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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) consiste em um conjunto de transtornos do
neurodesenvolvimento caracterizados por déficits sociais e na comunicacdo e pela
presenca de comportamentos estereotipados repetitivos/restritos, ja manifestando-se no
inicio da infancia. Com o aumento da prevaléncia do TEA nas Ultimas décadas, diversos
grupos de pesquisa dirigiram esfor¢os no estudo dos potenciais mecanismos envolvidos
na etiologia do TEA. Muitos fatores genéticos e ambientais mostraram fortes
associacfes com o desenvolvimento do TEA. Entre estes fatores, o envolvimento da
imunidade, assim como polimorfismos genéticos e alteracdes na expressdo de genes
relacionados a resposta imune, foram associados a um aumento no risco para o TEA.
Neste contexto, 0s genes CCR5 e CCR2 que codificam dois receptores de quimiocinas
com o mesmo nome, CCR5 e CCR2, respectivamente, que pertencem a familia de
receptores com sete dominios transmembrana acoplados a proteina G. O polimorfismo
génico CCR5A32 gera uma proteina truncada ndo funcional e a variante CCR2-64l
produz um receptor com propriedades alteradas. O objetivo deste estudo foi avaliar as
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos CCR5A32 e CCR2-641 em uma
coorte do sul do Brasil de criancas diagnosticadas com TEA e seus pais bioldgicos, e
avaliar a possivel associacdo destes polimorfismos com sintomas frequentemente
reportados em criangas com TEA. N&o foram encontradas diferencas significativas nas
frequéncias genotipicas e alélicas para os dois polimorfismos comparando-se criangas
com TEA e os grupos-controle. Da mesma forma, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa nas comparacgdes entre 0s grupos em relacdo a presenca ou
auséncia do alelo A32, mesmo quando 0s individuos foram estratificados por etnia. Nas
comparagOes entre as maes das criancas com TEA com grupos de gestantes sem
intercorréncias e com mulheres saudaveis também nao houve diferencas. Além disso,
ambos os polimorfismos ndo apresentaram associacdo com relacdo a sintomatologia.
Também ndo foram observadas associa¢fes nos testes de desequilibrio de transmisséo.
Na andlise de sintomatologia, foi observada uma tendéncia de associacdo entre o
polimorfismo CCR2-641 com ecolalia (p= 0.056), sugerindo um possivel envolvimento
deste receptor com o desenvolvimento de comportamentos repetitivos. Neste estudo,
CCR5A32 e CCR2-641 ndo foram associados com susceptibilidade para o TEA ou como

potencias fatores modificadores da resposta imune durante a gestacdo destes individuos.



ABSTRACT
Autistic Spectrum Disorder (ASD) consists of a set of neurodevelopmental disorders
characterized by social and communication deficits and the presence of
repetitive/restricted stereotyped behaviors, already occurring in early childhood. The
increased ASD prevalence in the last decades lead several research groups to direct
efforts to study the potential mechanisms involved in the etiology of ASD. Many
genetic and environmental factors were strongly associated to ASD development.
Among these factors, the immune system, as well as genetic polymorphisms and
alterations in gene expression related to immune responses, were already associated
with an increased risk for ASD. In this context, the CCR5 and CCR2 genes, that
respectively code for two chemokine receptors of the same name, CCR5 and CCR2, and
belong to the family of seven domains G protein-coupled receptors are interesting study
targets. The CCR5A32 variant leads to a truncated nonfunctional molecule and the
CCR2-641 gene polymorphism generates a receptor with altered properties. The aim of
this study was to evaluate the allelic and genotypic frequencies of CCR5A32 and
CCR2-641 polymorphisms in a southern Brazil cohort of children diagnosed with ASD
and their biological parents, as well as to evaluate the possible association of these
polymorphisms with symptoms frequently reported in children with ASD. No
significant differences in genotypic and allelic frequencies were observed for any of the
two polymorphisms when comparing children with ASD and the control group.
Likewise, no statistical significance differences were observed in the comparisons
between the groups concerning the presence or absence of the A32 allele, even when the
individuals were stratified by ethnicity. In the comparisons between the mothers of
these individuals and a control group of pregnant women without complications and a
sample of healthy women, also no differences were evidenced. Moreover, no
association regarding the symptoms and the evaluated polymorphisms was observed.
Again, no association was revealed in the Transmission Disequilibrium Test. In the
symptomatology analysis, a tendency to association between CCR2-641 polymorphism
and echolalia (p= 0.056) was observed, suggesting a possible involvement of this
receptor with the development of repetitive behaviors. In this study, neither CCR5A32
nor CCR2-641 were associated with susceptibility to ASD or as potentials modifying

factors of the immune response during the gestation of these individuals.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Transtorno do Espectro Autista

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais,
Quinta Edicdo (DSM-V), o Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um conjunto de
transtornos do neurodesenvolvimento caracterizados pela manifestagdo de déficits na
comunicagdo social e comportamentos estereotipados nos individuos diagnosticados. O
TEA normalmente é diagnosticado antes dos trés anos de idade. Além disso, individuos
afetados apresentam sintomas como padrdes repetitivos/restritos de comportamento,
interesse ou atividades. Em alguns casos, estes padrfes estdo presentes apenas no
estagio inicial do desenvolvimento, podendo ser percebidos desde os 12 meses de idade

se 0s atrasos no desenvolvimento forem graves (APA, 2013).

O TEA apresenta-se de forma heterogénea na populacédo afetada e € um disturbio
complexo do desenvolvimento, que possui etiologia variada e diferentes graus de
severidade (Gadia et al., 2004). Além disso, hipotetiza-se que o TEA seja resultante de
um conjunto de anormalidades no desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC)
e de uma organizagdo neural precocemente alterada (revisado por O’Reilly et al., 2017;

Bauman e Kemper 2005).

O TEA engloba os transtornos pervasivos do desenvolvimento antes
denominados de Autismo Infantil Precoce, Autismo Infantil, Autismo de Kanner,
Autismo de Alto Funcionamento, Autismo Atipico, Transtorno Global do
Desenvolvimento sem Outra Especificacdo, Transtorno Desintegrativo da Infancia e
Sindrome de Asperger (DSM-V, 2013). Por ser um transtorno de espectro, existe uma
ampla variabilidade no que diz respeito a presenca e intensidade de sintomas,
compreendendo um grupo fenotipico e geneticamente heterogéneo. Aspectos
fenotipicos que indicam heterogeneidade s&o: idade de inicio, gravidade e combinagao
de sintomas, assim como desenvolvimento da linguagem e cognicéo (Cholemkery et al.,
2016; Johnson e Myers, 2007).

Os principais dominios fenotipicos do TEA baseiam-se em prejuizos na

comunicagdo e na interacdo social bem como na presenca de padrdes repetitivos de
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comportamento. Porém, outros sintomas comumente reportados sdo incapacidades
intelectuais, epilepsia, problemas no controle motor, transtorno de hiperatividade e
déficit de atencdo (TDAH), tiques, ansiedade, transtornos do sono e problemas

gastrointestinais (LeBlanc e Fagiolini, 2011).

Com relagdo a sintomas diagndsticos e prevaléncia em diferentes amostras pode-
se citar como exemplo as seguintes situacdes: a prevaléncia de atrasos na fala é de
aproximadamente 87% em criangas de trés anos com TEA (Fountain et al., 2012;
Woynaroski et al., 2016), sintomas como tiques aparecem em 9% dos casos (Simonoff
et al.,, 2008), 25 a 40% dos individuos apresentam transtornos do sono (Soke et al.,
2010; Sivertsen et al., 2012), sintomas gastrointestinais aparecem em 47% dos casos
(Chaidez et al., 2014), constipacdo e dificuldades de evacuagdo em 12% (Gorrindo et
al., 2012) e epilepsia aparece em 6 a 8% dos casos de criangas com TEA (Thomas et al.,
2012).

1.2. Diagnéstico

Atualmente, o diagndstico do TEA baseia-se somente no diagnostico clinico,
principalmente devido a falta de achados genéticos e moleculares que expliquem por si
s0 a manifestacdo da condicdo. Além disso, os critérios de diagndstico para o TEA
sofreram mudangas ao longo dos anos em decorréncia da maior compreensdo desta
desordem, do acesso a novos dados epidemioldgicos e principalmente em razdo de uma
maior conscientizacdo dos pais e cuidadores sobre os primeiros sinais da doenca.
Atualmente, com o avanco das ferramentas de triagem, os profissionais da area da salde
possuem cada vez mais dominio para reconhecer os sintomas do transtorno (APA, 2013;
Gadia et al., 2004; Johnson e Myers, 2007; Lord et al., 2018).

Nota-se que, de acordo com dados publicados pela Rede de Monitoramento de
Deficiéncias Mentais e Autismo (ADDM, sigla em inglés), a prevaléncia desta
desordem vem aumentando ao longo dos anos, o que leva a especulagdes sobre uma
possivel “epidemia do autismo”. Conforme os ultimos dados coletados pela ADDM em
2014, a prevaléncia desta desordem nos Estados Unidos foi estimada em 16,8 casos a
cada 1.000 habitantes, o que difere muito dos primeiros dados publicados por esta rede

em 2000, que estimavam uma prevaléncia de 6,7 casos a cada 1.000 habitantes.



12

Sugere-se que tal aumento esteja relacionado a um nimero maior de pessoas
diagnosticadas devido ao maior conhecimento dos indicios dessa desordem, além das
recentes mudancas nas caracteristicas diagnésticas que, conforme mencionadas, incluem
atualmente outros transtornos invasivos do desenvolvimento a partir do DSM-IV, como

a Sindrome de Asperger dentro da categoria do TEA.

Atualmente a ferramenta mais utilizada como referéncia dos critérios de
diagnéstico do TEA é o DSM-V, publicado em 2013. Porém, outras ferramentas
disponiveis sdo a Ferramenta de Triagem para Autismo em Criancas de Colo e Criancas
Pequenas (STAT, sigla em inglés), a Entrevista para Diagnostico de Autismo-Revisada
(ADI-R, sigla em inglés) e o Cronograma de Observagdo para Diagnostico de Autismo
(ADOS, sigla em inglés), todas baseadas na observacéo de uma crianga com suspeita de

TEA por um profissional treinado, como psicélogos e psiquiatras.
1.3.  Historia do Transtorno do Espectro Autista

O termo autismo foi usado pela primeira vez em 1911 pelo psiquiatra suico Paul
Eugen Bleuler para caracterizar a perda de contato com a realidade, e que acarretava
uma grande dificuldade de comunicacédo (apud Gadia et al., 2004). Posteriormente, esse
termo foi novamente utilizado pelo psiquiatra Leo Kanner, em 1943, que descreveu a
condi¢do em um grupo de 11 criangas que compartilhavam um comportamento alterado
em comum: extremo desinteresse e total indiferenca em relacdo a outras pessoas
(Johnson e Myers, 2007; Gadia et al., 2004). Pouco tempo depois, em 1944, Hans
Asperger, um pediatra austriaco, que nao estava ciente do trabalho de Kanner,
descreveu sintomas similares em seus pacientes, porém com a excecdo de que as
habilidades cognitivas e verbais eram maiores (Asperger, 1944 apud Johnson e Myers,
2007; Gadia et al., 2004).

O Autismo apareceu pela primeira vez como uma classificagdo isolada, sob o
termo “autismo infantil” (infantile autism, em inglés) e com critérios de diagndstico
unicos no DSM-I111, em 1980. A versao revisada desta edicdo passou a incluir o PDD-
NOS (Pervasive Developmental Disorder - Not Otherwise Specified) como uma
subdivisdo do Transtorno Autista, ampliando os critérios diagnosticos, e incluindo casos
menos severos. Apds anos de analises, visando diminuir a abrangéncia desta

classificacdo, o DSM-IV foi publicado passando a incluir a Sindrome de Asperger no
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TEA. Na quinta edicdo do DSM o diagndstico do TEA passou a ser considerado um
Transtorno de Espectro com dois dominios: comunicacdo social e comportamentos

restritos, repetitivos ou incomuns (Johnson e Myers, 2007).
1.4.  Epidemiologia

Os estudos epidemioldgicos em relacdo ao TEA iniciaram-se em 1960; a partir
dessa década, mais dados tornaram-se disponiveis 0 que permitiu detectar um aumento
na incidéncia do transtorno. Uma revisdo sistemética conduzida em 2012 estimou a
prevaléncia do TEA na populacdo mundial em aproximadamente uma a cada 160
criancas (Elsabbagh et al., 2012). Fatores que podem ter contribuido para o aumento na
prevaléncia de autismo incluem a melhor identificacdo de transtornos genéticos
relacionados com o TEA. Por outro lado, independentemente de fatores como o tipo de
estudo, o ano em que foi conduzido, ou a taxa reportada de prevaléncia, a prevaléncia de
TEA tende a ser maior em meninos do que em meninas, com taxas variando de 2:1 até
6,5:1 (Johnson e Myers, 2007).

No Brasil, um estudo publicado em 2011 estimou que a prevaléncia do
Transtorno Global do Desenvolvimento ¢ de um caso a cada 367 habitantes (Paula et
al., 2011). Em 18 de julho de 2019, foi sancionada a Lei 13.861/19, que determina que o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) deve inserir, no Censo 2020,
dados sobre autismo. Com isso, serd possivel obter uma propor¢do mais realistica da

incidéncia do TEA em nosso pais.
1.5. Etiologia

O TEA ¢é uma desordem do neurodesenvolvimento com etiologia ainda
desconhecida, mas que sofre uma grande influéncia de fatores genéticos e ambientais.
Esta desordem possui uma elevada heterogeneidade fenotipica e complexibilidade
genética, o que € evidenciado por estudos conduzidos em familias de criangcas com TEA
que avaliaram os riscos de recorréncia e que estimam uma recorréncia em torno de 5% a
8% quando ha um irmdo mais velho com TEA, sendo o risco maior em familias com
mais de duas criangas diagnosticadas com TEA (Szatmari et al., 1998). Além disso,
estudos mostraram uma taxa de concordancia de 92% em gémeos monozigdticos,
enguanto que em gémeos dizigbticos a taxa de concordancia ndo passou dos 10%

(Bailey et al., 1995), mostrando uma forte herdabilidade no risco para o TEA.
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O TEA também esta associado com outras doencas do neurodesenvolvimento,
disturbios neurolégicos e desordens genéticas. De acordo com o DSM-V, cerca de 70%
das pessoas diagnosticadas com TEA podem ter um transtorno mental comoérbido e
cerca de 40% podem ter dois ou mais transtornos mentais comorbidos. Além disso,
foram sugeridos diversos fatores de risco capazes de influenciar o desenvolvimento do
TEA. Diversos estudos citam idades materna e paterna avangadas como possiveis
fatores de risco ao TEA na progénie (Guinchat et al., 2012; Idring et al., 2014; Sandin et
al., 2012; Sandin et al., 2016).

Embora a contribui¢do genética seja importante para a suscetibilidade ao TEA,
observa-se que para a maioria dos casos o desfecho do TEA é o resultado da interacao
dos genes com fatores ambientais (Herbert, 2010; Deth et al., 2008). FArmacos como
acido valprdico, talidomida e antidepressivos (em especial os inibidores de recaptacédo
de serotonina), durante o primeiro trimestre de gestacdo, podem atuar como teratdgenos,
podendo estes estressores afetar o desenvolvimento do SNC e de outros 6rgéos e
sistemas, assim como processos fisiolégicos em andamento (Johnson e Myers, 2007;
Herbert, 2010; Croen et al., 2011; Christensen et al., 2013). Além disso, foi reportado
um risco aumentado para TEA em mulheres gravidas residentes proximas de areas
agricolas onde ocorria a aplicacdo de pesticidas (Omoy et al., 2015). Outras condicdes
clinicas maternas como obesidade, diabetes, ocorréncia de infec¢Bes virais/bacterianas e
deficiéncia de acido félico também foram listadas como fatores de risco para 0 TEA
(Grabrucker, 2013; Lyall et al., 2013; Omoy et al., 2015).

1.6. Transtorno do Espectro Autista e Genética

Diversas evidéncias relacionam fatores genéticos com a etiologia e
manifestacBes fenotipicas clinicas do TEA (Wang e Zhong, 2012; Devlin e Scherer,
2012). A observacdo de altas taxas de concordancia entre gémeos monozigoticos e da
presenca de aproximadamente 2 a 3% de criangas com TEA no mesmo grupo familiar
(Bailey et al, 1995) sugerem um alto envolvimento genético na etiologia do TEA. Uma
meta-analise conduzida por Tick e colaboradores (2016) estimou a herdabilidade do
TEA entre 74 e 93%.

Entre 10 e 15% dos individuos diagnosticados com TEA tem uma doenca

referente a uma condicdo mendeliana ou sindrome genética. As condi¢fes genéticas
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mais comumente associadas com o TEA séo: a sindrome do X-fragil que aparece de 1-
2% dos casos de TEA, esclerose tuberosa em 0,5% dos casos, e neurofibromatose em
menos de 1% dos casos (Devlin e Scherer, 2012). Além disso, de acordo com 0 DSM-
V, outras sindromes neurogenéticas que podem desempenhar papel causativo ou
estarem associadas a0 TEA sdo: a Fenilcetondria, a Sindrome Alcéolica-Fetal, a
Sindrome de Angelman, a Sindrome de Down e a Sindrome de Rett. Entretanto,
nenhum desses transtornos € considerado causativo para o TEA, pois eles englobam

individuos com e sem a presenca de caracteristicas autistas (Masi et al., 2017).

Um estudo identificou 103 genes e 44 loci gendmicos implicados em
incapacidades intelectuais em individuos com TEA (Betancur, 2011). Os genes mais
comumente associados com a patogénese do TEA sdo os genes que codificam o
receptor do &cido gama-aminobutirico (GABA) beta 3 (GABRB3), o receptor de
oxitocina (OXTR), a relina (RELN), o transportador de serotonina (SLC6A4), o receptor
de N-metil-D-aspartato (NMDA; GRIN2B), o receptor de arginina-vasopressina
(AVPR1A), o homeobox gravado (EN2), a integrina beta 3 (ITGB3), o proto-oncogene
MET e a proteina associada a contactina (CNTCAP2) (Yoo, 2015; Sutcliffe et al., 2005;
Ma et al., 2010; Kim et al., 2006; Rudie et al., 2012; Penagarikano e Geschwind, 2013;
Yang et al., 2010; Yamasue, 2015; Persico e Napolioni, 2013; Wang et al., 2008; Lee et
al., 2015; Yoo et al., 2012; Skaar et al., 2005).

Cerca de 5% dos individuos com TEA possuem algum rearranjo
cromossémico, sendo a duplicacdo do cromossomo 15g11-gl3 a anormalidade
citogenética mais encontrada nesses individuos, estando geralmente no alelo materno,
na regido Prader-Willi/Sindrome de Angelman (Buiting et al., 1995). Além disso,
diversas CNVs (Copy Number Variations), embora ocorrendo em pequenas proporc¢oes,
também sdo reportadas com frequéncia no TEA (Lord et al., 2018; Ivanov et al., 2015).
CNVs séo sub-regides cromossdémicas duplicadas ou deletadas, podendo ser herdadas
ou ocorrer de novo. Diversos estudos reportaram uma proporcao de trés a cinco vezes
maior de CNVs em familias com criangcas com TEA em comparagdo a controles (Sebat
et al., 2007; Marshall et al., 2008; Pinto et al., 2010; Sanders et al., 2011; Levy et al.,
2011). E importante salientar que individuos com TEA que apresentam duas ou mais
CNVs de novo possuem sintomas mais severos (Marshall et al, 2008; Pinto et al, 2010).
Ainda, foi observado que genes afetados por CNVs raras sdo a principal causa de

anormalidades na formacdo de sinapses e sua manutengdo, também afetando outras vias
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como proliferacdo e motilidade celular, sinalizacdo GTPase/Ras e neurogénese (Pinto et
al., 2010; Ben-David et al., 2012). Neste contexto, dois estudos independentes de
associacdo em genomas completos (GWAS) identificaram dois loci (5p14.1 e 5p15.2)
associados com TEA (Wang et al., 2009; Weiss et al., 2009); enquanto outros autores
argumentam que estas variantes possuem um impacto modesto no risco para 0 TEA
(Devlin et al., 2011). Em conjunto, estes dados levaram a aceitagdo atual da hipétese de
que o TEA seja resultante de interacBes entre fatores genéticos, epigenéticos e

ambientais (lvanov et al., 2015).
1.7.  Transtorno do Espectro Autista e Inflamacao

Durante um processo inflamatério comum, a ativagdo de células do sistema
imune ocorre através do reconhecimento de padr6es moleculares de patégenos e de
padrdes moleculares de estresse ou dano tecidual por receptores especificos do sistema
imune, que desencadeiam cascatas intracelulares, levando a producdo de mediadores
inflamatorios, normalmente representados pelas citocinas (Savitz e Harrison, 2018).
Citocinas sdo moléculas sinalizadoras que auxiliam na comunicacgdo entre células do
sistema imune inato e adaptativo, sendo os controladores primarios da inflamacgéo (Masi
et al., 2017). As mudancas fisioldgicas que ocorrem durante o processo inflamatorio
sdao transformadas em sinais e transportadas até o SNC de modo a “informar” este
sistema sobre o status imune do organismo. Esse processo ocorre, através da entrada, no
SNC, de citocinas ou de células imunes, como mondcitos e linfocitos T, através da
barreira hematoencefalica. De modo reciproco, o encéfalo também pode modular o
status imune, estimulando ou inibindo o processo inflamatério através da liberacdo de

hormdnios ou pelas vias simpaticas (Savitz e Harrison, 2018).

Além de seu papel fisiologico no processo inflamatério, as citocinas séo
importantes componentes imunes que possuem uma profunda implicacdo no
desenvolvimento neuronal, atuando em processos como migracdo, diferenciacdo e
formagéo sinaptica. Assim, um balanco corrompido de citocinas pode impactar no
neurodesenvolvimento e crescimento inicial cerebral, culminando em um

comportamento alterado (Onore et al., 2012).

A inflamagdo mostra-se cada vez mais implicada na patogénese de transtornos

psiquiatricos (Fond, 2014; Bauer e Teixeira, 2019). Embora ndo seja reconhecida como
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uma doenga autoimune, o TEA compartilha diversas caracteristicas com essa classe de
doencas, como a predisposicdo genética a anormalidades imunes e a influéncia de
fatores ambientais. Além disso, a ativagdo imune materna, histérico familiar de doengas
autoimunes e alteracdes na expressdo de genes relacionados ao sistema imune séo
fatores de risco para o TEA (Edminston et al, 2017). Especificamente, genes como 0s
do complexo MHC-II, C4B e MIF foram associados como genes candidatos de risco
para TEA (Lee et al., 2006; Torres et al., 2002; Odell et al., 2005; Grigorenko et al.,
2008).

Uma varredura conduzida por Croen et al. (2015) mostrou que, além de sintomas
psiquidtricos, individuos adultos com TEA também apresentavam maiores frequéncias
de problemas imunoldgicos (doencas autoimunes e alergias), transtornos
gastrointestinais e do sono, além de maior incidéncia de convulsbes, obesidade,
dislipidemia, hipertensdo e diabetes. A partir dessas evidéncias, acredita-se que o
sistema imunoldgico desempenhe um papel chave na patogénese do TEA. Em estudos
realizados por diversos grupos de pesquisa, foi observada a presenca marcante de
citocinas pro-inflamatérias como INF-y, IL-1B ¢ TNF-o em células mononucleadas
periféricas e em culturas de células sanguineas de individuos com TEA, citocinas estas
que podem estar associadas com respostas imunes disfuncionais, culminando em
problemas no desenvolvimento do SNC (Jyonouchi et al., 2001; Croonenberghs et al.,
2002; Molloy et al., 2006)

N&o obstante, dano celular pode ser induzido pela ligacdo de proteinas do
sistema complemento a anticorpos, levando em consideracdo que o0 sistema
complemento participa da poda sinaptica (uma regulacéo fina do sistema nervoso que
exclui sistemas redundantes), opsonizando sinapses e tornando-as alvo para remogéo
fagocitica pela microglia (Onore et al., 2012; Gasque et al., 2012). Neste contexto, um
nivel aumentado de proteinas complemento ja foi reportado no soro de criangas com
TEA (Corbett et al., 2007).

Analises de transcriptoma conduzidas por Gupta et al. (2014) e por Voineagu et
al. (2011) identificaram vias celulares de remodelamento genético, de desenvolvimento
e sinalizacdo neural, assim como conexdes entre genes relacionados a resposta imune e
ativacdo de microglia de classe 2, coativadas em encéfalos de pacientes com TEA, ainda

que as implicagdes dessas redes génicas ndo tenham sido completamente elucidadas. O
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SNC possui um grupo de células imunes proprias denominadas de microglia. A
microglia consiste em células imunes que se originam no saco vitelinico durante a vida
uterina (Ginhoux e Prinz, 2015).

A microglia participa do processo de poda sindptica a fim de aumentar a
eficiéncia das transmissGes neuronais, que ocorre no inicio da vida (Paolicelli et al,
2011). A ativacdo da micrdglia ocorre em resposta a diversas mudangas homeostéaticas
associadas a risco (dano celular, infecgdo por microrganismos, inflamacdo, etc.), mas
também pode ser ativada pela exposicdo repetida ao estresse ambiental, que esta
relacionado a liberacdo de ATP em resposta a sinalizacdo neuronal do glutamato. A
microglia também é sensivel a sinais sistémicos de perigo, incluindo inflamacao
periférica (Weber et al., 2017; Rivest, 2009).

Além de seu papel imunoldgico, a microglia também exerce um papel
importante em doencas neuropsiquiatricas. Estas células possuem um mecanismo
eficiente e complexo de producgdo de citocinas e Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)
em resposta a sinais imunes, como dano tecidual e infeccGes encefélicas. A via de
ativacdo da microglia pode ser diferenciada em dois tipos: o0 M1 (fenétipo classico) e o
M2 (fenotipo alternativo). No fendtipo classico, a micréglia normalmente adquire um
perfil pro-inflamatério produzindo citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-6 (Réus et al,
2015).

A ativacdo imune materna (MIA - Maternal Immune Activation) pode estar
associada com o aumento no risco de desenvolver TEA (Meltzer and Van de Water et
al., 2017). Além disso, historico familiar de doengas autoimunes também é considerado
um fator de risco para TEA. Neste contexto também poderia ocorrer a transferéncia para
o feto de anticorpos maternos que podem impactar o desenvolvimento neuronal (Lyall
et al., 2017). A possivel associacdo entre ativacdo imune materna durante 0s primeiros
meses de gestacdo e risco para 0 TEA é um tema emergente na literatura cientifica,
existindo evidéncias da presenca de anticorpos anti-encéfalo fetal em maes de criancgas
com TEA (Braunschweig et al., 2012). Individuos que portam esses anticorpos reativos
a proteinas cerebrais possuem sérios prejuizos cognitivos, sendo também esses
anticorpos associados a um papel patoldgico durante o neurodesenvolvimento fetal (Lee
et al., 2009).
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Em conformidade com estes achados, estudos do repertério de anticorpos de
individuos com TEA realizados por Croonenberghs et al. (2002) e por Enstorm et al.
(2009) mostram um aumento nos niveis de isotipos de anticorpos no plasma destes
pacientes e maiores niveis de imunoglobulina (Ig) G4 neutralizante quando comparados
com criangas que apresentavam um desenvolvimento tipico. Porém, ainda ndo esta claro
0 papel desempenhado por esses autoanticorpos em criangas com TEA (Onore et al.,
2012)

Estudos realizados post-mortem com enceéfalos de individuos com autismo
identificaram a presenca de neuroinflamacdo, caracterizada pela ativacdo da microglia e
producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (IFN-y, IL-1b, IL-6, IL-12p40,
TNF-a e CCL-2) (Vargas et al., 2005; Morgan et al., 2010; Li et al.,, 2009).
Corroborando esses achados, analises protedmicas demonstraram uma producédo
alterada de componentes imunoldgicos como citocinas, moléculas de adesdo e fatores de
crescimento no plasma e soro sanguineos de criangcas com TEA, sendo essas alteracoes
associadas com prejuizos comportamentais na comunicacdo e na interacdo social
(Ashwood et al., 2011a; Ashwood et al., 2011b; Kajizuka et al.,2010).

1.8. Biologia das Quimiocinas

A funcdo pela qual as quimiocinas sdo mais conhecidas é a da regulacdo da
migracdo de leucdcitos em processos como inflamacdo, doencas autoimunes, doencas
infecciosas, angiogénese e cancer (Van der Meer et al., 2000; Rossi e Zlotnik, 2000;
Zlotnik et al, 2006). Elas sdo proteinas ligantes que possuem baixo peso molecular e sdo
compostas por pequenas sequéncias de aminoacidos (Charo et al., 2006; Zlotnik et al.,
2006; DeVries et al., 2006). Ja foram identificados 46 tipos de quimiocinas e 18
receptores sinalizadores. As quimiocinas exercem sua funcdo através de sua ligacao
com receptores que apresentam sete dominios transmembrana e que ativam a
sinalizag&o através de proteinas G heterotriméricas (Bajetto et al., 2002; Campbell et al.,
1996).

Além disso, estas moléculas podem gerar um gradiente estavel por serem
capazes de estabelecer interacbes com proteinas sulfatadas e proteoglicanas na
superficie de células endoteliais (Bajetto et al., 2001; Locati e Murphy, 1999). As

quimiocinas podem ser facilmente identificadas em virtude da sua conformagéo
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estrutural que possui uma série de cisteinas (comumente quatro) em posicoes

conservadas que estdo ligadas por pontes dissulfeto (Baggiolini et al., 1997).

O estudo das quimiocinas inicia em 1977 com a descoberta do fator plaquetario
4 (PF4), que também é conhecido como CXCL4, que foi purificado ainda que sua exata
funcdo fosse desconhecida. Uma década depois, se deu o que foi conhecido como o “big
bang” da pesquisa sobre quimiocinas, com a descoberta da quimiocina CXCL8 (IL-8)
que foi vista como um fator quimiotatico derivado de mondcitos neutréfilo-especifico
(Locati e Murphy, 1999).

O nome “quimiocina” foi atribuido a essa classe de moléculas em 1992 durante
0 Terceiro Simposio Internacional de Citocinas Quimioatraentes, com o intuito de
classificar toda a superfamilia dessas moléculas e de distingui-las de outras moléculas
quimioatraentes leucocitarias (Bajetto et al, 2001). No ano de 1996, o interesse no
estudo das quimiocinas tomou um novo rumo com a descoberta de que quimiocinas que
interagiam especificamente com os receptores CXCR4 e CCR5 poderiam reprimir a
replicacdo do virus HIV através do bloqueio da entrada do virus nas células em
decorréncia da competicdo pela ligacdo nestes receptores (Miller, 2008; Locati e
Murphy, 1999).

Essas moléculas séo liberadas em locais de infeccdo, inflamacéao e dano, atraindo
leucdcitos que carregam receptores de quimiocinas. Quimiocinas sdo constitutivamente
expressas em 6rgdos linfoides, regulando também o homing (mobilizacdo de células do
sistema imune para o local onde foram originadas) e maturacdo leucdcitos (DeVries et
al., 2006). Em condi¢des homeostaticas, quimiocinas sdo produzidas por células
presentes nos linfonodos, no timo e na medula 6ssea, sugerindo um papel regulatério
destas moléculas na producdo e distribuicdo de leucocitos (Locati e Murphy, 1999).
Quimiocinas e seus receptores podem ser expressos constitutivamente ou de modo
induzido por virtualmente todas as células do corpo (Lira e Furtado, 2012), com
expressao e mecanismo de acdo variando de acordo com o tipo celular e de modo a
conferir especificidade no trafico de leucdcitos ou de preencher outras fungdes

sinalizadoras (Locati e Murphy, 1999).

Uma importante caracteristica das quimiocinas € o mecanismo de redundancia,

podendo diferentes quimiocinas ligarem-se a0 mesmo receptor, embora algumas
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excecdes existam onde pares Unicos de ligantes-receptores realizam determinada fungéo
biologica (Bajetto et al, 2002). Além disso, na auséncia de um receptor ou quimiocina
especifico, as vias alternativas de interacdo receptor-quimiocina podem nao ser
altamente eficientes frente a estimulos especificos, como infec¢des virais (Ellwanger et
al, 2019). Existem quatro subfamilias de quimiocinas que sao classificadas de acordo
com o arranjo das cisteinas na estrutura da proteina: CXC (alfa), CC (beta), C (gama) e
CX3C (delta) (Rossi e Zlotnik, 2000).

Quimiocinas membros da familia CXC podem ser subclassificadas entre aquelas
que possuem um motivo tripeptidico conservado formado pelos aminoacidos acido
glutdmico-leucina-arginina (ELR) na por¢do terminal da proteina e aquelas que ndo o
possuem. Quimiocinas da familia ELR atraem principalmente neutréfilos, atuando nédo
s0 na quimiotaxia das células, mas também na angiogénese, enquanto que as
quimiocinas dessa familia que ndo possuem o fator ELR atraem principalmente
linfocitos e mondcitos, sendo pouco quimioatrentes de neutréfilos (Bajetto et al, 2002).
J& as quimiocinas membros da familia CC atraem principalmente mondcitos,
macrofagos, eosinofilos e basofilos. Além disso, ambas as familias englobam

quimiocinas que atuam na migracdo de linfdcitos T (Locati e Murphy, 1999)

Ja foi demonstrado que no SNC as quimiocinas e seus receptores participam de
processos como a vigilancia imunolégica, neuro/gliogénese e modulacao da transmissao
sinaptica (Williams et al., 2014). Foi reportada também a expressdo e producao destas
moléculas em virtualmente todas as células do SNC, como astrdcitos, micrdglia,
oligodendrdcitos, neurdnios e células endoteliais (Bajetto et al., 2002). Além do seu
papel em condi¢des homeostaticas, a expressao de diversas quimiocinas e de seus
respectivos receptores ja foi extensamente discutida e revisada por diversos autores em
diferentes contextos (Hesselgesser e Horuk, 1999; Bajetto et al, 2001; Bajetto et al,
2002; Callawaere et al, 2007; Reaux-Le Goazigo et al, 2013; Stuart e Baune, 2014;
Williams et al., 2014), ressaltando o amplo envolvimento destas moléculas em
processos relacionados a doengas do SNC, como no enfraquecimento da barreira
hematoencefalica, em doencas degenerativas como a doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, esclerose mudltipla, esclerose lateral amiotréfica, em acidentes vasculares
cerebrais, em casos de deméncia induzida pelo HIV, bem como sua importancia em
doencgas psiquiatricas, como transtorno bipolar, depressdo, esquizofrenia e em déficit

cognitivo leve.
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1.9. Biologia dos Receptores de Quimiocinas

Receptores de quimiocinas sdo proteinas com sete dominios transmembrana
acoplados a proteina G. A nomenclatura destes receptores é baseada na classe de
quimiocinas as quais eles se ligam: CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4 e CXCRS5 se
ligam as quimiocinas da classe CXC, ja a classe dos receptores CCR1 ao CCR9 liga-se
as quimiocinas da familia CC, o receptor XCR1 liga-se a linfotactina e o receptor
CX3CRL1 liga-se a quimiocina CX3C, também chamada de fractalcina (Rossi e Zlotnik,
2000).

Em humanos, os genes que codificam receptores de quimiocinas encontram-se
majoritariamente agrupados no cromossomo 3 (CCR1-9; CCRL1; CCRL2; CXCR®;
CX3CR1), sendo outros genes de receptores encontrados no cromossomo 2 (CXCR1;
CXCR2 e CXCR4), no cromossomo 17 (CCR7 e CCR10), no cromossomo 6 (CCR6),
cromossomo 11 (CXCRS5), e no cromossomo X (CXCR3) (DeVries et al., 2006). As
familias de receptores possuem similaridades em suas sequéncias de aminoacidos. A
familia de receptores CXC possui uma identidade de 36-77%, enquanto que a familia de

receptores CC possui uma identidade de 46-89% (Baggiolini et al, 1997).

A estrutura dos receptores de quimiocinas normalmente consiste em trés
diferentes dominios, um dominio N-terminal flexivel, um longo loop, que leva a trés
folhas B pregueadas e uma a-hélice que recobre as folhas (Baggiolini e Loetscher 2000;
Callawaere et al., 2007). Todos os receptores de quimiocinas tém duas cisteinas
conservadas, uma no dominio NH2-terminal e outra no terceiro loop extracelular, que
formam uma ponte dissulfeto vista como essencial para firmar a conformagédo de

ligante-receptor (Baggiolini et al, 1997).

Apesar das similaridades estruturais e um aparente mecanismo de redundéancia,
0s receptores de quimiocinas diferem muito no que se diz respeito a capacidade de
ativar vias sinalizadoras (Bajetto et al., 2002). A via mais comumente ativada é a da
migracdo celular mediada pela via da fosfolipase C, que leva a geragdo de inositol-
1,4,5,-trifosfato e uma transiente elevacdo na concentragdo de Ca" citosolica. Além

disso, também é possivel que a ativacdo da via da fosfolipase gerada pelas quimiocinas
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leve a formacéo de diacilglicerol, que gerara a subsequente ativacéo da proteina quinase
C (Bajetto et al., 2002).

1.10. O gene CCR5 e o polimorfismo CCR5A32

O receptor de quimiocinas CCR5 faz parte da superfamilia dos receptores
transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs) (Alkhatib, 2009). Esse receptor é
expresso principalmente em linfdcitos T efetores e de memoria, mondcitos, macréfagos
e células dendriticas imaturas, onde regula, nestas células, sua ativagdo e quimiotaxia
(Oppermann, 2004).

O CCR5 possui sete dominios transmembrana, com 3 loops extracelulares e 4
intracelulares (Oppermann, 2004). Quando um dos ligantes do CCR5 interage com este
receptor, ele é capaz de transmitir sinais para a célula via ativacdo da proteina G e
também através de outras moléculas de sinalizacdo. Apos a interacdo com seus ligantes,
este receptor € internalizado, o que impede uma nova ligacdo com outras moléculas.
Porém, através de um mecanismo celular de reciclagem, esse receptor é capaz de

retornar a superficie celular (Lederman et al., 2006).

As quimiocinas que possuem maior especificidade com o CCR5 séo a proteina
inflamatoria de macrofago la (MIP-la), a MIP-1B e o regulado sob ativagéo
normalmente expresso e secretado por linfocitos T (RANTES). Esses trés ligantes
também sdo chamados de CCL3, CCL4 e CCLD5, respectivamente (Lederman et al.,
2006; Alkhatib, 2009).

O CCR5 é amplamente conhecido devido a sua atuacdo como co-receptor no
processo de entrada do HIV nos linfocitos T CD4" (Alkhatib et al., 1996; Choe et al.,
1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996). A ocorréncia natural
de individuos que sdo homozigotos para uma delecdo de 32 pares de bases no gene
CCR5, que culmina na inibicdo da expressdo do CCR5 na superficie da célula,
despertou interesse de diversos grupos de pesquisa, devido ao seu papel como variante
genética de resisténcia a infeccdo pelo HIV-1 (Samson et al., 1996; Sorce et al., 2011).
Embora individuos heterozigotos sejam infectados pelo virus, nesses individuos a
progressao da infeccdo é mais demorada e a carga viral € menor (Liu et al., 1996).
Através do descobrimento do importante envolvimento deste receptor com o HIV,

medicamentos como 0 maraviroc, um antagonista do CCR5, foram desenvolvidos a fim
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de conter a progressdo da doenca e suas complicacfes (Dragic et al., 1996; Dean et al.,
1996; loannidis et al., 2001; Levine et al,, 2009; Llibre et al., 2015).

Diversos estudos ja reportaram o papel do CCR5 no tréafico de linfocitos T para
locais de infeccdo/lesdo no encéfalo em diversos contextos (revisado por Sorce et al,
2011). Embora o SNC seja um ambiente imunologicamente privilegiado, foi observada
a expressdo de diversos receptores de quimiocinas em muitas regibes do encéfalo
(Bajetto et al., 2001). Dentro da familia dos CCR, a expressdo dos receptores CCR1,
CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR9/10 e CCR11 é detectada no encéfalo sob condicdes
inflamatdrias (Bajetto et al., 2001). Assim, 0 CCR5 pode exercer importantes funcdes
em situagbes de inflamacdo no SNC, como regulacdo da producdo de citocinas
inflamatorias em células da microglia (Gamo et al., 2008), recrutamento de mondcitos e
macréfagos, bem como de células NK e linfocitos T CD4" e CD8" para o SNC sob
condicdes inflamatorias (Glass et al., 2005; Khan et al., 2006; Zang et al., 2000).
Entretanto, evidéncias indicam que a ativacdo do CCR5 no encéfalo estd mais
relacionada com a regulacéo de atividades fisiologicas do que com o sistema de defesa
propriamente dito, desempenhando um papel durante o desenvolvimento encefalico e

em processos de transmissdo sinaptica (Sorce et al., 2011).
1.11. O gene CCR2 e o polimorfismo CCR2V64I

O CCR2 é um GPCR envolvido na migracdo de mondcitos (Chu et al.,
2014). Essa proteina possui sete dominios transmembrana ligados por loops intra e
extracelulares. A extremidade N-terminal possui especificidade com os ligantes e a
extremidade intracelular C-terminal esta envolvida na sinalizacdo intracelular. O CCR2
¢ um gene altamente conservado entre os mais diversos grupos de vertebrados
(Yamasakiet al., 2012).

O CCR2 possui duas isoformas, 0 CCR2A (composto de 360 aminoacidos) e o
CCR2B (composto de 374 aminoacidos), que diferem somente nas suas caudas carboxi-
terminais cujas diferencas séo originadas atraves de splicing alternativo. A sequéncia de
aminoéacidos presente na cauda carboxi-terminal da isoforma CCR2B €é o que garante o
seu transporte bem-sucedido para a superficie da célula, tornando o CCR2B a forma

dominante nestes sitios, representando 90% da expressdo do CCR2 (Van Coillie et al.,
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1999; Navratilova, 2006). O CCR2A e 0 CCR2B séo capazes de induzir diferentes vias

de sinalizagéo celular e desencadear diversas acOes (Bose et al., 2013).

Algumas das quimiocinas que conseguem ativar este receptor sdo: CCL2 (ou
MCP-1), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CCL13 (MCP-3) e CCL16 (HCC-4, presente
s6 em humanos) (Boring et al., 1997), sendo CCL2 e CCL7 as principais quimiocinas
agonistas da migracio de mondcitos dependente do CCR2 (Tsou et al., 2007). E
importante ressaltar que a mobilizacdo de mondcitos regulada pelo CCR2 é essencial

para uma resposta imune inata bem-sucedida (Chu et al., 2014).

Conforme mencionado anteriormente, 0 CCR2 é mais amplamente expresso em
mondcitos, onde foi originalmente descrito (Fantuzzi et al., 1999). Esse receptor é
associado com a ativagao de respostas do tipo Thl, estimulando a producéo de citocinas
pré-inflamatorias (Geissman et al., 2003). Em acordo, pode-se encontrar 0 mMRNA do
CCR2 em linfécitos T, células Natural Killer e células dendriticas, além de ja ter sido
observada sua expressao em monocitos e baséfilos em condigdes de inflamacédo
(Yamasaki et al., 2012). Além disso, ja foi reportada a expressdo desse receptor em
células ndo-hematopoiéticas, principalmente em neurénios, células endoteliais,
astrocitos e células da micrdglia, sendo esta detectada por imuno-histoquimica com uma

maior concentracdo no hipocampo (Van Der Meer et al., 2000).

A expressao seletiva do CCR2 em certas estruturas encefalicas sugere que este
receptor possa estar envolvido na comunicacdo neuronal e na transmissao
dopaminérgica, colinérgica e em doencas relacionadas a estes processos (Conductier et
al., 2010). Astrécitos e oligodendrocitos sdo capazes de produzir quimiocinas como
CCL2 e RANTES (Johnstone et al., 1999), embora os astrécitos sejam as maiores fontes
de CCL2 no SNC (Ransohoff et al., 1993). Em doencas desmielinizantes, o papel do
CCR2 parece ser de recrutamento de mondcitos para os locais de lesdo. Quando ha uma
falta de infiltragdo de mondcitos para os locais de lesdo ocorre um aumento na
populacdo de outras células mielGides inflamatorias, levando a formacdo de um
ambiente alterado, influenciando a progressédo e severidade das respectivas doencas
(Yamasaki et al., 2012). Em modelos animais da doenca de Alzheimer, a expressao de
Ccr2 esta correlacionada com o acimulo de depositos B-amiloides (AP), o que sugere
que a remogdo destes depositos nos estagios iniciais da doenca é importante para o
controle de sua progressao (El Khouryet al., 2007).
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Além de seu papel na mobilizacdo de mondcitos, 0 conhecimento de outras
funcdes fisioldgicas do CCR2 é limitado. Um estudo sugeriu que o CCR2 contribui para
0 estabelecimento e manutengdo dos estagios iniciais da gestacdo, influenciando o
crescimento e a proliferacdo de células deciduais (Meng et al., 2013). Em paralelo,
acredita-se que o CCR2 possua uma funcdo de manutencdo dos niveis de citocinas
através de um mecanismo de retroalimentacao por células imunes migratorias diante de
altas concentragdes de quimiocinas, em especial a CCL2 (Chu et al., 2014; Tylaska et
al., 2002; Mahad et al., 2006).

De um modo intrigante, 0 mecanismo de acdo dos mondcitos durante infecgdes
ou outras condicOes inflamatdrias desenrola-se de maneira controversa, pois promove a
ativacdo das defesas imunes do organismo e de reparo tecidual. Por outro lado, causa
mais dano tecidual, devido a producdo de moléculas inflamatérias (Nahrendorf et al.,
2007; Chu et al., 2014).

No gene CCR2, um dos polimorfismos mais estudados é a variante génica
CCR2-64l, a qual consiste na substituicdo do nucleotideo Guanina pelo nucleotideo
Adenina na posi¢do 190 (Smith et al., 1997). Esse polimorfismo causa uma mudancga no
cddon 64 que culmina na troca de uma valina para uma isoleucina no primeiro dominio
transmembrana do CCR2. Além disso, um estudo conduzido por Nakayama et al.
(2004) observou que a ocorréncia deste polimorfismo na isoforma CCR2A causava um
aumento na sua estabilidade, fazendo com que esta isoforma passasse a ser mais
expressa na superficie da célula e também aumentava a capacidade quimiotatica das

células expressando esta variante.
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2. JUSTIFICATIVA

O sistema imune desempenha uma funcdo importante durante o
desenvolvimento do encéfalo. Além disso, alteragdes imunoldgicas estdo associadas
com manifestacBes clinicas presentes no TEA. Neste contexto, considerando que a
expressdo de CCR5 e CCR2 ¢é detectada no encéfalo sob condicdes inflamatorias e que
estes receptores regulam a migracdo de linfocitos e mondcitos para o encéfalo nessas
condigdes considera-se que eles podem influenciar a patogénese do TEA. Considerando,
também, o fato de que células do SNC como neurdnios, astrécitos e células da micrdglia
produzem as quimiocinas ligantes destes receptores durante contextos inflamatérios,
essas evidéncias sugerem um papel importante do sistema imunoldgico na patogénese
do TEA.

Desta maneira, o estudo de variantes de genes do sistema imune em individuos
acometidos por este transtorno e seus parentais, pode revelar potenciais influéncias
destes em relacdo ao desenvolvimento e as diferentes manifestacdes clinicas do TEA.
Neste contexto, os polimorfismos CCR5A32 (rs333) e CCR2-641 (rs1799864), que
geram receptores de quimiocinas ndo funcionais ou com propriedades alteradas, sdo
importantes alvos para o estudo dos fatores genéticos que podem estar envolvidos no

desenvolvimento do TEA.
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3. OBJETIVOS
3.1.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia dos polimorfismos CCR5A32 (rs333) e CCR2V64I (rs1799864)
no desenvolvimento do TEA em uma amostra de criangas com este transtorno e seus

genitores, provenientes de uma populacéo do sul do Brasil.

3.1.2. Objetivos Especificos

1) Genotipar os polimorfismos CCRS5A32 (rs333) e CCR2-641 (rs1799864) em
amostras de material genético de criangas com TEA e seus respectivos pais
bioldgicos, a fim de descrever suas frequéncias alélicas e genotipicas.

2) Investigar a influéncia destas variantes génicas na susceptibilidade ao
desenvolvimento do TEA.

3) Avaliar a potencial associagdo destes polimorfismos com sintomas comumente
presentes no TEA.

4) Avaliar a possivel presenca de desequilibrio de transmissdo destes alelos dos pais

para as criangas com TEA.
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ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a set of complex neurodevelopmental disorders
characterized by social/communication deficits and the presence of repetitive/restrictive
stereotypical behaviors that appear in early stages of development. Several genetic and
environmental factors have been associated with the development of ASD. Among
them, the involvement of the immune system, as well as both genetic polymorphisms
and alterations in the expression of immune-related genes have been associated with
increased risk for ASD. CCR5 and CCR2 genes code two seven-transmembrane G-
coupled chemokine receptors respectively named CCR5 and CCR2. Considering the
impact of immune unbalances in ASD, the aim of this study was to evaluate the allelic
and genotypic frequencies of two gene polymorphisms that affect these receptors,
CCRS5A32 (rs333) and CCR2-641 (rs1799864), in a southern Brazilian cohort composed
by 476 individuals (185 children with ASD, 167 mothers of children with ASD and 126
fathers of children with ASD). We also tested for association of these polymorphisms
with clinical symptoms often reported in children with ASD. No significant differences
regarding allelic and genotypic frequencies between children with ASD and controls
were found. Also, no significant association was found regarding the mothers of ASD
children and woman without gestational complications. It was observed a tendency to
association between the CCR2-641 polymorphism with echolalia (p=0.059), suggesting
a possible involvement of this receptor with the development of repetitive behaviors. In
this study, CCR5A32 and CCR2-641 were not associated with susceptibility to ASD.

Key Words: Autism Spectrum Disorder, immunogenetics, polymorphisms, CCR5A32,
CCR2-641, immune system.
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1) Introduction

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a complex neurodevelopmental disorder that
IS raising awareness in many pediatricians and specialized professionals due to its
increasing prevalence in the latest years (Baio et al., 2018). Since the first description of
Autism by the Austrian psychiatrist and physician Leo Kanner, in 1943, the
comprehension of this disorder has become greater, although the core features described
by Kanner, such as social communication deficits and repetitive and unusual sensory—

motor behaviors remained the same (Lord et al., 2018).

The CDC’s Autism and Developmental Disabilities Monitoring Network
(ADDM, 2014) estimates that 1 in each 59 children are diagnosed with ASD. This
disorder is also characterized by gender differences, with boys being more affected than
girls. Approximately 1 in each 42 boys and 1 in each 189 girls are diagnosed with ASD
according to ADDM Network reports. In Brazil, the estimate prevalence of Pervasive
Developmental Disorder (PDD) is 27.2/10.000 (Paula et al., 2011)

Several reports denoted an important genetic component in the etiology of ASD.
Studies with twins demonstrated concordance rates of 82-92% in monozygotic twins
compared with 1-10% in dizygotic twins (Bailey et al, 1995; Folstein et al, 1977).
Besides, studies with siblings reported rates of 7-20% in families where there is an older
sibling diagnosed with ASD (Ozonoff et al., 2011; Sandin et al., 2014). However,
Genome Wide Association Studies (GWAS) have identified just a few copy-number
variation and single nucleotide polymorphisms associated with susceptibility to ASD
and they appear to contribute only slightly to the phenotypic outcomes of ASD (Devlin
etal., 2011).

Several research groups have also gathered evidences regarding the influence of
the immune system on ASD development. As results, associations with immune-related
genes (Warren et al., 1991; Warren et al., 1996; Torres et al., 2006; Mostafa and
Shehab, 2010; Torres et al., 2012), family history of autoimmune diseases (Jung et al.,
2011; Comi et al., 1999; Atladottir et al., 2009; Wu et al., 2015), maternal inflammation
and infection during pregnancy (Atladottir et al., 2010; Estes and McAllister, 2016), and
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altered immune responses reported in children diagnosed with ASD (Edminston et al.,

2017) were already described.

Chemokines are proteins with low molecular weight that act as mediators of the
innate immunity through the mobilization of leukocytes to sites of inflammation
(Schluger and Rom, 1997). Chemokines as well as their respective receptors exert an
important role in brain development and physiology, regulating neuronal cell migration,
proliferation, and differentiation (Biber et al, 2008).

CCRS5 is a seven-transmembrane domain G protein-coupled receptor expressed
mainly in effector and memory T cells, monocytes, macrophages and immature
dendritic cells, regulating cell adhesion and chemotaxis (Oppermann, 2004). The
genetic variant CCR5A32 (rs333) is characterized by a 32 base-pair (bp) deletion in the
coding region of the CCR5 gene, resulting in a truncated protein, which is not expressed
on the cell surface of homozygous individuals. Reduced CCR5 expression is observed
in heterozygous individuals (Alkhatib, 2009; Samson et al., 1996). Among Caucasian
populations from north Europe, the A32 allele frequency varies around ~10% (Galvani
and Novembre, 2005). In Brazil, the estimated frequency of the allele is ~4% (Silva-
Carvalho et al., 2016). In the state of Rio Grande do Sul, the CCR5A32 allele frequency
is ~6% (Ellwanger et al., 2018; Vargas et al., 2006).

CCR2 is a chemokine receptor that also belongs to the family of seven-
transmembrane domain G protein-coupled receptors. CCR2 is mainly expressed in
monocytes, macrophages, T lymphocytes, dendritic cells, B cells and basophils
(Yamasaki et al, 2012). This receptor is present in two isoforms, named A and B. Both
isoforms represent alternatively spliced variants of the same receptor gene that differ
only in their carboxyl tails (Charo et al., 1994; Wong et al., 1997). A single nucleotide
polymorphism (SNP) in the CCR2 gene causes a conservative change of a valine to an
isoleucine at codon 64 (CCR2-641; rs1799864) in the first transmembrane domain of the
receptor (Smith et al., 1997). The allelic frequency of this genetic variant in Caucasians,
Afro-Americans, Asians and Hispanics is approximately 10%, 15%, 25% and 17%,
respectively (Martinson et al, 2000). In Brazil and in the state of Rio Grande do Sul the
CCR2-641 allele frequencies in the general population is 11-14% (Vargas et al., 2005;
Zambra et al., 2013)

Given the immune alterations observed in ASD, in the present study, we
hypothesized that the genetic variants CCR5A32 and CCR2-641 could play a role in the
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susceptibility to ASD or be preferentially transmitted from their biological parents,
addressing a southern Brazilian population sample. Thus, the aim of this study was to
evaluate de possible association of these gene polymorphisms with both susceptibility to
ASD and the severity of different clinical manifestations in a sample of children from

south Brazil.
2) Methods
2.1) Samples

For this study, blood samples of 476 individuals (185 children with ASD, 167
mothers of children with ASD and 126 fathers of children with ASD) were collected at
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA, Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brazil), at the Psychology Department of the Universidade Federal Rio Grande do Sul
(UFRGS, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil) and other medical and educational
institutions of the state of Rio Grande do Sul. This sample was previously
collected/reported by Schuch et al. (2014).

All probands in this sample were diagnosed with idiopathic ASD according to the
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV (DSM-1V) criteria (American
Psychiatric Association, 1994). The probands were submitted to an evaluation by
neuropediatricians at the Neuropediatric Outpatient Unit from HCPA, where the
diagnosis was attributed. For all probands, data on the presence or absence of clinical
symptoms commonly observed in ASD patients such as repetitive behaviors, echolalia,
seizures, epilepsy, mood instability, auto- and hetero-aggression, hyperactivity, panic,
and sleep disorders were collected. These data were obtained during the regular
appointments inquiring the parents and/or caregivers whether the patient exhibited each
type of symptom (Schuch et al, 2014). Details about the exclusion criteria, tools for
diagnostic and other clinical and socio-demographic information are specified in the
studies of Longo et al. (2009) and Schuch et al. (2014).

This study was approved by the Ethics Committee of HCPA (protocol numbers
05-451, 06-237, and06632012.4.0000.5334) and was performed in accordance with the
ethical standards established in the 1964 Declaration of Helsinki and its later
amendments. Informed consent was obtained from all individual participants and legal

representatives included in the study.
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As controls, we established four groups, named control groups A, B, C, and D.
Control group A consists of 274 blood donor samples, representing the distribution of
CCR5A32 in the general population. Control group B is composed by 213 healthy
pregnant women with uncomplicated pregnancies that were chosen to test the
hypothesis of an inflammatory context during the gestational period of the mothers of
ASD children. For both control groups, the CCR5A32 genetic variant was genotyped in
previous studies performed by our research group (Ellwanger et al., 2018; Kaminski et
al., 2019). For the CCR2-641 polymorphism, control groups C and D were assessed for
comparisons with the allelic and genotypic frequencies in the ASD group. Control
group C is composed of 270 healthy subjects representing the general population: this
group is composed by 151 healthy women and 119 healthy men genotyped for this
genetic variant in previous studies of our research group (Zambra et al., 2013; Giongo,
2012). In addition, control group D is composed by 151 healthy women without familiar
history of cancer from the study of Giongo (2012). Control D group was used to
compare the allelic and genotypic frequencies of CCR2-641 with the allelic and

genotypic frequencies of mothers of children with ASD.
2.2) Genotyping

DNA extraction from peripheral blood was performed by salting out as described
in Lahiri and Nurnberger (1991). CCR2-641 genotyping was performed by polymerase
chain reaction (PCR) restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) assay,
following the protocol described by Zambra et al. (2013). The 128bp fragment PCR
product was verified in a 2% agarose gel. Then, the PCR products were digested with
4U of the BselJl (BsaBl isoschizomer) restriction enzyme for 16h at 60°C, producing
110bp and 18bp fragments (CCR2-64l allele) or a single undigested 128bp fragment
(Val allele), which were visualized under UV irradiation in a 3% agarose gel with

ethidium bromide.

CCR5A32 genotyping was performed by conventional PCR and the amplicons
were visualized on 3% agarose gel with ethidium bromide, as described in Chies and
Hutz (2003). Amplification of the CCR5-wt allele generates a 137bp fragment length
although a 105bp band corresponds to the CCR5A32 allele.

2.3) Statistical analysis
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Chi-square analysis was used to assess the deviation from Hardy—Weinberg
equilibrium and for test for associations between different symptoms reported for the
children with ASD (specified at the Sample section) and the CCR5A32 and CCR2-64I
polymorphism, performed with SPSS version 18 software. Considering the allelic
frequencies for both SNPs, a dominant model was used for these last analyses, where
heterozygotes were combined with the less frequent homozygotes. Transmission
disequilibrium test (TDT) was performed to evaluate the association hypothesis through

the family-based approach using FBAT (family-based association test) software.

For susceptibility analyzes, allelic and genotypic frequencies were compared
between the groups using chi-square test with Yates’s correction or exact Fisher’s test.
Odds ratio and Wald 95% confidence interval were also considered. P-values <0.05
were set as statistically significant. These analyses were performed with WINPEPI
(version 11.65) software (Abramson, 2011).

3) Results

3.1. Demographic data of children with ASD and their mothers

The characteristics of TEA children and their respective mothers are shown in
Table 1, Table 2 shows the genotypic and allelic data regarding CCR5A32 and
CCR2V64l polymorphisms of both groups. The ASD subjects were predominantly
Caucasoids and our sample comprises mostly boys (69.5%) with a mean age of 9.7£5.1
years. The mean age of mothers of the probands, when they gave birth, was 28.87+6.4.
In addition, data regarding pregnancy complications reported in the mothers of ASD

children of our study are shown in Table 3.

3.3.Allelic and genotypic frequencies of the studied population and controls

All SNPs were in Hardy—Weinberg equilibrium for both polymorphisms (p>0.05).
For the CCR5A32 polymorphism, 185 children with ASD and 167 of their respective
mothers were genotyped. For the ASD group, 85.9% were wild-type homozygous,
14.1% were heterozygous. In this sample, no homozygotes for A32 allele were found.
Considering the mothers of these children, 85.6% were wild-type homozygous, 13.8%
heterozygous, and 0.6% were A32 homozygous (Table 2).

For the CCR2-641 polymorphism, 180 children with ASD and 166 of their
respective mothers were genotyped. 79.5% of children with ASD were homozygous for
the Val allele, while 18.3% were heterozygous, and 2.2% were homozygous for the 641
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allele. For the mothers, 77.1% were Val homozygous, 21.7% were heterozygous, and

1.2% were 641 homozygous (Table 2).

Demographic, allelic, and genotypic data about the four control groups (A, B, C
and D) are presented in Table 4. The allelic frequencies of CCR5A32 among the healthy
population group and the healthy pregnant women were 6.6% and 4.5%, respectively.
The allelic frequencies of CCR2-641 were 13.8% and 13.6% in healthy population and
healthy women groups, respectively. The genotypic frequencies distribution were in

agreement with the Hardy—Weinberg equilibrium in all control groups (p>0.05).

3.5. CCR5432 and CCR2-641 influence on ASD susceptibility

No statistically significant differences were observed when the allelic and genotypic
frequencies of the CCR5A32 polymorphism were compared with the control groups
(p>0.05), considering children with ASD and their mothers (Table 5). Considering that
the frequency of homozygotes for CCR5A32 is very low and that this variant is more
frequent in Caucasoid individuals, we also compared the groups considering the
presence of the A32 allele and stratifying individuals by ethnicity. The frequency

differences in such analyzes were also not statistically significant (p>0.05) (Table 6).

Table 7 shows the results of the comparisons between the children with ASD and
their mothers groups versus controls regarding CCR2-641. No statistically significant
differences (p>0.05) were observed in the comparisons between the studied population
groups and the respective controls.

3.6. Association with clinical symptoms

The test for association between the polymorphisms CCR5A32 and CCR2-641 and
the ten common symptoms of ASD showed a tendency to association only for the
CCR2-641 polymorphism and Echolalia (p=0.059) (Table 8). No significant association
(p>0.05) of the CCR5A32 allele and the clinical behaviors evaluated was observed
(Table 9).

3.7. FBAT analyses

The family-based analyses indicated absence of a preferential transmission of the
polymorphisms to children with ASD (data not shown).
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4) Discussion

ASD is a highly heterogenous neurodevelopmental disorder with diverse genetic
and environmental factors impacting its etiology (Chaste and Leboyer, 2012). In this
study, we investigated the influence of two polymorphisms in immune-related genes,
namely CCR5A32 and CCR2-641, on ASD development and symptoms.

Inflammation during critical periods of the embryonic development is suggested
as a risk factor for ASD (Onore et al, 2012). CCR5-mediated inflammation could
therefore have some influence on these aspects of development. However, no significant
association was found regarding CCR5A32 polymorphism in the comparison between
the mothers of children with ASD and women that had uncomplicated pregnancies. A
previous study of our group (Kaminski et al., 2019) found a protective effect of the
CCRS5A32 allele on the development of preeclampsia, a de novo pregnancy-related
hypertensive condition with a strong inflammatory background. Taking this data into
account, further studies with a larger sample size and including subgroups of mothers
classified according to the occurrence of inflammatory-related conditions during
pregnancy could be interesting in order to access the potential influence of inflammation
(and CCR5) in ASD development.

In addition, considering some physiopathology similarities of ASD with other
mood disorders, some studies have reported the importance of chemokine receptor gene
polymorphisms on the susceptibility to specific outcomes. For bipolar disorder (BD),
Tokac et al (2016) found an association between CCR5A32 genotype frequencies and
an increased risk for disease. On the other hand, in agreement with our results, Korshid
et al. (2012) found no association of the CCR5A32 and CCR2-64l variants with
susceptibility to Alzheimer’s disorder (AD) in an Iranian population. In agreement, no
association of these two polymorphisms was evidenced by Huerta et al (2004) with the
susceptibility to AD and Parkinson’s disease (PD). However, Galimberti et al. (2004)
suggested a protective effect of the CCR2-641 homozygous genotype in patients with
AD.

In the present study, no association of CCRS5A32 and CCR2-641 in the
susceptibility for ASD was evidenced. On the other hand, a previous study has assessed
the expression of several chemokine receptors in children diagnosed with ASD from
Saudi Arabia, reporting a high expression of CCR5 in these children as well as an

increased expression of CCR5 in splenic CD8" T cells when compared with age-and
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sex-matched controls (Ahmad et al, 2018a). Similar data came also from an animal
model of ASD (Ahmad et al, 2018b). Moreover, in the same animal model of autism
(BTBR T+ Itpr3tf/J), Ahmad et al. (2019) found that the administration of a CCR5
antagonist (D-Ala-peptide T-amide-DAPTA) attenuated the aberrant behaviors found in
these mice. Finally, the CCR5 antagonist decreased the levels of pro-inflammatory
cytokines and increased the levels of IL-10. Considering these findings, it is possible
that the ethnic diversity of our sample could have interfered in the observation of a
potential protective influence of CCR5A32 polymorphism on the impaired behaviors
found in children with ASD.

Despite poorly explored in the context of ASD, the influence of CCR2-mediated
signaling has been associated with several neuroinflammatory diseases, such as multiple
sclerosis, stroke, and Alzheimer’s disease (reviewed by Yamasaki, 2012). Besides,
CCR2 expression was reported at different embryonic stages in relation to the
cytoarchitectural organization of the CNS, which suggests a role of this chemokine
receptor during brain development (Rezaie et al, 2002). In this study, we observed a
tendency for association between CCR2-641 and echolalia (p=0.056). Echolalia is the
repetition or echoing of words and sounds and can be found in other disorders such as
aphasia and schizophrenia, but it is more likely to be associated with ASD (Gernsbacher
et al, 2016). In this sense, it would be interesting to verify if, in other conditions

comprising echolalia, this association occurs.

To the best of our knowledge, this is the first study that evaluated the possible
influence of the CCR5A32 and CCR2-64l in children with ASD in Brazil. Also, this is
the first study that assessed the potential associations of the allelic distribution of these
polymorphisms with the most common clinical manifestations found in children with
ASD.

5) Conclusions
Although our investigation did not provide evidences of the CCR5 and CCR2
influence in the pathophysiology of ASD, further analyzes of the chemokine receptors
must be conducted to uncover the molecular mechanisms involved in the development
of ASD. Moreover, the detection of a possible CCR2641 involvement with repetitive
behaviors needs deeper investigations. Studies approaching chemokine and chemokine
receptor expression during critical periods of embryonic development and during the
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post-natal periods might help to determine the role of these molecules in ASD

pathophysiology.
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Table 1. Demographic data of the study participants

Characteristic ASD dignosed children Mothers of ASD diagnosed
(n=209) children
(n=181)
Age, mean + S.D.! 9.7+51 28.87+6.4
Sex
Female, n (%) 36 (19.6) 181/181 (100)
Male, n (%) 148 (80.4) 0/181 (0)
Ethnicity
Caucasoid, n (%) 129/166 (77.7) NA
Afro-American, n (%) 9/166 (5.4) NA
Others, n (%) 28/166 (16.8)
ASD diagnosis
Autistic disorder, n (%) 80/174 (43.5)
Asperger disorder, n (%) 14/174 (7.6)
PDD-NQOS, n (%) 57/174 (31.0)

Symptoms

Hetero-aggression

67/182 (36.4)

Auto-aggression

83/182 (45.1)

Panic 54/182 (29.3)
Echolalia 114/182 (62.0)
Epilepsy 23/182 (12.5)
Seizures 45/182 (24.5)

Mood instability

90/182 (48.9)

Repetitive behaviors

136/182 (73.9)

Sleep disorders

104/182 (56.5)

Hyperactivity

110/182 (59.8)

n, sample size; 'missing data were not considered; NA, not available/applicable.

Table 2. Genotypic and allelic data of the study participants.

Polymorphisms

Autistic children

Mothers of autistic children

(n=185) (n=167)
CCRS5A32 (rs333)
wt/wt, n (%) 159/185 (85.9) 143/167 (85.6)
wt/A32, n (%) 26/185 (14.1) 23/167 (13.8)
A32/A32,n (%) 0/185 (0) 1/167 (0.6)
wallele, n (%) 344/370 (93.0) 309/334 (92.5)
A32 allele, n (%) 26/370 (7.0) 25/334 (7.5)
A32 allele carrier, n (%) 26/185 (14.1) 24/167 (14.4)

A32 allele non-carrier, n (%) 159/185 (85.9) 143/167 (85.6)
CCR2-641 (rs1799864)

Val/Val, n (%) 143/180 (79.5) 128/166 (77.1)
641/Val, n (%) 33/180 (18.3) 36/166 (21.7)
641/641, n (%) 4/180 (2.2) 2/166 (1.2)
Val allele, n (%) 319/360 (88.6) 292/332 (87.9)
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641 allele, n (%)

| 41/360 (11.4)

| 40/332 (12.1)

Table 3. Pregnancy complications reported in the mothers of ASD children.

Characteristic

n/total (%0)

Pregnancy complication

64/175 (38.0)

Fever

21/175 (11.4)

Bleeding 33/175 (17.9)
Gestational Diabetes 9/175 (4.9)
Infections* 3/175 (1.6)
STIs 6/175 (3.3)
Hypertension 24/175 (13.0)
Cramps 25/175 (13.6)
Antidepressant consumption 4/178 (2.2)
Anticonvulsant consumption 1/178 (0.5)
Acid retinoic consumption 2/178 (1.1)

Premature birth

Less than 37 weeks

32/177 (17.4)

Between 37-41 weeks

139/177 (75.5)

More than 41 weeks

6 /177 (3.3)

Labor

Normal spontaneous birth

66/182 (35.6)

Normal induced birth 18/182 (9.8)
Normal induced + forceps birth 8/182 (4.3)
Normal induced + forceps + anesthesia birth 4/182 (2.2)

Schedule Caesarean section

39/182 (21.2)

Urgent Caesarean section

44]182 (23.9)

Others

21.4/174 (11.4)

*Measles, rubella, mumps, toxoplasmosis, etc...
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Characteristic Controls A: Controls B: healthy | Controls C: Controls D:
healthy population, pregnant women, healthy healthy women,
for CCR5A32 for CCR5A32 population, for | for CCR2-641
analyzes of autistic | analysis of mothers | CCR2-641 analyzes of
children (n=274)! of autistic children | analyzes of mothers of
(n=213)3 autistic autistic
children children
(n=270)° (n=151)’
Age 44.4 + 8.3 25 (21-30)* 54.8° 52.44 +6.14
Sex
Female, n (%) 86/274 (31.4) 213/213 (100) 151/270 (55.9) | 151/151 (100)
Male, n (%) 188/274 (68.6) NA 119/270 (44.1) | NA

Ethnicgroup

Caucasoid, n (%) | 223/274 (81.4) 33/212 (15.6%) NA NA
- 1 0,

(I\(l)/(;)n caucasoid, n 51/274 (18.6) 179/212 (84.4%) NA NA
CCR5A32 (rs333)

wt/wt, n (%) 240/274 (87.6) 194/213 (91.1) NA NA
wt/A32, n (%) 32/274 (11.7) 19/213 (8.9) NA NA
A32/A32, n (%) 21274 (0.7) 0/213 (0) NA NA
wtallele, n (%) 512/548 (93.4) 407/426 (95.5) NA NA
A32 allele, n (%) | 36/548 (6.6) 19/426 (4.5) NA NA
ﬁifm ‘;‘”ele carrier, | a4/974 (12.4) 19/213 (8.9) NA NA
A32 allele non- NA NA

carrier, n (%)

240/274 (87.6)

194/213 (91.1)

CCR2-641 (rs1799864)

Val/Val, n (%) NA NA 199/269 (74.0) | 111/151 (73.6)
641/Val, n (%) NA NA 66/269 (24.5) | 39/151 (25.8)
641/641, n (%) NA NA 41269 (1.5) 1/151 (0.6)
Valallele,n (%) | NA NA 464/538 (86.2) | 261/302 (86.4)
64l allele, n (%) | NA NA 74/538 (13.8) | 41/302 (13.6)

n, sample size; Data from Ellwanger et al. (2018); 2mean + S.D; Data from Kaminski et al. (2019); “median
(interquartile); 5Data from Zambra et al. (2013) and Giongo (2012);°mean; "Data from Giongo (2012); NA, not

available/applicable.

Table 5. Comparisons of genotypic and allelic frequencies regarding CCR5A32 (rs333)

Comparison p-value!
Autistic children versus Controls A (allelic frequencies) 0.891
Autistic children versus Controls A (genotipic frequencies) 0.688
Mothers of autistic children versus Controls B (allelic frequencies) 0.106
Mothers of autistic children versus Controls B (genotipic frequencies) 0.117

!Chi-square test with Yates’ correction or Fisher’s exact test.

Table 6. Comparisons between groups considering the presence of the A32 allele (rs333)*

Comparison O.R. C.1. 95% p-value?
Autistic (_:hlldren VEersus Co_ntrols A 115 0.67-2.00 0.710
(caucasoids + non-caucasoids)

Autistic (_:hlldren versus Controls A 0.95 0.52-1.76 1.000
(caucasoids only)

Autistic chlld_ren versus Controls A 377 0.62-39.67 | 0.141
(non-caucasoids only)

Mothers of autistic children versus Controls B 1.71 0.90-3.25 | 0.133

O.R., odds ratio. C.I., confidence interval. *Analysis considering the number of carriers and non-carriers of the A32
allele in each group (data detailed in Tables 1 and 2). 2Chi-square test with Yates’ correction or Fisher’s exact test.
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Comparison p-value!
Autistic children versus Controls C (allelic frequencies) 0.348
Autistic children versus Controls C (genotipic frequencies) 0.244
Mothers of autistic children versus Controls D (allelic frequencies) 0.648
Mothers of autistic children versus Controls D (genotipic frequencies) 0.619

Chi-square test with Yates’ correction or Fisher’s exact test.

Table 8. Logistic regression analyses regarding the influence of the 641 allele (rs1799864) on ASD-

related behaviors

Genotype Presence n | Absencen Odds Ratio (Cl 95%) | P value
Val 32 110
Seizures 0.627-3.129 0.400
641 carriers 11 27
Val 19 123
Epilepsy 0.155-1.984 0.577
641 carriers 3 35
Val 87 55
Hyperactivity 0.639-2.937 0.456
641 carriers 26 12
Val 49 93
Hetero-aggression 0.743-3.179 0.260
641 carriers 17 21
Val 62 80
Auto-aggression 0.699-2.939 0.362
641 carriers 20 18
Val 41 101
Panic 0.763-3.384 0.238
641 carriers 15 23
Val 83 59
Echolalia 1.010-5.195 0.059
641 carriers 29 9
Val 67 75
Mood Instability 0.747-3.173 0.276
641 carriers 22 16
Val 109 33
Repetitive Behaviors 0.475-2.715 1.000
641 carriers 30 8
Val 79 63
Sleep disorders 0.589-2.537 0.713
641 carriers 23 15




Table 9. Logistic regression analyses regarding the influence of the A32 allele (rs333) on ASD-

related behaviors

Presence n

Absence n

Odds Ratio

Genotype %) %) (Cl 95%) P value

Wit 38 113

Seizures 0.230-1.819 0.479
A32 carriers 5 23
Wit 20 131

Epilepsy 0.111-2.288 0.535
A32 carriers 2 26
Wi 92 59

Hyperactivity 0.378-1.935 0.834
A32 carriers 12 16
Wit 56 95

Hetero- 0.340-1.897 0.674

aggression A32 carriers 19 9

Wit 67 84

Auto-aggression 0.644-3.249 0.413
A32 carriers 15 13
Wit 43 108

Panic 0.596-3.265 0.500
A32 carriers 10 18
Wit 96 55

Echolalia 0.387-2.026 0.832
A32 carriers 17 11
Wit 78 73

Mood Instability 0.266-1.379 0.304
A32 carriers 11 17
.. Wit 88 63

:eﬁet'F'Ve 0.275-1.589 0.351
ehaviors A32 carriers 17 11
Wit 88 63

Sleep disorders 0.367-1.857 0.681
A32 carriers 15 13
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