included questions on demographic data,
familiar history of diseases, mother’s prior obstetric history
with respect to child, perinatal and neonatal periods, as well
as child behavior characteristics. A total of 169 idiopathic
ASD patients were clinically evaluated, 131 males (77.5%)
and 38 females, with a mean age of 10.5 years (+5.2 years).
Sixty-five patients (38.4%) had autistic disorder, 89 (52.7%)
had PDD-NOS, and 15 (8.9%) had Asperger disorder. The
mean age of onset of symptoms was 17.5 months
(+13.6 months) and the average ASQ score was 21.88 (+5.5).

Control subjects consisted of 179 unrelated children, 102
males (57%) and 77 females, recruited at an outpatient clinic
for orofacial clefts (115 non-syndromic individuals, with
isolated cleft lip and/or palate) or during routine exams at
HCPA (64 individuals). We compared the allele and genotype
frequencies of the 5-HTTLPR in both groups and verified that
there are no significant differences. For these reasons, all
individuals were included together in the control group. These
children have undergone a clinical examination in order to
exclude genetic and/or developmental disorders, but no
specific assessment for ASD diagnosis was done. The control
sample was thus designed to be non-screened for ASD,
representative of the gene frequencies in Porto Alegre. The
expected frequency of ASD in this group is the same as in the
general population. Cases and controls were predominantly
European derived (92% and 93%, respectively). Considering
this frequency similarity, the fact that there were no genotype
differences in relation to ethnicity in cases or controls, and
that these frequencies were similar to other samples studied
in Porto Alegre (Grevet et al., 2007; Marques et al., 2006; Segal
et al., 2006) we disregarded ethnicity as a possible confounder
and included the entire sample in the analyses.

The study was approved by the Ethics Committee of
HCPA, and all participants or legal representatives signed
an informed consent form.

4.2. Clinical and behavioral outcomes

The score obtained in the Brazilian version of Autism
Screening Questionnaire (ASQ) (Berument et al., 1999) was

used as a severity measure of autistic behavioral symptoms.
The presence of specific symptoms was assessed by clinical
examination performed by neurologists, under de super-
vision of RSR. Clinical outcomes included concurrent clinical
disorders that are frequently observed in ASD individuals
(Ming et al., 2008), which disrupt family and educational
activities and usually require pharmacological treatment.
The clinical outcomes evaluated included: (a) epilepsy,
defined as at least two unprovoked seizures; (b) mood
instability, defined as excessive and disabling variations in
mood; (c) stereotyped movements defined as repetitive and
purposeless movements; (d) aggression, including unpro-
voked and recurrent aggressive behavior such as kicking,
biting, pinching, hitting, or head-banging toward others; (e)
self-injury, defined as unexplained and recurrent aggressive
behavior toward self; (f) sleep disorders, including any of the
following disorders: sleep psychomotor agitation, night
terror, chronic daily night awakening for an estimated
duration of 10 or more minutes, sleep maintenance disorder
(total nightly sleep time of less than 6 h) and (g) psycho-
motor agitation, defined as excessive motor activity dis-
connected from the situation. To be considered affected by a
clinical outcome cited above, except for epilepsy, the patient
should exhibit it daily, with behavior persisting for an
estimated period of 6 months or more.

4.3. Environmental pre/perinatal risk factors evaluation

The maternal medical history during pregnancy was
recovered by interview with parents and review of medical
records. Pre and postnatal events that have been associated
with ASD in epidemiological studies were considered as
environmental risk factors for fetal development (Kolevzon
et al., 2007; Wallace et al., 2008). They were: (a) maternal
history of medical conditions during pregnancy, including
hypothyroidism, mood disorders and thrombosis; (b) mater-
nal smoking; (c) alcohol use; (d) maternal exposure to
neuroteratogenic drugs including misoprostol, psychiatric
drugs including SSRIs e anticoagulant drugs, like warfarin;
(e) obstetric occurrences including fetal distress, hypoxia,
hypoglycemia, cardiorespiratory arrest, and neonatal sepsis.

4.4. Genotyping

Blood samples from patients, their parents, and control
individuals were used for DNA extraction by salting out
(Lahiri and Nurnberger, 1991). The polymorphic region 5-
HTTLPR was amplified using the primers and PCR protocol
described in Kaiser et al. (2001) but with MgCl, concentration
adjusted according to Yonan et al. (2006) in order to improve
genotyping accuracy. PCR products were analyzed on 2.5%
agarose gel stained with ethidium bromide, resulting in a
484-bp PCR product for the S allele, a 528-bp PCR product for
the L allele and 613-bp for a very rare ultra-long allele. PCR
products were submitted to enzymatic cleavage for discri-
mination of La and Lg alleles, according to Stein et al. (2006).
In this protocol, the A—G substitution inside the L allele (i.e.,
La—Lg) creates an additional Mspl site besides two other
constant Mspl sites. After restriction digestion, the digest
mixture was size-fractionated on 2.5% agarose gel stained
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with ethidium bromide. Band sizes were: 165, 174, 62, and
128 bp for the Lg allele; 339, 62, and 128 bp for the La allele;
and 295, 62, and 128 bp for the S allele.

4.5. Statistical analysis

Allele frequencies were estimated by direct counting. The
genotype and allele frequencies among ASD patients and
controls, as well as other categorical variables, were
compared with the chi-square test. The only continuous
variable (ASQ scores) was analyzed by ANOVA.

The transmission disequilibrium test (TDT) (Spielman
and Ewens, 1996) was performed using the FBAT program,
version 2.0.2C (Laird et al., 2000) under additive genetic
model. The test determined how often a specific allele was
transmitted by normal parents to ASD patients. Positive Z
statistic of single locus FBAT indicated that a specific locus
was more frequently transmitted to patients with ASD in
informative families than expected under the null hypoth-
esis of no linkage and no association.

The Bonferroni procedure, used for correction for
multiple comparisons, considered a conceptual analysis
of the literature as well as the pattern of correlations
between the variables included in the study, since
independence between variables is an assumption for
such corrections. The two “predictor” risk factors were the
gene and a group of moderately correlated environmental
risk factors. The variance in the “outcome” variables could
be ascribed to three main factors: (a) a group of variables
including the general ASQ measure, mood instability,
sleep disturbances, self-injury, aggression and psychomo-
tor agitation; (b) epilepsy; and (c) stereotyped movements.
Therefore, the number of independent comparisons to
correct for was 6 and the P value set at 0.008.
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