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RESUMO

O termo Transtorno do Espectro Autista (TEA) refere-se a um transtorno do
neurodesenvolvimento, caracterizada pela presenca de dificuldades persistentes na
comunicacao e na interacdo social aliadas a um padrao restrito, repetitivo e estereotipado
de comportamentos, interesses ou atividades. Se inicialmente era considerada uma
condicdo rara, nas Ultimas décadas, tanto a incidéncia quanto a prevaléncia do TEA,
tiveram um aumento exponencial. Como resultado, o autismo transformou-se em um
problema de salde publica emergencial e desafiador, com enormes custos emocionais e
financeiros. Até o momento, todas as tentativas de se encontrar um tratamento foram
frustradas pela falta de uma explicagdo fisiopatoldgica Unica e pela dificuldade em se
encontrar até mesmo um pequeno grupo de pacientes clinicamente homogéneos.
Inicialmente, 321 pacientes provenientes de um ambulatoério de nivel de atencéo terciario
foram avaliados do ponto de vista clinico (antecedentes familiares, histérico gestacional
e caracteristicas clinicas) e laboratorial (exames laboratoriais, exames de neuroimagem e
exames de investigacdo neurogenética), atraveés da avaliagdo clinica e revisdo de
prontuarios medicos, comparando-se casos graves, leves e controles, na busca de padrdes
clinicamente relevantes. Encontrando-se 5,7 meninos para cada menina, 50,6% de
historia familiar positiva para transtornos neuropsiquiatricos, histdria de infeccdo materna
na gestacdo em 29,6% dos casos, hipocolesteromia sérica nos pacientes com TEA guando
comparados aos controles. Verificou-se ainda, se 0 autismo poderia ser encontrado
também na populagdo geral, através da avaliagdo de mais de 1167 estudantes de
graduacdo, através do questiondrio Autism Spectrum Quocient, encontrando-se uma
frequéncia de 3,8% dos alunos apresentando sintomas compativeis com TEA, em sua
maioria das areas de musica erudita (12,5%) e engenharias (6,9%). Finalmente, ap0s
evidéncias de que niveis séricos baixos de colesterol eram encontrados em uma parcela
significativa de pacientes com TEA, avaliou-se 0 uso das estatinas em um modelo animal
de autismo. Animais expostos ao valproato de so6dio no periodo periodo pré-natal e
posteriormente tratados com estatinas (atorvastatina e sinvastatina) foram submetidos a
testes comportamentais para a avaliacdo de sintomas similares ao autismo e
posteriormente, tecidos de cortex cerebral e cerebelo foram utilizados para a
determinacdo de parédmetros de estresse oxidativo, verificando-se niveis elevados de
sulfidrilas e TBARS que foram posteriormente revertidos com o tratamento com as
estatinas, evidenciando o papel do metabolismo do colesterol na fisiopatologia do TEA e
possiveis efeitos antioxidantes das estatinas. Muito mais que uma entidade diagnostica
distinta, o TEA €é uma sindrome, com um conjunto de sinais e sintomas convergentes
associados a uma miriade de fatores de risco genéticos e ambientais que levam a uma
enorme variabilidade clinica. Levar isso em conta é fundamental quando se estuda o seu
tratamento, sempre se tendo em mente qual, dos varios tipos de “autismos”, estamos
tentando tratar.

Palavras-chaves: Transtorno do Espectro Autista; epidemiologia; comportamento;
colesterol; estresse oxidativo; estatinas.



ABSTRACT

The term Autism Spectrum Disorder (ASD) refers to a neurodevelopmental disorder,
characterized by persistent impairments in communication and social interaction allied to
a restricted, repetitive and stereotyped pattern of behavior, interest or activities. If once it
was considered a rare condition, in the last decades its incidence as well as prevalence
presented an exponential raise. As a result, autism became an emergencial and
challenging public health problem, with huge emotional and economical burdens. To
date, all the efforts trying to find a treatment was frustrated by the lack of a single
pathophysiological explanation and by the difficulty in gater even a small group of
clinically homogeneous patients. In this study, ASD was addressed through clinical and
pre-clinical strategies. Initially, 321 patients from a tertiary outpatient clinic were
evaluated clinically (familial and gestational history and clinical characteristics) and
through ancillary exams (laboratorial, neuroimaging and neurogenetic investigation), by
interview and review of medical charts allowing the comparison of severe and mild cases
with controls, in the search of clinically relevant patterns. It was found a male
predominance (5,7:1), positive neuropsychiatric familial history in 50,6% of the casos,
maternal infection during pregnancy in 29,6% and serum hypocholesterolemia in patients
with autism when compared to controls. It was also evaluated if autism could be found in
the general population, addressing 1167 undergraduate students, through the application
of the Autism Spectrum Quocient. Symptoms of autism were found in 3,8% of the
students, most of them from classical music courses (12,5%) and engineering (6,9%).
Finally, after evidencing that low serum cholesterol levels were found in a significant
number of patients with ASD, the use of statins were evaluated in an animal model of
autism. Rats prenatally exposed to valproic acid and posteriorly treated with statins
(atorvastatin and simvastatin) underwent behavioral tests to assess autistic-like symptoms
and after, its cortical and cerebellar tissues were used for the evaluation of oxidative stress
parameters were evaluated. High levels of sulfhydryl dosage and TBARS, posteriorly
reverted by statin administration, stressed the role of the cholesterol metabolism in the
pathophysiology of ASD and the possible antioxidant effects of statins. Much more than
a single diagnostic entity, ASD is a syndrome, with a group of convergent signs and
symptoms associated to a myriad of genetical and environmental risk factors that lead to
an enormous clinical heterogeneity. Taking it into account is fundamental when one
decides to study its treatment, always having in mind which one of the many types of
“autisms” we are trying to treat.

Palavras-chaves: Autism spectrum disorder; epidemiology; behavior; cholesterol;
oxidative stress
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA (TEA)

De acordo com a Associagdo Americana de Psiquiatria (American Psychiatric
Association — APA) o termo Transtorno do Espectro Autista (TEA) refere-se ao um transtorno
do neurodesenvolvimento que se caracteriza pela presenca de dificuldades na comunicacao e
interacdo social e pela presenca de um padrdo restrito e repetitivo de comportamentos,
interesses e atividades. Por definicdo, estes sintomas sdo encontrados em fases precoces do
desenvolvimento afetando o funcionamento diario. O termo “espectro” € utilizado, tendo-se em
vista a heterogeneidade existente na apresentacdo clinica, na gravidade dos sintomas e no nivel
de funcionamento e habilidades encontradas entre as pessoas com autismo (American
Psychiatric Association, 2013) .

Como se pode observar, até 0 momento, ainda inexiste uma definicdo acerca do que
seja 0 TEA ou o autismo. Em uma tentativa de conceituacdo, Kapp et al., em 2013, definiram
0 autismo através de um acréonimo formado por duas letras “D” sendo ao mesmo tempo uma:
1) Diferenca, na qual o TEA seria uma experiéncia solitaria de ndo-pertencimento onde o
autismo seria uma variacdo bioldgica e natural do desenvolvimento humano e as dificuldades
advindas dessa diferenca, resultantes da ndo aceitacdo social e da falta de infraestrutura politica
(Jaarsma e Welin, 2012) e também uma 2) Doenca, baseado em um modelo médico que aspira
uma normalizacdo, reducdo dos sintomas e eliminacdo de condicdes clinicas que levem ao
comprometimento funcional das atividades da vida diéria, e, na auséncia de marcadores
bioldgicos essa anormalidade se define a partir de um desvio do comportamento médio
encontrado na populacéo geral (Anckarsater, 2010).

Enquanto ndo se define o0 que seja 0 TEA, observou-se nos ultimos anos um
aumento drastico nas taxas de prevaléncia do autismo. Em 2012, estimativas apontavam que
existiam cerca de 52 milhdes de casos ao redor do globo, perfazendo uma prevaléncia de 1 caso
para cada 132 habitantes (75 casos para cada 10.000) (Baxter et al., 2015). Ja em 2020, em seu
altimo levantamento, o Centro de Controle de Doencas (Center for Disease Control — CDC)
dos Estados Unidos da América (EUA) encontrou uma prevaléncia de 1 caso para cada 44
criangas (227 casos para cada 10.000 criancas), tornando o autismo a uma das condi¢des mais

comuns a afetar o neuro-desenvolvimento na faixa etaria pediatrica (Maenner et al., 2021).
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No Brasil, os estudos de prevaléncia sdo escassos. Em um estudo piloto conduzido
por Paula et al. (2011) encontrou uma prevaléncia no pais de 30 casos para cada 10.000
criancas. Considerou-se, na época, como fatores relacionados a baixa prevaléncia, falhas na
identificacdo adequada dos casos, a baixa qualidade dos registros médicos e a dificuldade de
acesso da grande maioria da populacdo aos recursos de saude.

No Estado de Santa Catarina (SC), duas teses de mestrado conduzidas por Ferreira
(2008) e Beck (2017) se propuseram a estimar a prevaléncia estadual do TEA. Ambos os
estudos avaliaram exclusivamente criancas com diagnoéstico de autismo regularmente
matriculadas em instituicGes de ensino dedicadas ao amparo de criancas com necessidades
especiais, encontrando, respectivamente, prevaléncias de 1,31 casos / 10.000 pessoas e 3,94
casos / 10.000 pessoas. Novamente, considerou-se estes dados subestimados, uma vez que
foram avaliados apenas criancas inseridas dentro do sistema educacional especial, entretanto,
pode se observar que, nos ultimos dez anos, a prevaléncia do autismo mais que triplicou (Beck,
2017; Ferreira, 2008).

Esse aumento significativo das taxas de prevaléncia tem despertado cada vez mais
0 interesse cientifico acerca do autismo. Os estudos, entretanto, encontram-se em quantidade
aquem daqueles relacionados a outras condic¢des neuropsiquiatricas. Parte dessa dificuldade em
se investigar o TEA reside na sua enorme complexidade clinica, consequéncia da ampla
variabilidade individual, baseada na presenca de sintomas especificos, graus variaveis de
deficiéncia intelectual e associacdo a diversos outros transtornos neuropsiquiatricos que
impossibilitam, muitas vezes, a obtencdo de uma amostra homogénea de pacientes (Thurm e
Swedo, 2012).

A fim de se compreender os aspectos que levaram o TEA de uma condig¢do
considerada extremamente rara até os patamares modernos, faz-se necessario conhecer um

pouco acerca da histéria do autismo.

1.2 A HISTORIA DO AUTISMO — DAS PRIMEIRAS DESCRICOES A CLASSIFICACAO
ATUAL

O primeiro caso apresentado do que viria a ser chamado de TEA foi de Donald
Triplet com quatro anos incompletos, masculino, branco, nascido em 8 de setembro de 1933,
filho de pais ndo consanguineos, sem histéria de intercorréncias gestacionais ou de parto.

Apresentou desenvolvimento neuroldgico normal, tendo atingido os marcos do
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desenvolvimento (sentar, andar e falar as primeiras palavras em idade adequada). Segundo
informou a mée, a medida que seu filho crescia, 0s momentos de conexdo iam se tornando cada
vez mais raros, perdendo o contato visual passando a olhar em dire¢6es aleatorias, tendo cada
vez menos interesse no ambiente ao seu redor e ficando violento sempre que era interrompido
em suas atividades, quer estivesse fazendo movimentos ininteligiveis com as maos, quer
estivesse girando objetos no chdo (Donovan e Zucker, 2016).

Na década de 1930, Leo Kanner (1894 — 1981) era considerado o melhor psiquiatra
infantil dos EUA e seu livro, Child Psychiatry escrito em 1935, foi considerado o manual
padrdo sobre o tema. Imigrando da Austria e contratado pelo hospital Johns Hopkins, tinha
como tarefa a unido da psiquiatria com a pediatria, tendo em 1943 publicado o artigo Autistic
Disturbances of Affective Contact onde descrevia o caso de Donald Tripplet e de mais 10
criangas que similarmente ndo nasceram com habilidade sociais, apresentavam resisténcia a
mudancas de rotina, apresentavam distarbios na fala e estes sintomas todos apareceram em
fases precoces do desenvolvimento. Os casos receberam o diagnoéstico de “Distrbio Autista do
Contato Afetivo” (Kanner e Eisenberg, 1957).

Durante certo tempo, esse termo foi fonte de confusdo uma vez que se relacionada
a esquizofrenia, um rétulo amplamente aceito de uma doenga mental que incluia alucinagdes,
pensamento desordenado e um relacionamento exclusivo com uma realidade interior. Em 1910
a expressdo “pensamento autistico” era utilizado para descrever esse tipo de comportamento
(Bleuer, 1912).

Vaérias caracteristicas, no entanto, permitiram que as duas condi¢des fossem
diferenciadas. Criangas diagnosticadas com esquizofrenia, ndo apresentavam um inicio tdo
precoce dos sintomas, muitas vezes apresentando um desenvolvimento neurolégico normal até
0s 10 anos de idade. Além disso, as alucinagdes, sintomas caracteristicos da esquizofrenia, ndo
foram encontradas nas criangas descritas por Kanner. Finalmente, a historia familiar também
era diferente nos dois grupos, sendo que a presenca de antecedentes familiares de psicose eram
muito mais frequentemente encontrados nas criancas posteriormente diagnosticadas com
esquizofrenia. Assim, o autismo acabou sendo considerado um diagnostico independente
(Eisenberg e Kanner, 1956).

Quase que simultaneamente, Hans Asperger (1906 — 1980) em 1944 descreveu na
Europa, um grupo de oito criangas que demonstravam um déficit na interacdo social,
habilidades inapropriadas de comunicacdo, um padrdo restrito de intereses e uma série de

caracteristicas clinicas sutis que dificultavam a precisa caracterizagdo do quadro, no que
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posteriormente, foi descrito como Sindrome de Asperger (SA) (Barahona-Correa e Filipe,
2015).

A historia do autismo e da SA é repleta de coincidéncias. Ambas as condi¢des foram
descritas por médicos provenientes da cidade de Viena na Austria e ambos usaram o termo
“autistico” para descrever um grupo de criangas que compartilhavam o comprometimento na
intercdo social e a presenca de um padrdo rigido, restrito e repetitivo de interesses e
comportamentos. Além disso, ambos os autores tomaram de empréstimo o termo “pensamento
autistico” utilizado por Eugen Bleuler (1857 — 1939) para descrever o extremo isolamento
social e emocional encontrado em pacientes com esquizofrenia. Finalmente, tanto Kanner
quanto Asperger utilizaram argumentos extremamente similares (idade de inicio do quadro,
auséncia de alucinacdes e diferencas na historia familiar) para diferenciar suas novas sindromes
da esquizofrenia (Kanner, 1943; Asperger, 1944).

Diferentemente, no entanto, Hans Asperger ndo fez nenhuma tentativa em definir
os critérios diagnosticos de uma sindrome, muito pelo contrario, procurava enfatizar os aspectos
positivos que embora sutis, encontrava em seus pacientes como pensamentos repletos de
originalidade e elevados niveis de interesse intelectual. Acreditava ainda que as dificuldades de
interacdo social ndo se deviam a uma incapaciadade em si e demonstravam, na verdade, uma
forma disfuncional e inapropriada de se tentar interagir socialmente (Klin, 2003).

Talvez pelo fato do trabalho de Hans Asperger ndo ter sido escrito em lingua
inglesa, seu trabalho permaneceu virtualmente desconhecido pela sociedade cientifica
internacional até o ano de 1981 quando chamou a atencdo de Lorna Wing (1928 — 2014). Em
seu trabalho, utilizou o termo SA para descrever um grupo de criangas que, de acordo com a
descrigéo original de Hans Asperger, caracterizavam-se por isolamento e falta de reciprocidade
social, aquisicdo normal da linguagem e presenca de anormalidades sutis na comunicagdo
verbal e ndo-verbal (Wing, 1981).

Dessa forma, a visdo proposta por Leo Kanner foi dominante nas primeiras décadas
e moldou o conhecimento posterior acerca do autismo. Uma nogéo de que o autismo era uma
condicdo extremamente rara, de critérios diagnosticos extremamente rigidos apesar de
subjetivos e de etiologia emocional, causada pelo inadequado cuidado parental, especialmente
proveniente das maes. Em suas observagfes, Kanner notou que os pais de seus pacientes
apresentavam uma caracteristica que o0s unia: todos eram extremamente bem sucedidos

financeiramente, perfeccionistas, determinados e, a seu ver, demonstravam pouco senso de
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humor. Assim, sugeriu que o distanciamento emocional, especialmente proporcionado pelas
maées, seria a causa do autismo (Mesibov et al., 2000).

Esta nocdo etioldgica ganhou eco e popularidade pelo psiquiatra Bruno Bettelheim
(1903 — 1990). Tendo sido o principal proponente da teoria psicoanalitica como causa do
autismo, argumentou que a falta de um adequado estimulo emocional em fases precoces do
desenvolvimento danificariam o sistema nervoso central (SNC), afetando o desenvolvimento
do ego e o funcionamento intelectual. Para ele, a Unica forma de se tratar o autismo seria afastar
as criangas de suas “maes geladeira” que com a sua falta de “calor emocional” privariam as
criangas do acesso a experiéncias emocionais positivas e gerariam uma “defesa autistica”
(Bettelheim, 1972).

As observac0es, entretanto, de que muitas criangas autistas apresentavam irmaos
absolutamente normais e que centenas de casais tdo bem sucedidos, perfeccionistas e
determinados tivesem filhos absolutamente saudaveis levou a se aventar a possibilidade de que
o0 autismo fosse uma condi¢do de bases neurobiol6gicas (Rimland, 1964).

Estudos posteriores comprovaram que 0s pais de criangas com autismo
apresentavam tantas relacdes interpessoais € demonstravam tanto “calor emocional” e
sociabilidade quanto qualquer casal da época chegando-se a conclusdo de que ndo existiam
diferencas no padrdo emocional, tracos de personalidade ou interacdo pais-filhos nas familias
com criangas autistas, terminando por absolver centenas de maes de toda a culpa (Mcadoo e
Demyer, 1978).

A medida que as criancas foram sendo acompanhadas, observou-se que as mesmas
apresentavam caracteristicas clinicas distintas como uma maior propensao a crises epilépticas
sugerindo uma alteracdo na estrutura cerebral (Volkmar e Nelson, 1990). Além disso, 0s
primeiros estudos avaliando gémeos com autismo sugeriram a presenca de uma base genética
para a condicdo (Folstein e Rutter, 1977).

Se o0 autismo era entdo uma condi¢do neurobiolégica em sua origem, ele seria
passivel de tratamento e eventualmente cura (Bartak e Rutter, 1973) mas para isso, ele deveria
ser objetivamente diagnosticado. Michael Llewellin Rutter (1933 - 2021) considerado o
primeiro professor da cadeira de psiquiatria infatil do Reino Unido foi um dos pioneiros em
propor um consenso diagnostico formal para o autismo. De acordo com seu modelo, as
dificuldades teriam que estar presentes em idade precoce e deveriam incluir problemas sociais
marcantes (ndo apenas atraso cognitivo), dificuldades no desenvolvimento da linguagem ou

auséncia da fala, presenca de comportamentos inadequados, rigidez emocional caracterizada
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pela resisténcia a mudanca e fixacdo por rotina e hiper ou hiporresponsividade ao ambiente
(Rutter, 1978).

Essa proposta de um manual diagndstico culminou com a inclusdo em 1980 do
“autismo infantil” como um diagnoéstico reconhecido no Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais em sua terceira edicdo (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders 3rd edition — DSM-I111). A fim de enfatizar o carater Gnico deste novo diagndstico um
novo termo foi criado: autismo infantil (Spitzer e Cantwell, 1980).

Uma extensa revisdo dos critérios diagndsticos para o autismo foi proposta em
1987, criando-se 0 termo “transtorno autistico” em lugar do autismo infantil e enfatizando-se o
caréater evolutivo da doenca, ndo se limitando ao periodo infantil precoce, sendo que algumas
alteragdes foram vistas como imediatamente observadas como a alteragdao do termo “autismo
infantil” por “transtorno autistico” refletindo o carater cronico da condicdo, o nimero de
critérios foi substancialmente aumentado permitindo a inclusdo de um repertorio maior de
manifestacOes clinicas, a faixa de idade do inicio dos sintomas foi ampliada e o termo
“transtorno pervasivo do desenvolvimento” foi introduzido para a inclusdo daqueles casos em
que os 8 critérios diagndsticos obrigatdrios ndo foram integralmente preenchidos aumentando
sobremaneira 0 numero de casos diagnosticados (Szatmari, 1992).

As criticas a esse sistema de classificacdo vieram justamente devido a falta de um
limiar no qual se basear para considerar um sintoma positivo e a inclusdo de diagndsticos
“subliminares” (quando se suspeitava fortemente do diagnostico de transtorno autistico, porém
nado se preenchia integralmente os 8 critérios obrigatérios). Essa falta de especificidade tornava
dificil a sua aplicacdo em ambientes de pesquisa, enquanto que sistemas de classificacdo
excessivamente especificos toram dificil a aplicagdo em ambiente clinico e no planejamento de
politicas publicas de satde (Volkmar et al., 2012).

O Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais em sua quarta edigdo
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 4th edition — DSM-1V), publicado em
1994 e sua versdo revisada publicada em 2000 pela APA teve a intencdo de ser aplicavel tanto
no meio clinico quanto no cientifico, aproximando-se do Cadigo Internacional de Doencas em
sua 102 versdo (CID-10) editado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). O CID-10, do
ponto de vista da pesquisa tinha a vantagem de ser muito mais detalhado e suas diferencas
existentes entre ambas as classificagbes dificultavam a interpretacdo de dados entre os
diferentes paises, impedindo a colaboracdo internacional (Volkmar et al., 1992). A seguir,

encontra-se a linha do tempo, com os principais marcos historicos do TEA (figura 1).
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Finalmente, via-se a necessidade de se incorporar alguns diagnosticos descritos ao
longo do tempo como a Sindrome de Rett (Gillberg, 1994), a SA (Szatmari, 1991), e a psicose
desintegrativa de Heller que foram denominados Transtornos Pervasivos do Desenvolvimento
(TPD) (Volkmar, 1992).

1943 1978
Leo Kanner - publicado o artigo Autistic Disturbances Criando-se o termo “transtorno
of Affective Contact onde descrevia o caso de autistico” em lugar do autismo infantil;
Donald Tripplet e de mais 10 criangas que similar- e o termo “transtorno pervasivo do
mente ndo nasceram com habilidade sociais, desenvolvimento” foi introduzido para
apresentavam resisténcia a mudangas de rotina, ainclusao daqueles casos em que os
apresentavam distUrbios na fala e apresentavam 8 critérios diagndsticos obrigatdrios
estes sintomas todos em fases precoces do ndo foram integralmente preenchidos
desenvolvimento. Os casos receberam o diagndstico aumentando sobremaneira o nimero
de “Disturbio Autista do Contato Afetivo” (12). de casos diagnosticados

1933 1944

Primeiro caso apresentado do que Hans Asperger - Descreveu na Europa, um grupo de oito

viria a ser chamado de TEA (Donald criangas que demonstravam um déficit na interag&o social,

Triplet com quatro anos incompletos) habilidades inapropriadas de comunicagao, um padrao restrito

de intereses e uma série de caracteristicas clinicas sutis que
dificultavam a precisa caracterizag&o do quadro, no que
posteriormente foi descrito como Sindrome de Asperger (SA)

2013
1981 Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtor-
nos Mentais em sua quinta edigdo (Diagnostic
Lorna Wing - utilizou o termo SA para descrev- and Statistical Manual of Mental Disorders —
er um grupo de criangas que, de acordo com a 5th edition —DSM5) foi publicado. Nessa nova
descrigao original de Hans Asperger, caracteri- classificagéo, os TPD (SA, Transtorno
zavam-se por isolamento e falta de reciprocid- Desintegrativo da Infancia e Transtorno

presenca de anormalidades sutis na comuni- do e o Transtorno autistico) foram unidos em

ade social, aquisigao normal da linguagem e Invasivo do Desenvolvimento nao Especifica-
’ cagao verbal e ndo-verbal (19). ‘ um Unico termo denominado Transtorndo do

Espectro Autista (TEA)
1980 1994 e 2000
Ainclus&o do “autismo infantil” como um 0 Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
diagnéstico reconhecido no Manual Diagnéstico em sua quarta edigdo (Diagnostic and Statistical Manual of
e Estatistico de Transtornos Mentais em sua Mental Disorders 4th edition —~DSM-IV), e sua versao revisada
terceira edigdo (Diagnostic and Statistical Manual publicada em 2000 pela APA teve a intenc&o de ser aplicével
of Mental Disorders 3rd edition —DSM-III). A fim tanto no meio clinico quanto no cientifico, aproximando-se do
de enfatizar o carater Unico deste novo diagnosti- Cadigo Internacional de Doengas em sua 102 verséo (CID-10)
co um novo termo foi criado’.autismo infantil (28). editado pela Organizagdo Mundial de Satide (OMS).

Figura 1: Linha do tempo — TEA das primeiras descrigdes aos dias atuais. Fonte: do autor

Longe de ser perfeita, a classificacdo do DSM-IV, no que se refere ao transtorno
autistico, recebeu criticas desde a sua publicacdo. Uma das principais preocupacdes residia
guando a validade dos diagndésticos descritos genericamente como TPD, uma vez que exceto a
Sindrome de Rett, posteriormente caracterizada geneticamente, todos 0s outros subtipos

careciam de um rigor diagnostico (Mayes e Calhoun, 2001).
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No caso da SA, por exemplo, seu diagnostico diferencial com o autismo sempre se
mostrou extremamente dificil, uma vez que em muitas ocasides, sdo clinicamente
indistinguiveis. Tentativas de se criar métodos de diferenciacdo sempre acabavam por recair
sobre as diferencas no perfil neuropsicolégico, histéria familiar ou ainda a presenca de
comorbidades psiquiatricas. Assim, o diagnostico da SA sempre se mostrou inconsistente (Klin
et al., 2005).

Outro exemplo € o Transtorno Desintegrativo da Infancia, cujo critério diagnéstico
exigia um desenvolvimento aparentemente normal até os dois anos de idade. Nesse caso, a
preocupacdo recaia no grau de confiabilidade dos relatos dos familiares quanto ao
desenvolvimento neuroldgico normal e sua posterior regressdo (Jones e Campbell, 2010). Em
estudo realizado por Siperstein e Volkmar em 2004, avaliando-se uma amostra de 573 pacientes
com atraso no desenvolvimento, em cerca de 20% dos casos, os pais haviam relatado um
desenvolvimento neurolégico inicialmente normal, entretanto, em apenas uma pequena fracdo
destes casos, pode-se comprovar realmente a existéncia da regressdo posterior do
desenvolvimento (Siperstein e Volkmar, 2004).

Assim, em maio de 2013 o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais em sua quinta edi¢do (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — 5th
edition — DSMb5) foi publicado. Nessa nova classificagdo, os TPD (SA, Transtorno
Desintegrativo da Infancia e Transtorno Invasivo do Desenvolvimento ndo Especificado e o
Transtorno autistico) foram unidos em um unico termo denominado Transtorno do Espectro
Autista (TEA) (American Psychiatric Association, 2013).

Além disso, a triade de sintomas que abrangia 0 comprometimento na interacéo
social, comunicagdo e presenca de comportamentos restritos e repetitivos foram reduzidos a
dois dominios, preservando a presenca de comportamentos restritos e repetitivos porém unindo
0 comprometimento da interagdo social e da comunicacdo em um sé critério (American
Psychiatric Association, 2013).

Dessa forma, atualmente o diagndstico de TEA é realizado através de avaliacdo
clinica interdisciplinar com base nos critérios clinicos descritos no DSM-V aliados a
questionarios e instrumentos estruturados que auxiliam no processo de avaliacdo da presenca
dos sintomas (Lord et al., 2018).

No Anexo A encontram-se os critérios diagndsticos parao TEA ao longo da histéria

de acordo com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais.
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1.3 DIFICULDADES DIAGNOSTICAS

O TEA passou a ser mencionado quase que diariamente na midia, em geral, nem
sempre da forma mais realista e acurada, resultando em um aumento da atencéo acerca do
autismo, maior demanda por politicas publicas e pressdo crescente na busca de verbas para
tratamentos e implantacé@o de centros especializados. Do outro lado, profissionais das diversas
areas da saude e pesquisadores buscam métodos acurados objetivando a realizacdo de um
diagnostico cada vez mais precoce e tratamentos mais especificos e eficazes (Lord e Bishop,
2015).

A introducdo dos critérios diagnosticos contidos no DSM5 publicado em 2013 teve
como objetivo tornar o diagndstico do TEA mais direto, evitando a divisdo em subtipos e
unindo-os em um Unico termo e admitindo que o TEA pode ser acompanhado por diversas
condi¢Bes genéticas (por exemplo, a sindrome do X-fragil) e condi¢cdes neuropsiquiatricas (por
exemplo, aepilepsia, a paralisia cerebral ou o transtorno de déficit de atencéo ou hiperatividade)
(Hodges et al., 2020).

Como toda construcdo humana, critérios diagndsticos podem apresentar falhas.
Uma das preocupacdes tem sido o aumento no numero de diagndsticos. Observou-se que de
1988 a 2010 o nimero de casos multiplicou-se em cerca de 10 vezes (Baxter et al., 2015),
apresentando um novo aumento nas taxas de prevaléncia apds a publicacdo do DSM5 chegando
aos niveis atuais. Estimativas apontam que é possivel que se chegue a até um caso em cada
cinco criangas por volta do ano de 2035-2040 (Maenner et al., 2020).

Era esperado que, com a supressao dos subtipos de autismo e sua incorporagdo em
torno de um diagnostico Unico resultasse em um aumento no nimero de casos, assim como era
esperado, também que o nimero de casos aumentasse com o aumento do conhecimento médico,
a disseminacédo destes conhecimentos e maior preocupagao de pais, familias e o publico em
geral a respeito do TEA (Zablotsky et al., 2015).

O principal objetivo da atualizacdo da DSM5 foi oferecer critérios que, da forma
mais acurada possivel, refletissem toda a variedade de manifestagfes observadas pelos clinicos,
nas diversas faixas etarias e variados niveis de comprometimento intelectual e de linguagem
apresentados pelos pacientes (Lord e Bishop, 2015).

O uso de listas de critérios diagnosticos leva a alguns questionamentos. Alguns
individuos diagnosticados com TEA experimentam significativo comprometimento clinico e

social, enquanto outros vém seu comportamento mais como um traco de personalidade ou
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mesmo um estilo de vida e podem desejar evitar o estigma associado ao selo diagndstico
(Rutter, 2011). Além disso, um sistema de classificacdo ndo consegue contemplar a influéncia
exercida pelo desenvolvimento neurolégico sobre as manifestag6es clinicas ao longo do tempo.
E possivel que uma crianca preencha os critérios diagnosticos em fases mais precoces do seu
desenvolvimento, mas que, ao longo do tempo, 0s sinais se tornem mais brandos levando a
questdo de se manter ou ndo o diagnostico (Rutter, 2011). Finalmente, se em doencas que
apresentam um Unico fator etiolégico como doencas hereditarias monogénicas, uma grande
heterogeneidade clinica ja pode ser encontrada, o que dizer do TEA que possui dezenas de
fatores de risco, causas e comorbidades associadas (Volkmar e Mcpartland, 2014)?

O TEA é uma condicdo cujo reconhecimento esta em constante evolugéo, e para
tanto, se mostra fundamental se questionar o que € afinal o0 autismo? Uma doenca diagnosticavel
ou um sintoma?

Doenca, por definicdo € uma condicdo anormal particular que afeta a estrutura ou o
funcionamento de todo ou de uma parte do organismo comprometendo negativamente a
performance biolégica tipica (Lewens e Mcmillan, 2004). J& um sintoma ou sinal, podem ser
definidos como uma manifestacdo subjetiva, observavel ou mensuravel em um individuo ndo
estando intrinsecamente associado a uma doenca (Malterud et al., 2015).

Talvez seja impossivel se chegar a uma conclusdo definitiva acerca do TEA,
entretanto, essa tese objetiva demonstrar através de dados clinicos e pré-clinicos que o autismo
se aproxima, por definicdo, muito mais de um sintoma que um diagndstico. Com base nos
conhecimentos cientificos atuais, 0 TEA caracteriza individuos que apresentam dificuldades na
comunicacdo e na interagdo social associados a um padrdo restrito e repetitivo de
comportamentos, interesses e atividades. Individuos dentro do espectro do autismo se
apresentam individualmente de formas Unicas e diversas, podendo ser encontradas todas as
faixas de desenvolvimento cognitivo (da deficiéncia intelectual grave até a superdotacdo). Nao
possui ainda uma causa definida e encontra-se associada a diversas comorbidades clinicas como
alteracbes comportamentais, transtornos psiquiatricos ou comprometimentos neuroldgicos,
responsaveis pela maior parte do déficit funcional do individuo. Finalmente, dado o exposto, 0

TEA ainda ndo pode ser definido como uma doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar através de dados clinicos e pré-clinicos, se 0 TEA pode apresentar-se
como um sintoma, uma manifestacdo subjetiva do individuo ou manifestacdo observavel por

terceiros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estes dados serdo apresentados nos trés capitulos a sequir.

1. Evidenciar, com base na avaliacdo epidemioldgica, clinica, analise de registros médicos
e exames complementares, a heterogeneidade e complexidade clinica do autismo;

2. Demonstrar, através da avaliacdo de individuos da populacdo geral, que o TEA e suas
manifestacdes clinicas ndo estdo obrigatoriamente associadas a um comprometimento e
limitagdo funcional;

3. Caracterizar, por meio de estudos pré-clinicos um modelo animal de TEA as
manifestagbes observaveis clinicamente no autismo, demonstrando ainda o

envolvimento do metabolismo do colesterol na fisiopatologia do autismo.
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3 PRIMEIRO CAPITULO - CARACTERIZACAO DA COMPLEXIDADE CLINICA
DO TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

3.1 INTRODUCAO

Como descrito anteriormente, 0 TEA é um termo médico que descreve um amplo
espectro de alteracdes do neurodesenvolvimento caracterizada por comprometimento na
comunicacdo e na interacdo social associada a presenca de comportamentos e interesses
restritos e repetitivos (Hodges et al., 2020). Embora seja uma condi¢do cada vez mais divulgada
e pesquisada, o TEA ainda ndo possui nenhum marcador biologico que permita a sua
confirmacdo diagnostica, sendo atualmente definido como um espectro clinico cujo
comprometimento varia de leve a grave. O diagndstico é totalmente baseado na observacao
clinica, avaliacdo interdisciplinar e questionarios estruturados desenvolvidos de acordo com 0s
critérios diagnosticos vigentes (Lord et al., 2018).

Assim como outros transtornos neuropsiquidtricos e transtornos com
comprometimento intelectual, o TEA apresenta uma ocorréncia mundial, infelizmente, em
paises ainda em desenvolvimento e com maiores desigualdades socioecondmicas, existe uma
caréncia de estudos e, consequentemente, de informagdes que permitam um melhor
planejamento de politicas publicas assistenciais (Samadi e Mcconkey, 2011).

Diversas raz6es podem justificar a falta de dados epidemioldgicos acerca do TEA
em paises em desenvolvimento: em primeiro lugar, varios paises ndo registram ativamente e de
forma sistematicas os dados relacionados aos individuos com autismo; além disso, nem todos
0s paises dispdes de recursos humanos e financeiros para disponibilizar centros especializados
para o adequado diagnostico e tratamento do TEA e, finalmente, em muitos paises, ainda existe
um grande estigma cercando este diagnostico, fazendo com que muitas familias retardem a
busca de assisténcia clinica adequada (Fombonne, 2009).

Foram justamente estes motivos, as falhas na identificagdo adequada dos casos, a
baixa qualidade dos registros médicos e a dificuldade de acesso da grande maioria da populacédo
aos recursos de saude, que justificaram a baixa prevaléncia de TEA em um dos unicos estudos
conduzidos no Brasil (Paula et al., 2011).

No Brasil, um pais de propor¢des continentais, € esperado que exista uma ampla
variedade nas taxas de prevaléncia e também nas caracteristicas clinicas apresentadas pelos

individuos com diagnostico de TEA. O pais possui uma area superior a 8,5 milhdes de
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quilémetros quadrados e mais de 208 milhGes de habitantes sendo considerado o quinto maior
pais em territério e sexto em tamanho populacional. Espalha-se de leste a oeste abrangendo
quatro fusos horarios e seis subtipos climaticos (Instituto Brasileiro De Geografia E Estatistica,
2020a).

Dados de frequéncia e caracterizacao sociodemogréafica e clinica sdo fundamentais
para formar a base de informacGes necessarias para o planejamento e instituicdo de politicas
publicas voltadas para a populacdo no espectro do autismo. Com aumento anual no nimero de
diagnosticos existe uma necessidade crescente de clinicos capacitados para a realizagdo do
diagndstico adequado, instituic@es de tratamento e escolas adaptadas, além de fonoaudi6logos,
terapeutas ocupacionais e psicélogos especializados. Estudos recentes ressaltam a importancia
do diagndstico precoce e da individualizacdo dos programas de tratamento (Dawson e
Gernsbacher, 2010; Fernell et al., 2013; Elder et al., 2017). Para se atingir estes objetivos, no
entanto, o conhecimento das particularidades regionais é essencial. Este capitulo, tem como
objetivo explorar as caracteristicas sociodemogréaficas e clinicas de pacientes com TEA
atendidos em centros de atencdo médica de nivel terciério localizados na regido sul do Estado
de Santa Catarina. Acredita-se que dados epidemiolégicos sejam importantes para ajudar
profissionais e gestores a reconhecer 0 autismo como uma prioridade na saude publica e no
auxilio de planejamento de politicas publicas de auxilio.

Além disso, tendo em vista a compreensdo do autismo, evidenciar a enorme
complexidade e heterogeneidade clinica encontrada nos mais diversos pacientes pode ser o
primeiro passo em direcédo a teoria de que o TEA pode ser, na verdade, um sintoma e ndo um

diagnéstico em si.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Local do estudo

O Estado de Santa Catarina (figura 2) é uma das 27 unidades federativas que
compde o Brasil, localizado na regido central do sul do pais. E o décimo primeiro Estado em
populacdo e o vigésimo em area territorial. De forma geograficamente mais especifica, situa-se
entre os paralelos 25°57°41” e 29°23°55” de latitude sul e entre os meridianos 48°19°37” e
53°50°00” de longitude oeste, localizando-se em uma zona climética temperada (Governo De

Santa Catarina, 2020). Encontra-se ainda dividido em 295 municipios separados em 7 regides
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demograficas. A sua por¢édo sul compreende 46 cidades com uma populacéo atual de 1.014.457
habitantes de heranca predominantemente alem4, italiana e portuguesa (Instituto Brasileiro De
Geografia E Estatistica, 2020b).

Santa Catarina )

Figura 2. Localizacdo geogréafica do estudo: O Estado de Santa Catarina constitui o sétimo menor estado da
federacdo e o décimo primeiro em populacdo. A sua por¢do sul, destacada no mapa compreende 46 municipios e
denomina-se mesorregido sul. O ambulatdrio de investigacdo neurogenética (AING) localizado no Ambulatério
Materno Infantil (AMI) da Universidade do Sul de Santa Catarina, onde o estudo foi realizado, serve como centro
de referéncia em investigacdo neurogenética paratodas as cidades da mesorregido sul catarinense. Fonte: do autor.

O presente estudo foi realizado em um ambulatdrio de neuropediatria de nivel de
atencdo tercidrio localizado no Ambulatério Materno Infantil (AMI), pertencente a
Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL) denominado Ambulatorio de Investigacédo
Neurogenética (AING). Tendo iniciado suas atividades no ano de 2010, tem como objetivo
servir como centro de referéncia, publico, para avaliagdo de transtornos do
neurodesenvolvimento e queixas neuroldgicas, que necessitem de atencdo clinica de nivel

terciario de complexidade, para todos 0s municipios que compde a mesorregido sul catarinense.

3.2.2 Populagéo, instrumentos e procedimentos

O AING iniciou suas atividades no ano de 2010 e desde entdo recebe, anualmente,
cerca de 200 pacientes pediatricos encaminhados por queixas neuroldgicas com idades de 0 a
18 anos. Cada crianca € atendida por um médico neuropediatra ou psiquiatra infantil, contando
ainda médico geneticista e equipe interdisciplinar de apoio (servico de psicologia, fisioterapia
e fonoaudiologia).

Todos os pacientes atendidos sdo registrados, desde a sua primeira consulta, em um

prontuario padronizado contendo dados sociodemograficos, histéria clinica familiar, histéria
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gestacional e de parto, dados clinicos e de exame fisico, resultados de exames complementares
solicitados (exames laboratoriais, neurofisiolégicos como eletroencefalograma ou
eletroneuromiografia, de neuroimagem e exames de investigacdo genética).

Em relacdo ao TEA, especificamente, o diagndstico foi definido de acordo com os
critérios diagndsticos estabelecidos pelo DSMIV-TR (American Psychiatric Association, 2000)
até o ano de 2013 e pelo DSM5 (American Psychiatric Association, 2013) nos anos
subsequentes, com o auxilio de instrumentos e questionarios padronizados, sendo eles 0s
seguintes:

e Escala para rastreamento de autismo modificada (MCHAT): E um instrumento de
triagem traduzido e validado para o portugués e de uso recomendado pela SBP para
avaliagédo de sinais de autismo em criangas de 16 a 36 meses de idade. Composto por 20
perguntas claras, com respostas sim ou ndo e que ao final, fornece um resultado indicando
um baixo risco (0 a 2 pontos), risco moderado (3 a 7 pontos) e alto risco (8 a 20 pontos)
(Robins et al., 2001).

e Questionario de Triagem de Autismo (ASQ): Também constitui um instrumento de
triagem, desenvolvimento em 1999 (Berument et al., 1999) e traduzido e validado para o
portugués em 2009 (Sato et al., 2009) composto por 40 perguntas cujas respostas variam
entre 0 (auséncia de anormalidade) ou 1 (presenca de anormalidade), sendo considerado
22 pontos como pontuacdo de corte para a discriminagdo entre autismo e outros
transtornos do neurodesenvolvimento. E um questionario de triagem que permite o
diagndstico operacional de TEA baseado em trés areas de funcionamento: interagdo
social, linguagem e comunicacao e, padrées de comportamento restritos e repetitivos em
individuos de até 17 anos 11 meses e 29 dias de idade.

Os dados referentes aos pacientes com TEA foram organizados e analisados entre
os anos de 2018 e 2019 sendo eles: dados sociodemogréficos (idade e sexo); histdria familiar
de transtornos neuropsiquiatricos (deficiéncia intelectual, transtorno do humor bipolar,
esquizofrenia e TEA) e intolerancia alimentar; historia gestacional (histéria concepcional,
tabagismo, consumo de alcool, uso de substancias ilicitas, exposi¢do a pesticidas); historico do
parto (via de parto e idade gestacional); dados clinicos do paciente (aspectos fenotipicos
dismorficos, macrocrania, crises epilépticas e epilepsia, microcefalia e sintomas
gastrointestinais); dados de exame fisico (dados antropométricos); resultados de exames

laboratoriais solicitados no momento da primeira consulta (colesterol total e fragdes,



32

triglicerideos, vitamina D e serotonina sérica) e; resultados de exames complementares
(exames de neuroimagem e exames de investigacdo genética).

Todos os pacientes que receberam o diagnéstico de TEA foram ainda classificados
em niveis de gravidade leve/moderado ou grave de acordo com a escala de Avaliagdo do
Autismo na Infancia, do inglés Childhood Autism Rating Scale (CARS), em sua versao
traduzida e validada para a lingua portuguesa.

O CARS é uma escala desenvolvida por Schopler, Reichler e Renner (Eaves e
Milner, 1993), e traduzida e validada para uso no Brasil em 2008 (Pereira et al., 2008), sendo
um dos instrumentos mais utilizados na avaliacao clinica de criancas autistas. Consiste em uma
escala de 15 itens que auxilia na identificacdo de criancas com TEA e as distingue das criancas
sem o diagnostico. Sua importancia reside em permitir que se diferencie o autismo leve-
moderado do grave, sendo de rapido preenchimento e apropriado para uso em qualquer crianca
acima dos dois anos de idade. Seus itens variam em pontuacdo de 1 a 4 e avaliam o
comportamento em dominios que normalmente se encontram afetados no TEA. Sua pontuacao
total varia de 15 a 60, sendo que o ponto de corte para autismo € de 30 pontos, pontuac¢des
obtidas entre 30 e 36 indicam um autismo leve/moderado e acima de 36 grave. No Anexo B
encontra-se na integra o Childhood Autism Rating Scale — CARS em sua versao traduzida e
validada para o portugués.

Como dito anteriormente, o AING pertence ao AMI, uma clinica que oferece
atendimento puablico a populacdo pediatrica, contando ainda com um ambulatorio de
puericultura e pediatria geral. A puericultura pode ser definida como o acompanhamento
médico integral aliado a técnicas empregadas para assegurar o perfeito desenvolvimento fisico
e mental da crianga desde o nascimento até a adolescéncia (Bonilha e Rivoredo, 2005), sem 0
atendimento estar obrigatoriamente vinculado a alguma queixa clinica.

Assim, durante os anos de organizacéo e analise dos dados, foi possivel 0 acesso a
prontuarios de criangas saudaveis, com a mesma faixa etaria e provenientes da mesma faixa de
localizacdo socio geografica que foram usadas como controles. O sigilo e a confidencialidade
dos dados obtidos dos pacientes e de seus familiares foram garantidos, uma vez que apenas 0
pesquisador principal e sua orientadora tinham acesso aos dados brutos, bem como nenhuma
identificacdo nominal foi fornecida ao longo da execucédo do projeto.

Previamente a sua execugdo, o estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética
em pesquisa da UNISUL (n°3.256.100/CAAE: 01994918.9.0000.5369) (Anexo C).
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3.2.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Statistical Package for the
Social Science (SPSS) em sua versdo 21.0 (Ibm Corporation, 2012). As variaveis categoricas
foram expressas em frequéncia e porcentagem, média e desvio padrdo (DP) enquanto que as
variaveis continuas foram descritas em média e DP ou medianas e faixas de interquartis. Dados
perdidos foram excluidos, a razdo de probabilidade (Odds Ratio — OR) com 95% de intervalo
de confianca (IC) foram reportados e o nivel de significancia estatistica foi ajustado em p <
0,05.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado com o objetivo de se determinar se
os dados apresentavam uma distribuicdo normal. Para analise descritiva adicional das variaveis
quantitativas comparacgdes pareadas entre os grupos foram realizadas utilizando-se o teste de
Mann-Whitney U bem como multiplas comparacdes entre os grupos foram realizadas
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis. O teste de Dunn foi utilizado para analise post hoc em
pares. A fim de se analisar a associagdo entre as variaveis quantitativas, os testes estatisticos de
Fischer, Chi-quadrado de Pearson e razéo de verossimilhanca foram realizados.

Uma analise de regressdo logistica foi realizada a fim de se investigar a relacao
entre os niveis de biomarcadores laboratoriais e a severidade dos sintomas de autismo sempre

que fossem encontradas diferencas significativas na analise univariada.

3.3 RESULTADOS

Um total, 321 pacientes com diagnostico de TEA foram avaliados. Os dados
sociodemograficos e clinicos, historia clinica familiar, gestacional e de parto, comparando-se
0s casos de autismo leve/moderado com os casos graves sdo demonstrados na tabela 1.

Houve uma predominancia do sexo masculino (razdo de casos masculinos e
femininos de 5,7:1), sendo que de acordo com a classificacdo em nivel de gravidade, 163
(50,7%) foram considerados leves/moderados, enquanto que 158 (49,3%) foram considerados
pacientes graves. De modo geral, a idade de admissdo a clinica de atencdo pediatrica de nivel
terciario variou de um a 18 anos com uma média de 7,4 + 3,93 anos de idade, tendo os casos
mais graves uma idade significativamente menor no momento da admissdo quando comparados

aos casos leves/moderados (Tabela 1).
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Considerando os casos de TEA, tanto nos casos leves/moderados quanto graves,
mais de 50% dos familiares reportaram antecedentes clinicos de comprometimento da saude
mental apresentando histérico de transtornos psiquiatricos, como o transtorno do humor bipolar
ou esquizofrenia. Relatos familiares significativos de deficiéncia intelectual (46,7%) e TEA
(34%) também foram reportados. Em relacdo a sintomas familiares de intolerancia alimentar,
esta foi relatada em 11,2% das mées e 8,4% dos pais (Tabela 1).

Considerando a histéria concepcional, gestacional e de parto, a idade materna média
no momento do parto foi de 28,22 + 6,5 anos enquanto a idade paterna teve média de 31,76 +
7,9 anos, com historia de uso de alguma tecnologia de reproducao assistida em 3,7% dos casos
e fertilizagdo in vitro em 1,5%. Avangando pela historia gestacional, houve registros de infeccdo
materna em 29,6% dos casos durante o periodo gestacional sendo em sua grande maioria, casos
de infeccdo urinaria (96,8%), levando ao uso de antibidticos em quase 91% destes casos. Outras
medicagfes ou substancias utilizadas durante a gestacdo foram: medicagcbes antidepressivas
(6,9%); anticonvulsivantes (1,5%); cigarro (6,2%); alcool (4,6%); exposicdo a pesticidas
agricolas (1,6%) e uso de substancias ilicitas em 2 casos. A via de parto também foi investigada,
encontrando-se 67,6% de partos por via cirargica (cesariana) com recém-nascidos a termo em
81,3% dos casos. Dentre todos os fatores analisados, houve diferenca estatisticamente
significativa apenas em relacdo a presenca de infecgOes gestacionais, com uma maior

frequéncia nos casos de TEA grave quando comparados aos casos leves/moderados (Tabela 1).
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Tabela 1. Carateristicas epidemioldgicas e fatores de risco maternos durante o periodo
gestacional. Os dados séo referentes a idade, sexo, idade dos pais no momento do parto, fatores
de risco associados, levando em conta o histérico concepcional, via de parto e idade gestacional.
n (%), Média = DP
TEA gravidade

Leve/moderado Grave Valor-
n =163 n =158 P

Idade em anos 6,88 £4,21 5,20+3,37 <0,001%
Sexo

Masculino 141 (86,5) 132 (83,5) 0,532%

Feminino 22 (13,5) 26 (16,5)
Idade materna no parto 28,37 £6,10 28,08 +6,72  0,768%
Idade paterna no parto 31,87 £ 8,06 3165+7,62 0,976+
Fatores de risco

Histéria familiar

Deficiéncia intelectual 70 (42,9) 80 (50,6) 0,168"

Transt. Psiquiatrico 82 (50,3) 86 (54,4) 0,4607
Transtorno bipolar 27 (16,6) 36 (22,8) 0,161f
Esquizofrenia 19 (11,7) 28 (17,7) 0,124%

TEA 54 (33,1) 54(342) 08421

Intol. Alimentar (mée) 14 (14,3) 22 (22,9) 0,122t
Intol. Alimentar (pai) 15 (15,3) 12 (12,5) 0,572t
Consumo de alcool 5(3,1) 10 (6,3) 0,166%
Tabagismo 8(4,9) 12 (7,6) 0,3197
Substéncias ilicitas 0(0,0) 2(1,3) 0,241%f
Exposicéo a pesticidas 4(2,5) 1(0,6) 0,3711f
InfecgBes gestacionais 38 (23,3) 57 (36,1)° 0,012t
Uso de antibiéticos 37 (22,7) 49 (31,0) 0,093t
Historia concepcional
TRA 8 (4,9) 4 (2,5) 0,262
FIV 3(1,8) 2(1,3) 0,999
Via de parto
Cesareo 112 (68,7) 105 (66,5) 0,721%
Vaginal 51 (31,3) 53 (33,5)
Idade gestacional
Termo 137 (84,0) 124 (7185) 0,213t
Pré-termo 17 (10,4) 27 (17,1)
Pés-data 9 (5,5) 7(4,4)

DP (Desvio Padrdo); Transt. (Transtorno); TEA (Transtorno do Espectro Autista); Intol. (Intolerancia); TRA
(Tecnologia de reproducéo assistida); FIV (Fertiliza¢do in vitro)

fTeste Mann-Whitney U.

fTeste Chi-quadrado.

T Teste exato de Fisher.

b Andlise residual
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Investigando-se as caracteristicas clinicas dos pacientes com TEA, cujos dados
encontram-se na tabela 2, verificou-se a presenca de macrocrania em 19% dos casos,
dismorfismos faciais em 12%, crises epilépticas em 13%, historia pregressa de crises febris em
4,7% e microcefalia em 3% dos pacientes diagnosticados com TEA. Entre os fatores clinicos
avaliados, a presenca de epilepsia foi significativamente maior entre 0s casos graves quando

comparados aos casos de autismo leve/moderados.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados com TEA. Levando em
consideracdo os dados clinicos e a gravidade do TEA.
n (%), Mediana (AIQ)

TEA gravidade
Leve/moderado Grave
n=163 no1sg  OrP
Dados clinicos

Macrocrania 27 (16,6) 34 (21,5) 0,258
Dismorfismos 14 (8,6) 24 (15,2) 0,0677
Epilepsia 8 (4,9) 34 (21,5)° <0,0017
Crises febris 10 (6,1) 5(3,2) 0,2077
Microcefalia 3(1,8) 6 (3,8) 0,33077

AlQ (Amplitude Interquartil); TEA (Transtorno do Espectro Autista)
fMann-Whitney U test.

fChi-square test.

ffFisher’s exact test.

bresidual analysis

Considerando-se os resultados dos exames de investigagdo complementar
realizados a exemplo dos exames laboratoriais, de neuroimagem e de investigacdo genética,
verificou-se que dos 321 casos de TEA, 109 (34%) realizaram exame de ressonancia magnética
(RM) de cranio resultando em 33 (30,3%) exames com resultados anormais; 117 (36,4%) dos
pacientes realizaram exame de cari6tipo resultando em 13 (11%) de anormalidade e 26 (8%)
dos casos realizaram um exame de hibridizacdo genémica comparativa por microarray (CGH-
array) resultando em alteragfes encontradas em 16 (61,5%) dos exames realizados. Estes dados
encontram-se na tabela 3, ndo tendo sido encontradas diferencas significativas quando

comparados os casos de TEA graves com os leves/moderados.
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Tabela 3. Resultados dos exames complementares realizados em pacientes diagnosticados com
TEA.

n (%)
TEA gravidade
Leve/moderado Grave
n=163 n=158 Valor-p!

RM de crénio

Normal 44 (80,0)° 32 (59,3) 0,018

Anormal 11 (20,0) 22 (40,7)b

Ndo realizado 108 104
Cariotipo

Normal 51 (89,5) 53 (88,3) 0,844

Anormal 6 (10,5) 7(11,7)

N&o realizado 106 98
CGH-array

Normal 4 (28,6) 6 (50,0) 0,263

Anormal 10 (71,4) 6 (50,0)

Ndo realizado 149 146

RM (Ressonancia magnética); CGH-array (Hibridizacdo genémica comparativa por microarray)
fChi-square test.

bresidual analysis

Além disso, dos 321 casos diagnosticados com TEA, em 237 deles, foi possivel
buscar os dados de medidas antropométricas (peso e estatura), bem como, os resultados de
exames laboratoriais solicitados na primeira consulta, antes da introducdo de psicofarmacos
(nivel sérico de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade — LDL, lipoproteina de alta
densidade — HDL, triglicerideos, vitamina D e serotonina). Estes dados, que se encontram na
tabela 4, foram comparados com dados obtidos de 236 individuos controles pareados por idade
e caracteristicas sociodemograficas, revelando uma frequéncia de sobrepeso (10,5%) e
obesidade (28,7%) entre as criancas diagnosticadas com TEA. Os pacientes com as formas mais
graves de TEA apresentaram niveis mais elevados de serotonina sérica (281,16 + 98,27 ng/dL)
e niveis sericos mais baixos de colesterol total (154,32 + 31,96 ng/dL), em compara¢do com 0s
casos leves/moderados. Os niveis séricos de LDL, HDL, trigliderideos e vitamina D também
foram analisados, porém nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos ou

com os controles.
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Tabela 4. Dados antropomeétricos e laboratoriais dos pacientes analisados no presente estudo.
Sdo levados em consideracdo dados como> peso, altura, IMC, niveis plasmaticos de colesterol

e suas fracgdes, vitamina D e serotonina.

Média + Desvio padréo, n (%)

TEA gravidade
Leve/moderado Grave Controles
Valor-p
n=119 n=118 n=236
Peso (kg) 36,1 + 23,792 25,4 +12,66° 35,5 + 14,679 <0,001*
Altura (cm) 128 + 27,07z 114,9 +20,38¢ 135,7 +20,77¢ <0,001%
IMC (kg/cm?) 19,8 £5,53 18,4 +3,68 18,3 + 3,59 0,216%
Baixo peso 5(4,2) 7(5,9) 9(3,8) 0,007t
Saudavel 55 (46,6) 50 (42,4) 150 (63,6)°
Sobrepeso 12 (10,2) 13 (11,0) 36 (15,3)
Obesidade 33 (28,0 35 (29,7)° 39 (16,5)
CT 157,2 £27,072¢ 154,3 + 31,962 165,9 +38,80¢ 0,024t
LDL 88,1 + 25,60 87,7 29,55 96,9 + 37,07 0,125t
HDL 515 +13,03 51,3 +14,68 52,1 +14,34 0,886*
TG 82,4 +4152 77,4 +33,04 77,8 +35,58 0,784
Vit. D 31,4 +11,15 32,7 £10,45 30,9 £+9,57 0,4241
Serotonina 167,3 £ 94,212 281,2v+ 98,27¢ 141,9 + 64,822 <0,001%

TEA (Transtorno do espectro autista); IMC (indice de massa corporal); CT (Colesterol total); LDL (Lipoproteina
de baixa densidade); HDL (Lipoproteina de alta densidade); TG (Triglicerideos); Vit. D (Vitamina D)

iTeste de Kruskal-Wallis H em uma via.

acd Teste de significancia entre grupos de Dunn

fTeste Chi-quadrado

T Teste de razdo de verossimilhanca

b Analise de residuos

Questbes especificas acerca de queixas ou sintomas gastrointestinais foram
avaliados em 194 pacientes com diagndstico de TEA, encontrando-se na tabela 5, resultando
em uma frequéncia de sintomas gastrointestinais em 57,7% das criancas, sendo as queixas mais

frequentes: dor abdominal (32,5%), anormalidade na consisténcia das fezes (31%); seletividade
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alimentar (28%) e distensdo abdominal (26,3%). Todos os sintomas gastrointestinais
apresentaram uma frequéncia significativamente maior entre os casos de autismo grave quando

comparados aos casos leves/moderados.

Tabela 5. Sintomas gastrointestinais nos pacientes diagnosticados com TEA e 0s respectivos
graus de TEA.

n (%)
TEA gravidade
Leve/moderado Grave Valor-p
n=98 n=96
Sintomas

Gastrointestinais 31 (31,6) 81 (84,4)° <0,001f
Dor abdominal 15 (15,3) 48 (50,0)° <0,001%
Fezes anormais 9(9,2) 51 (53,1)° <0,001f
Seletividade alimentar 18 (18,4) 37 (38,5)° 0,002t
Distensdo abdominal 9(9,2) 42 (43,8)° <0,001%
Flatuléncia 10 (10,2) 39 (40,6)° <0,001%
Diarréia 6 (6,1) 39 (40,6)° <0,0017
Intolerancia alimentar 17 (17,3) 27 (28,1) 0,073t
Incontinéncia fecal 8(8,2) 36 (37,5)° <0,001f
Vomitos 5(5,1) 25 (26,0)° <0,001f
Tratamento dietético 9(9,2) 18 (18,8) 0,054t
Constipagdo 7(7,1) 20 (20,8)° 0,006t
Dor p6s prandial 3(3,1) 15 (15,6)b 0,003t
Uso de laxantes 3(3,1) 5(5,2) 0,495t
Sangue nas fezes 2(2,0) 1(1,0) 0,9997f
Refluxo gastroesofagico 1(1,0) 1(1,0) 0,9997f

fChi-square test.
fFisher’s exact test.
bresidual analysis

3.4 DISCUSSAO

Neste capitulo foi realizado um estudo epidemioldgico com o objetivo de se
estabelecer uma base de dados sociodemografica, clinica e laboratoriais que representasse
adequadamente os dados da regido sul catarinense geografica, demonstrando-se ainda a enorme
complexidade e heterogeneidade clinica do TEA. Dados regionais que abordem as
caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados com TEA s@o cruciais, uma vez que
oferecem informacges vitais para o planejamento de politicas pablicas que direcionardo os
recursos necessarios ao longo da vida do individuo de acordo com as suas necessidades
especiais, ndo apenas no ambito escolar e comunitario durante a infancia, mas também ao longo

da adolescéncia e sua transi¢do para a idade adulta (Diallo et al., 2018).
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O mais recente estudo de prevaléncia do autismo, regido sul catarinense estimou,
em 2017 uma prevaléncia de 3,94 casos de TEA para cada 10.000 pessoas (Beck, 2017). Com
base nestes dados e considerando a populacdo abaixo de 18 anos residentes em nossa regiéo,
que atualmente é de 471.760 pessoas de acordo com o ultimo censo (Instituto Brasileiro De
Geografia E Estatistica, 2020b), poderia se esperar um numero total de 186 casos. Devido a
questdes metodoldgicas (uma vez que o estudo realizado em 2017 considerou apenas casos
diagnosticados e regularmente matriculados em alguma escola especializada para individuos
com necessidades especiais) é possivel que os dados de prevaléncia estejam subestimados.
Desta forma, a amostra obtida no presente estudo, de 321 casos, pode ser considerada
representativa da populacdo pediatrica local e, at¢ o0 momento, se desconhece publicagfes
similares que tenham avaliado as caracteristicas clinicas em uma amostra tdo grande no Brasil.

Como era esperado, houve uma predominancia de individuos do sexo masculino na
amostra obtida com uma razdo de casos masculinos:femininos (M/F) de 5,7:1 que pode ser
considerada maior que as taxas comumente reportadas de 4:1 obtida através de grandes estudos
populacionais de prevaléncia (Fombonne, 2009). E possivel se notar, no entanto, que existe
uma ampla variedade nas taxas M/F entre os diferentes estudos epidemiolégicos, podendo
variar de 2:1 (Fombonne et al., 1997) a 8:1 (Icasiano et al., 2004).

O primeiro estudo de meta-analise especificamente voltado para a avaliacdo da taxa
M/F conduzido por Loomes et al. (2017) que avaliou um total de 54 estudos com uma amostra
total de 13.784,284 individuos dos quais 53.712 apresentavam TEA, uma razdo de casos M/F
de 3,5:1 pode ser considerada a mais frequentemente encontrada. Igualmente variavel, sdo as
taxas de prevaléncia de TEA em servicos de atengdo médica de nivel terciario, que fornecem
atendimentos de alta complexidade e/ou especializado. No presente estudo, foram encontrados
321 casos de autismo (18,9%) entre os 1700 pacientes encaminhados desde o inicio das
atividades do AING. Esses nimeros sao muito maiores que os encontrados por Kalra et al.
(2005) que, avaliando 4620 casos encaminhados para uma clinica de neurologia pediatrica em
Nova Déli na India encontrou 225 casos (4,8%) de TEA. Menores, porém, que os encontrados
por Clarke et al. (2005) que, avaliando 292 encaminhamentos para um ambulatério
neuropediatrico localizado em Memphis nos EUA encontrou 92 casos (31,5%) de autismo.

Acredita-se que essas diferencas existam devido a qualidade do atendimento a nivel
primario, responsavel pelo reconhecimento inicial e encaminhamento dos casos suspeitos. O
acesso e a qualidade dos servicos médicos podem ser também a diferenca entre um diagnostico

precoce ou tardio dos casos. No presente estudo, a média de idade na primeira consulta foi de
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cerca de 7 anos nos casos leves/moderados e 5 anos nos casos graves, idade essa considerada
avancada.

Vérios fatores podem contribuir para um encaminhamento tardio e
consequentemente um diagnostico em idades mais avancadas: uma falta de conhecimento
acerca do autismo pela populacao geral, aliada a fatores socioecondmicos que comprometem o
acesso aos servicos de salde, triagem inadequada aliada ao uso de instrumentos e questionarios
de baixa sensibilidade; atraso ou resposta inapropriada por parte dos profissionais da educacao
ou da saude primaria frente as preocupacdes familiares gerando dificuldades no reconhecimento
do autismo, especialmente nos casos mais leves (Davidovitch et al., 2015).

Corroborando com a literatura, os dados obtidos demonstraram uma presenca
significativa de histéria familiar de transtornos neuropsiquiatricos como o proprio TEA, THB,
deficiéncia intelectual (DI) e esquizofrenia. De acordo com uma coorte populacional
envolvendo mais de 550 mil individuos, a presenca de histdria familiar de transtorno do humor,
ansiedade, THB, DI e esquizofrenia estava relacionado a um aumento de mais de nove vezes
no risco de historia familiar de TEA, sendo que este risco variava de 1,5 vezes quando a histéria
familiar era unicamente de transtorno de personalidade a 9 vezes quando existiam outros casos
de TEA com DI. Estas associa¢es diminuem a medida que o grau de parentesco se torna mais
distante, entretanto, permanece significativamente associado a maiores chances de TEA em
uma familia mesmo naqueles com historia psiquiatrica em familiares de quarta geracdo (Xie et
al., 2019).

Um outro fator de risco bem estabelecido na literatura para o TEA é a sua
associacao com a idade parental. De acordo com estudos populacionais, idade materna acima
de 35 anos e paterna acima de 40 elevam o risco de autismo na prole (Hultman et al., 2011).
Este efeito parece ndo estar limitado apenas a idade paterna ou materna isoladamente
avancadas, mas também a diferenca de idade entre os genitores (Sandin et al., 2016). Na
casuistica apresentada, no entanto, a idade parental ndo se apresentou como um fator de risco
determinante para o surgimento do TEA ou sua gravidade.

Em relacdo a historia concepcional em meta-analise conduzida por Liu et al. (2017),
0 uso de TRA esteve associada a um risco maior para o surgimento do TEA na prole gerada,
possivelmente devido a alteracdes epigenéticas induzidas pela exposi¢do hormonal, preparacéo
e manipulacao dos gametas, congelamento dos embrides, uso de meios de cultura e inseminagao
tardia. Considera-se TRA os métodos utilizados para se chegar a gravidez e ao nascimento de

um feto através de qualquer procedimento ou medicagdo incluindo FIV, transferéncia
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intrafalopiana de zigotos, de gametas e inseminacdo artificial, sendo que até o momento, cerca
de cinco milhdes de criangas, no mundo, ja nasceram através destes procedimentos (Kupka et
al., 2014).

Na presente amostra, 12 (3,7%) das 321 criancas com diagnéstico de TEA foram
concebidas por meio de TRA, em cinco (1,5%) através de FIV. Estes resultados foram similares
aos reportados na literatura. Sandin et al. (2013) apds analisar mais de 2,5 milhdes de criancas
nascidas na Suécia, evidenciou que 103 das 6959 crianc¢as posteriormente diagnosticadas com
TEA foram concebidas por FIV, uma porcentagem igual de 1,5%.

Na amostra estudada, foi reportado um namero significativo relacionado a casos de
infeccdo materna (29,6%) durante a gestacdo, representada em sua vasta maioria por casos de
infeccdo urinaria. Em 2015, Zerbo et al. conduziram um estudo caso-controle incluindo 407
casos de TEA e 2075 controles com o objetivo de investigar a associa¢ao entre infeccdo materna
durante a gestacdo e o risco de TEA. Neste estudo, similarmente, a infeccdo bacteriana mais
comumente associada foi a infeccdo do trato urinario. A frequéncia de infeccao, entretanto, foi
similar entre os dois grupos, uma vez que cerca de 50% das mées de ambos 0s grupos teve ao
menos um episddio de infeccdo diagnosticada em qualquer periodo durante a gestacdao, nao
sendo possivel encontrar uma associagao entre o diagnostico de infecgao gestacional e o TEA
(Zerbo et al., 2015).

Todos estes fatores, uso de antibidticos durante a gestacdo (Hamad et al., 2019),
antidepressivos (Zhou et al., 2018), medicacdes anticonvulsivantes (Gerard e Meador, 2015) e
exposicao a substancias quimicas ambientais como o tabaco, o alcool e pesticidas (Kalkbrenner
et al., 2014) ja& foram implicados, em algum momento, em graus varidveis e de forma
inconsistente com o aumento de chance de autismo na prole. Nota-se que uma das limitacoes
do presente projeto foi a impossibilidade de se comparar esses dados de exposi¢cdo com
controles normais. Foi possivel apenas verificar que a exposicao a estes fatores de risco ndo
esteve relacionada a um aumento na gravidade do autismo.

Como os controles utilizados eram provenientes de uma populacdo pediatrica
saudavel e assintomatica, questdes referentes a exposicao gestacional frequentemente ndo eram
sistematicamente questionadas, ou adequadamente registrados em prontudrio ou estes dados
ndo eram lembrados pelos informantes de forma consistente, caracterizando a presenca do viés
de lembranca. Em um estudo publicado por Najman et al. (2001) que avaliou mais de 5 mil
mades e seus filhos em trés momentos distintos, trés a cinco dias apds o nascimento, aos 6 meses

e aos 5 anos de idade e verificou que mées que ndo vivenciaram, ao longo da vida de seus filhos,
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nenhuma intercorréncia clinica ou acontecimento emocionalmente impactante, apresentavam
maior dificuldade em se recordar de fatos como marcos do desenvolvimento clinico. Concluiu,
ainda, que esse viés de memdria pode responder por até 16% das inconsisténcias em relatos
maternos, e que essa varia¢cdo pode aumentar com o passar do tempo.

Um outro aspecto avaliado nas criancas diagnosticadas com TEA foi a via de parto.
Como demonstrado em uma revisao sistematica abrangendo mais de 20 milhdes de partos,
nascimentos por via cirargica (cesarianas) foram positivamente associados ao TEA e ao déficit
de atencdo e hiperatividade (TDAH). Estes resultados sugerem, no entanto, que a associacdo
ndo se deve a via de parto em si, porém, pode estar relacionado também aos fatores que levaram
a necessidade de um parto cirurgico incluindo gestagdes de risco, trabalho de parto prolongado,
ruptura prematuro de placenta assim como outras intercorréncias clinicas que podem também
estar relacionados a um maior risco de desenvolvimento do autismo na prole (Zhang et al.,
2019).

Nos dados apresentados, foi encontrada uma elevada frequéncia de partos
cesarianos nos casos com TEA, entretanto, esse fato pode estar relacionado mais a um viés
cultural. De acordo com dados epidemioldgicos, a frequéncia de partos cirtrgicos tem
aumentado na Gltima década com uma prevaléncia geral de 56,6% dos partos no Brasil e 62,6%
no Estado de Santa Catarina (Ministério Da Salde, 2020).

Diversos aspectos podem estar associados a uma elevada prevaléncia de partos
cesarios no Brasil, como o histérico de parto cirdrgico prévio em uma mesma gestante,
preferéncia materna (uma vez que se associa essa via de parto a menos dor e menos trauma). O
sistema de salde brasileiro, assim como fatores culturais, pode também estar relacionados a
uma maior frequéncia desta via de parto. O acompanhamento pré-natal € geralmente realizado
por um Unico médico e ndo por uma equipe interdisciplinar que poderiam orientar as maes a
respeito dos riscos, beneficios e outras opc¢des de diferentes formas de parto. Uma outra razao,
ainda, pode estar relacionada a fatores econdmicos uma vez que 0s partos vaginais necessitam
de uma equipe obstétrica de plantdo diuturnamente, o que é muito mais dispendioso para 0s
servicos de salde (De Oliveiraet al., 2016).

Nos dados avaliados, nem a via de parto e nem a idade gestacional no momento do
parto estiveram significativamente associados a uma maior gravidade dos sintomas de TEA.

No AING, a populacédo de criangas dentro do espectro do autismo apresentou uma taxa
de 19% de macrocrania, 17,7% de epilepsia e ou histérico pregresso de crises epilépticas febris,

12% de dismorfismos faciais e 3% de microcefalia. Estas caracteristicas sugerem a existéncia
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de diferentes subtipos de autismo, também denominados de autismo sindrémico ou secundario,
termo este frequentemente utilizado para se referir a casos de TEA com uma etiologia definida
ou caracteristicas clinicas e morfoldgicas distintas (Benvenuto et al., 2009).

Em relacdo a macrocrania, estudos longitudinais retrospectivos mostram que um
numero significativo de criancas com TEA apresentam alteraces no volume e no formato do
cranio, relatando uma prevaléncia de 24% de macrocrania em pacientes com autismo
(Fombonne et al., 1999; Fidler et al., 2000; Parmeggiani et al., 2002). Estes dados podem ser
considerados superestimados uma vez que foram baseados, assim como no projeto apresentado,
em uma amostra obtida em servico especializado de nivel terciario. Em estudo avaliando mais
de nove mil criangas a nivel populacional, ndo comprovou existir uma relagdo entre
macrocrania e o autismo (Barnard-Brak et al., 2011).

Quanto a epilepsia, a taxa de quase 18% encontrada foi similar aos 16,8% (4,8% a
26,4%) encontrados em uma revisao de nove estudos avaliando a relacdo e autismo e epilepsia
(Tuchman etal., 2010). Além disso, observou-se, no presente estudo que a presenca de epilepsia
se relacionava positivamente a uma maior gravidade do autismo, com uma taxa de 21,5% de
crises epilépticas entre 0s pacientes com TEA grave, em compara¢do com os 4,9% apresentados
pelos quadros leves/moderados.

De acordo com a literatura, a epilepsia se correlaciona positivamente com a
gravidade do autismo por varios motivos: pode comprometer ainda mais o desenvolvimento da
linguagem, estar relacionado a comprometimentos motores e deficiéncia intelectual (Ewen et
al., 2019).

O TEA, enfim, é atualmente considerado um transtorno do neurodesenvolvimento
que é frequentemente acompanhado por macrocrania, epilepsia, dismorfismos faciais e
microcefalia. Em um estudo de coorte realizados com pacientes com TEA, foi encontrada uma
prevaléncia de 12,3% de dismorfismos faciais e 4,4% de microcefalia, dados semelhantes aos
encontrados aqui (Capkova et al., 2019).

Com bases nestes dados, um questionamento que se faz é: a presenca destas
alteracdes clinicas e dismorficas sugerem a necessidade de realizacdo irrestrita de exames de
investigacdo complementar? Possivelmente no.

Nesta amostra de 321 criangas com TEA, a RM de créanio foi realizada em 109
casos, evidenciando alteragOes estruturais cerebrais em 30,3 dos casos, enquanto que exames

de investigacao genética como cari6tipo foram realizados em 117 casos com alteracGes em 11%
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e CGH-array em 26 casos com alteracOes descritas em 61,5% destes exames. As alteragdes
encontradas nestes casos, também, ndo se correlacionaram com a gravidade do TEA.

De acordo com estudo realizado em 253 pacientes com autismo, RM estrutural de
cranio foi realizada em 77 destes pacientes, evidenciando alteragdes em cerca de 14,5% dos
casos, reiterando a nocdo de que a RM de cranio convencional e de rotina ndo €, em si, um
exame complementar essencial para o diagndstico do TEA. As alteracGes na estrutura cerebral
podem ndo ser unicas nem especificas e sua realizacdo ndo influencia no plano terapéutico ou
prognéstico dos pacientes (Ming et al., 2016).

Enquanto isso, em estudo realizado por Cop et al. (2015), investigando a presenca
de anormalidades detectaveis pelo cariétipo em uma populacgéo clinica de 96 paciente com TEA
foram encontradas alterages em 9,7% dos exames. Assim como 0s exames de investigacao por
neuroimagem, nenhuma alteracdo encontrada pode ser considerada especifica para o autismo
ou determinante para o seu tratamento.

Por volta do ano 2000, técnicas de andlise citogenética molecular foram
introduzidas na pratica médica. O microarray cromossdmico (técnica de biologia molecular que
permite a avaliacdo de ganhos e perdas cromossomicas) tornou-se rapidamente uma ferramenta
importante na identificacdo de nimero de coOpias variadas (copy number variants CNV) do
acido desoxirribonucleico (DNA). Quando estudos de microarray foram realizados em
pacientes com transtornos do neurodesenvolvimento, um significativo nimero deles apresentou
pequenas delegbes ou duplicacdes genéticas, tornando-se um dos exames citogenéticos de
maior impacto na investigacdo deste grupo de pacientes (Schaefer, 2016).

Nos ultimos 15 anos, muitos estudos foram publicados reportando a prevaléncia de
CNVs identificadas em pacientes com TEA através do CGH-array, tanto que, atualmente o
Colégio Americano de Genética Médica recomendou recentemente o0 CGH-array genético de
primeira linha para a avaliagdo de criancas com TEA (Schaefer et al., 2013). Na amostra
apresentada, alteracdes nos exames de CGH-array foram encontradas em grande parte dos
poucos pacientes que conseguiram realizar o exame, o custo e a baixa disponibilidade de
laboratdrios capacitados para a sua realizagdo tornam a sua execucdo dificil na préatica clinica,
sobretudo no sistema puablico de saude.

A titulo de ilustracdo, a Figura 3 e a Figura 4 demonstram a complexidade do TEA

e a relacdo dos aspectos clinicos com a realizacdo de exames de investigacdo complementar.
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Figura 3. Sindrome de delecdo do cromossomo 12¢24.31-g24.33. Paciente de 3 anos de idade apresentando quadro
clinico compativeis com TEA e que apresentava quadro de baixa estatura, mal-formagdes faciais, alteracfes em
dedos das maos, polidactilia nos pés, deficiéncia intelectual grave e alteragdes estrturais cerebrais (hidrocefalia
supratentorial, hipoplasia do corpo caloso, auséncia do septo peltcido e hipomielinizacdo). O exame de CGH-
array demonstrou uma delecdo intersticial em heterozigose no cromossomo 12 (46, XY, del(12)(g24.31q24.33)
confirmando o diagnéstico etiologico do quadro (Lin et al., 2020).

Figura 4. Sindrome de Phelan-McDermid. Trata-se de uma menina encaminhada para avaliacdo aos 5 anos de
idade apresentando quadro de atraso no desenvolvimento da linguagem, dificuldades na interacdo social e
comportamentos restritos compativeis com o TEA. Ao exame fisico apresentava quadro de hipotonia e
dismorfismos faciais discretos (dolicocefalia, ponte nasal baixa e baixa implantacdo das orelhas). Exames de
neuroimagem normais e CGH-array que evidenciou microdele¢do no cromossomo 22 na regido gq13.31-q13.33
confirmando o diagnéstico de Sindrome de Phelan-Mcdermid (Lin et al., 2020).

Ambos os casos apresentados foram avaliados, investigados e diagnosticados no
AING durante a realizacdo deste projeto. Embora ambos tenham o diagnostico de TEA,
nitidamente sdo casos completamente diferentes.

Duas interessantes correlaces emergiram durante a analise dos dados: 1) a relacao
entre os dados antropométricos de peso, estatura e IMC com o perfil lipidico da populagdo com

TEA; e 2) a hiperserotoninemia sérica como um possivel biomarcador de gravidade do autismo.
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Embora muitos fatores de risco relacionados a obesidade ou sobrepeso sejam 0s
mesmos tanto para pacientes com TEA quanto para a populagdo pediatrica geral, criancas
dentro do espectro podem apresentar riscos adicionais como a seletividade alimentar, uma
menor frequéncia na pratica de atividades fisicas, uso de psicofarmacos que podem levar ao
ganho ponderal além da presenca de outras comorbidades clinicas como ansiedade, depresséo,
sintomas gastrointestinais ou distdrbios do sono, cada um deles com potencial predisposicdo ao
ganho excessivo de peso (Hill et al., 2015).

Na presente amostra, foi possivel a comparacao do estado ponderal de 236 criangas
com diagnostico de TEA (118 classificadas como leve/moderada e 118 como graves) com 236
controles saudaveis. A obesidade foi significativamente maior entre os casos com TEA
comparados aos controles (16,5% nos controles saudaveis, 28% nos casos leve/moderados e
29,7% nos quadros de autismo grave). Os niveis séricos de colesterol total, entretanto, foram
mais baixos nos autistas graves (157,20 + 27,07 mg/dL) quando comparados aos controles
saudaveis (165,95 + 38,80 mg/dL), sendo que ap6s tratamento estatistico, essa diferenca foi
considerada significativa menor.

Interessantemente, o perfil lipidico ndo se correlacionou positivamente ao IMC dos
pacientes com TEA como se poderia supor, corroborando, no entanto, estudos prévios que
indicam que a hipocolesterolemia é um aspecto comum entre pacientes com autismo (Kim et
al., 2010; Tierney et al., 2021).

O colesterol apresenta multiplas funcdes biologicas, algumas das quais poderiam
contribuir para o desenvolvimento do TEA. Sabe-se que o colesterol é um contetdo importante
para a formacdo das membranas celulares e para a mielinizagdo do SNC modula a funcéo de
receptores de ocitocina e participa nas vias metabdlicas relacionadas a neurotransmissdo
serotoninérgica (Benachenhou et al., 2019).

Uma outra correlacgdo interessante encontrada na amostra foi a presenca de elevados
niveis de serotonina sérica (281,16 + 98,27 ng/dL) nos pacientes com TEA grave quando
comparados com 0s casos leves/moderados (167,34 + 94,21 ng/dL) ou controles saudaveis
(141,92 + 64,82 ng/dL). Aplicando-se analise de regressdo univariada, verificou-se que niveis
de serotonina sérica acima de 197,15 ng/dL (mediana) representam um risco 3 vezes maior de
revelar um caso de autismo grave quando comparados com controles (2.49 OR 1C95% 1.38-
4.52) e 7 vezes maior quando comparados aos casos leves (7,2 OR 1C95% 3.94-13.14).

O nivel elevado de serotonina sérica (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) pode ser

considerado o primeiro biomarcador identificado nas pesquisas com o autismo, e permanece,
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ainda nos dias de hoje um dos tracos quantitativos mais consistentes associados ao TEA
(Veenstra-Vanderweele et al., 2012).

Na amostra apresentada, o nivel elevado de serotonina sérica nao foi apenas um
biomarcador de TEA, mas também determinante de sua gravidade. De acordo com os achados
do presente trabalho, um estudo comparativo conduzido por Abdulamir et al (2018) também
encontrou uma correlagdo positiva entre 0s aumentos nos niveis de serotonina e a gravidade do
autismo.

A fim de se explicar fisiopatologicamente essa relacéo, talvez tenha que se voltar a
atencdo ao sistema gastrointestinal (GI). Uma ampla variedade de sintomas Gl como
constipacdo, diarreia, distensdo e dor abdominal, refluxo, vomitos, alteracdo no padrédo e
consisténcia das evacuacoes e alergias alimentares sao cerca de quatro vezes mais prevalentes
em criancas com TEA quando comparados com a populacéo pediatrica saudavel (Fulceri et al.,
2016).

Um fator que pode contribuir para a presenca de distarbios Gl entre os individuos
com TEA e aanormalidade na composi¢éo da microbiota intestinal. De acordo com a literatura,
diferencas na composicao de diversas espécies de microorganismos sao encontradas quando se
compara a microbiota intestinal de autistas com a populacéo geral (Finegold et al., 2010). Estas
alteracdes na composicao podem alterar o estado imunoldgico no intestino do individuo com
autismo, levando a um quadro inflamatério que, em criancas geneticamente predispostas
tornando-as mais susceptiveis a expressar um comportamento autista (De Theije et al., 2011).

A relacdo entre alteragbes na microbiota intestinal e sintomas de TEA foi
demonstrada por nosso grupo de pesquisa em autismo em um artigo publicado em 2020.
Utilizando um modelo animal, verificou-se que uma exposicéo a elevadas doses de antibioticos
por um periodo de uma semana alterou parametros de interacdo social em peixes-zebra
expostos, indicando um envolvimento do eixo cérebro-intestino no comportamental social
(Gongalves et al., 2020).

Como uma tentativa de se fechar o ciclo, relacionando um estado inflamatorio Gl,
hiperserotoninemia sérica e sintese de 5-HT cerebral, uma hip6tese proposta (Muller et al.,
2016) é a de que durante o processo de resposta inflamatoria, células imunes como o0s
mastocitos levam a um aumento no transito intestinal aumentando a sua secre¢éo, vasodilatacdo
e permeabilidade vascular. Isto, termina por levar a distdrbios na motilidade intestinal, alteragao
na consisténcia das fezes e infiltracdo dos leucécitos na parede intestinal. Como a 5-HT pode

também ser produzida no trato Gl pelas células enterocromafins e pelas células inflamatérias
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especula-se que o seu aumento leva a um maior consumo periférico de substratos tornando-os
menos disponiveis para a producao cerebral. Dessa forma, a alteracdo da microbiota intestinal,
leva a inflamacdo e proliferacdo de células inflamatérias, que por sua vez produzem mais
serotonina periférica, indisponibilizando a matéria prima para a sua producao cerebral que pode
levar as disfuncdes cognitivas encontradas no TEA (De Theije et al., 2011).

No presente estudo, alguns achados apontam nessa direcdo: foi encontrada uma
frequéncia de historia de intolerancia alimentar nas maes (11,2%) e nos pais (8,4%) das criancas
com TEA; houve registros de uma elevada prevaléncia de infeccdo gestacional e uso de
antibidticos durante a gestacdo, o que poderia levar a alteragcbes na microbiota durante o
desenvolvimento fetal e uma significativa diferenca em relacdo a presenca de sintomas Gl entre
0s pacientes com TEA grave.

O presente estudo apresentou algumas limitacdes que devem ser colocadas para
reflexdo. A amostra foi obtida em um centro de atencdo médica especializada de nivel terciario
que possui a vantagem de contar com laboratérios, centros de neurocimagem e equipe
interdisciplinar especializada e capacitada para a investigacdo dos pacientes. Entretanto, ndo
foi possivel se certificar que todos os pacientes realizaram 0S exames em um mesmo
laboratdrio, apesar de terem sido feitos esforcos para que isso fosse atingido. Outro ponto
importante foi o fato de que ndo foi possivel se conseguir dados provenientes de criangas
saudaveis, de todas as variaveis, a fim de serem utilizados como controles. O fato de o estudo
contar com dados retrospectivos em sua natureza, permite que dados importantes sejam

perdidos ou que ndo sejam acurados.

3.5 REFLEXOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar das limitacdes, acredita-se que o presente estudo tenha conseguido atingir
seu objetivo, como um subprojeto de uma tese maior, que é o de demonstrar a profunda
complexidade e heterogeneidade do TEA. Esse €, talvez, o ponto chave para se iniciar a busca
pela compreensdo do autismo. Centenas de fatores de risco, que muitas vezes se interconectam
de formas varidveis e inconsistentes, sindromes genéticas absolutamente distintas em sua
apresentacdo clinica, mas que sdo todas diagnosticadas sob o mesmo rotulo de autismo e
explicacgdes fisiopatoldgicas complexas que conseguem fazer suposi¢Bes acerca de apenas um
grupo especifico de pacientes. Tudo isso torna muito dificil compreender o autismo como uma

entidade Unica, como um diagnostico definido.
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Como perspectiva futura, e como proximo passo desta tese, 0 objetivo sera
demonstrar que o autismo, pode ndo estar obrigatoriamente ligado a um comprometimento

funcional.
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4 SEGUNDO CAPITULO - AVALIACAO DE SINTOMAS DE AUTISMO NA
POPULACAO GERAL

4.1 INTRODUCAO

Uma vez que se pretende avangar na compreensdo e definicdo do TEA ndo como
um diagndstico especifico, mas como um sintoma, deve-se poder observar a sua presenca nao
apenas no ambiente clinico associado a um comprometimento funcional importante, mas
também na populacéo geral e plenamente funcional.

Como vimos na segédo anterior, tradicionalmente, o TEA sempre foi considerado
uma condicdo clinica distinta da populacdo geral, como um diagnéstico a ser realizado.
Entretanto, dada as evidéncias de sua complexidade e do amplo grau de variacdo na gravidade
de sua apresentacao pode ser esperado que tragos autistas possam ser encontrados distribuidos
na populacdo (Constantino e Todd, 2003).

A apresentagdo subclinica de um ou mais comportamentos ou tragos
qualitativamente similares aos aspectos encontrados no autismo foi denominado Fenoétipo
Ampliado do Autismo (FAA) e foi inicialmente descrito em familiares de criangcas com TEA
(Baron-Cohen e Hammer, 1997). Leo Kanner, considerado o pai do autismo, em suas descri¢cdes
iniciais de 11 casos ja havia relatado que muitos dos pais de seus pacientes eram “muito
inteligentes” com atributos educacionais e profissionais extraordinarios. Ao mesmo tempo, ele
via sinais sutis, nestes pais, similares aos encontrados em seus pacientes, incluindo a obsessao
a detalhes, uma inadequacdo social e comportamentos mais rigidos (Kanner, 1943).

Posteriormente, evidenciou-se que o FAA poderia se estender a populacdo geral
inclusive entre individuos sem histéria familiar ou qualquer relacdo com o autismo. Deste
modo, o significado da palavra espectro, no TEA, ganhou novos contornos chamando a atengédo
de que os tracos autistas ndo sdo apenas heterogéneos em sua natureza, mas também muito
variaveis em seus niveis de gravidade podendo ser encontrado até mesmo em nivel subclinico
(Baron-Cohen, 2008).

E importante notar que as pessoas com o FAA ndo sdo funcionalmente
comprometidas. Entretanto, assim como outros sintomas, estes tracos podem levar a um
impacto no funcionamento diério. Individuos com o FAA podem apresentar habilidades
intactas em alguns ambientes, demonstrando uma interagdo social rotineira adequada ou ainda

mantendo dialogos com pessoas familiares e que compartilham de seus interesses. As fraquezas
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e dificuldades, no entanto, podem se tornar mais aparentes fora das situag6es habituais, levando
a dificuldades de relacionamento, na formacgdo de sistemas de suporte social e por vezes
sensacdo de soliddo. Individuos dentro do FAA podem ainda demonstrar comprometimentos
nas realizagdes profissionais, regulacdo emocional e na capacidade de lidar com diferentes
situagOes (Stevenson e Hart, 2017).

N4o se pretende aqui minimizar o impacto do TEA na vida de milhdes de familias
ao redor do mundo, entretanto, a compreensao e a defini¢do do autismo, passa pela necessidade
de se aventar a possibilidade de que ela se aproxime muito mais de um sintoma que um
diagndstico em si.

Um exemplo de situacdo semelhante seria a cefaleia, também conhecida como “dor
de cabeca”, uma experiéncia quase universal. De acordo com a Sociedade Internacional de
Cefaleias (International Headache Society) existem mais de 150 tipos diferentes de cefaleias.
Algumas delas sdo consideradas incapacitantes, outras, continuas e de fraca intensidade, e
outras associadas a situacdes muito especificas. Sua fisiopatologia ainda ndo foi completamente
compreendida. Centenas de fatores causais ja foram catalogadas podendo a cefaleia ser primaria
ou secundaria, genética ou adquirida. Além disso, incontaveis fatores podem influenciar na
gravidade de sua apresentacdo e encontra-se associada a diversas comorbidades (Rizzoli e
Mullally, 2018).

Ainda assim, a humanidade convive, as vezes de forma melhor, outras vezes pior,
com este que é considerado um dos sintomas clinicos mais comuns. Possivelmente, seja assim
com o autismo. Para isso, 0 objetivo desde estudo foi verificar a presenca de sintomas de TEA

em uma populagdo representativa de estudantes universitarios do Estado de Santa Catarina.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Populagéo, instrumentos e procedimentos

Foram avaliados estudantes de graduacdo regularmente matriculados em
universidade e centros de ensino superior, publicos e privados, localizados no Estado de Santa
Catarina.

O estudo baseou-se na aplicacdo de um questionario eletronico acessado através de

um endereco eletronico ou compartilhado através das redes sociais ou aplicativos de mensagens
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particulares de cada estudante e continha perguntas acerca de dados sociodemogréaficos (idade,
sexo, curso de graduacdo), clinicos (historia pregressa de diagndstico de transtorno
neuropsiquiatrico) e o questionario Autism Spectrum Quocient (AQ) (Anexo E) em sua versdo
validada e traduzida para o portugués.

O questionario eletrénico foi desenvolvido de modo que a sua primeira pagina
continha o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo A) que continha toda a
fundamentacdo teorica do estudo, seus riscos e beneficios, a metodologia utilizada pelos
pesquisadores para garantir a privacidade e o sigilo dos dados e os procedimentos para a coleta
de dados. Uma vez lido, o direcionamento a pagina contendo as perguntas sé era permitido ap6s
o aluno fornecer seu consentimento pressionando “sim” em uma caixa de resposta. Caso a
resposta fosse negativa a pagina se fechava automaticamente, ndo permitindo o acesso as
perguntas. Uma vez concordando, o questionario poderia ser respondido uma Unica vez.

Os estudantes foram recrutados através de um website de internet criado pelos
pesquisadores contando com endereco e dominios Unicos onde o questionario aplicado foi
hospedado em um servidor seguro através do qual as repostas dos estudantes era criptografado
antes de ser enviado aos pesquisadores.

Os participantes também foram recrutados através das midias sociais pertencentes
as associacdes atléticas e académicas das diversas disciplinas de cada um dos cursos de
graduacdo de Santa Catarina que por sua vez possuiam o contato dos alunos quer através de
correio eletrénico, quer atraves das midias sociais, pessoas ou por meio de aplicativos de
mensagens eletronicas (WhatsApp).

O instrumento de coleta de dados consistia, principalmente, na aplicacdo de uma
escala de avaliacdo de sintomas de autismo. O AQ é um questionario contendo 50 perguntas
auto-aplicaveis desenhado para avaliar os sintomas centrais e os tracos de personalidade
associados ao TEA, na populagéo adulta, tanto em ambiente clinico quando na populacéo geral.
Cada item deste questionario contém uma frase que 0s sujeitos respondem em uma escala
Linkert de quatro pontos (“concordo totalmente”, “concordo parcialmente”, “discordo
parcialmente” e “discordo totalmente”). Posteriormente, cada item do AQ era computado de
maneira binaria, de modo que as respostas poderiam ser traduzidas em ndmeros, sendo o
numero “um” direcionando ao TEA e “zero” direcionando a auséncia do sintoma. Os itens eram
entdo somados levando a um total possivel de 50 pontos. Escores mais altos indicavam uma
maior possibilidade de TEA, determinando-se um ponto de corte de 32 pontos na identificacdo

de individuos com niveis significativos de tragos de autismo (Baron-Cohen et al., 2001).
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O AQ também foi posteriormente dividido em cinco subescalas (habilidades
sociais, mudanca de atencéo, atencdo a detalhes, comunicacédo e imaginacdo) seguindo-se a
pontuacgdo binaria descrita anteriormente, sendo o nimero “um” sugerindo autismo ¢ “zero” a
auséncia de tracos autistas. Em 24 assertivas a pontuacao “um” era dada as respostas “concordo
totalmente” e “concordo parcialmente” (assertivas 2, 4, 5,6, 7,9, 12, 13, 16, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 26, 33, 35, 39, 41, 42, 43, 45, 46) e em 26 assertivas para “discordo parcialmente” ou
“discordo totalmente™ (assertivas 1, 3, 8, 10, 11, 14, 15, 17, 24, 25, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34,
36, 37, 38, 40, 44, 47, 48, 49, 50). Os resultados em cada uma das cinco subescalas variaram
de 0 a 10 e, novamente, quanto maior o valor encontrado, mais significativos eram os tragos de
TEA (112). Para este estudo, foi utilizada a versao traduzida e validada para a lingua portuguesa
do AQ (Sato et al., 2009).

Uma vez obtidas as respostas, os estudantes de graduacéo foram divididos em oito
areas de ensino superior: ciéncias agrarias, ciéncias bioldgicas, engenharia, ciéncias da salde,
ciéncias humanas, linguistica letras e artes, ciéncias sociais, tecnologia e ciéncias exatas e da
terra, de acordo com o Ministério da Educacéo e Cultura do Brasil (Ministério Da Educagao,
2020).

A privacidade e a confidencialidade dos sujeitos e dos dados foram garantidas, uma
vez que nenhum dado de identificagdo nominal foi incluido no estudo. O projeto foi submetido
e aprovado pelo comité de ética e pesquisa em seres humanos da Universidade do Sul de Santa
Catarina (n°3.265.914/CAAE: 04701218.4.0000.5369) (Anexo E).

4.2.2 Anélise estatistica

A anélise inferencial dos dados foi realizada utilizando-se o software IBM
Statistical Package for the Social Sciencies (SPSS) verséo 21.0 (Ibm Corporation, 2012).

Nesta pesquisa foi utilizada a analise descritiva de frequéncias. Os resultados da
caracterizacdo da amostra foram representados por n (niumero absoluto) e % (porcentagem). Os
achados da caracterizacdo Quociente de Espectro do Austismo os achados foram representados
por médiazdesvio padréo (DP).

Inicialmente para as variaveis quantitativas foi realizado o teste de normalidade de
Komogorov-Smirnov e apds pela distribuicdo ndo normal optou-se pelo valor de p do Teste H
de Kruskal-Wallis seguido do post-hoc de Dunn. Foi considerado como diferenga

estatisticamente significativa um valor de p<0,05.
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As tabelas foram construidas no Microsoft Excel e as figuras no Graph Prism versdo
5.0 (Graph Prism Verséao 5.0., 2012).

4.3 RESULTADOS

Um total de 1167 estudantes de graduacdo responderam ao questionario e
compuseram a amostra total, sendo 831 (71,2%) dos estudantes do género feminino e 334 do
género masculino (tabela 6). Em relagédo a idade, os alunos foram divididos em intervalos, sendo
o intervalo de idade com maior prevaléncia de 18 a 21 anos totalizando 577 (49,4%) dos
estudantes. Histdria pregressa de diagnostico de transtorno neuropsiquiatrico foi reportado por
310 (26,5%) dos estudantes.

Do total de estudantes analisados, de acordo com o questionario aplicado, 44 (3,8%)
apresentavam sintomas clinicos compativeis com TEA. A area do conhecimento de maior
prevaléncia de recebimento de respostas foi representada pelas ciéncias da salde

correspondendo a 629 (53,9%) dos questionarios respondidos.
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Tabela 6. Caracteriza¢do da amostra de alunos participantes do estudo. S&o analisados variaveis
como sexo, idade, diagnostico prévio, escore e area do conhecimento em curso.

Variaveis n (%)
Sexo
Feminino 831 (71,2)
Masculino 334 (28,6)
Né&o respondeu 2(0,2)
Idade
18 a21 anos 577 (494)
22 a 24 anos 309 (26,5)
25 a 27 anos 124 (10,6)
28 a 30 anos 54 (4,6)
30 anos ou mais 103 (8,8)
Diagndstico Prévio
N4o 857 (73,1)
Sim 310 (26,5)
Escore
Sem Sinais Sugestivos 1123 (96,2)
Sinais Clinicos Compativeis com TEA 44 (3,8)
Area do Conhecimento
Ciéncias da saide 629 (53,9)
Engenharias 143 (12,3)
Ciéncias sociais aplicadas 103 (8,8)
Ciéncias humanas 97 (8,3)
Ciéncias exatas e da terra 88 (7,5)
Ciéncias bioldgicas 46 (3,9)
Ciéncias agrarias 28 (24)
Outras 25(21)
Linguistica, letras e artes 8(0,7)

TEA (Transtorno do Espectro Autista)

Quando se avaliou a presencga de sintomas compativeis com TEA de acordo com cada

area de conhecimento, verificou-se que a area de conhecimento que teve maior porcentagem de

individuos com tragos autistas foi a de Linguistica, letras e artes com 12,5%, seguido pelas

Engenharias com 6,9% (Tabela 7).
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Tabela 7. Associacgdo entre as areas de conhecimento e sintomas sugestivos ou ndo de TEA nos
alunos participantes do estudo. A tabela demonstra a relagao entre a area de conhecimento com

o score AQ.

Area do conhecimento

score AQ > 32 n (%)

score AQ > 32 n(%)

Ciéncias da satde
Engenharias

Ciéncias humanas
Ciéncias sociais aplicadas
Linguistica, letras e artes
Ciéncias agrarias
Ciéncias exatas e daterra
Ciéncias bioldgicas
Outras

604 (96,1) 25 (39)
133 (93,1) 10 (69)
94 (97) 3(3)
100 (97.1) 3(2,9)
7(875) 1(125)
28 (100) 0(0)
86 (97,7) 2(2,3)
46 (100) 0(0)
25 (100) 0(0)

AQ Autism Spectrum Quocient

Em relacdo aos dominios do Quociente de Espectro do Autismo, no dominio habilidades

sociais (figura 5) a média dos estudantes das ciéncias sociais foi de 2,28+2,02, apresentando

uma tendéncia ao menor escore estatisticamente significativo em comparacdo com 0s

estudantes de graduacgéo das ciéncias sociais que obtiveram 3,24+2,20, seguindo aos estudantes

de ciéncias exatas e da terra com média de 3,40£2,17 e com os estudantes de ciéncias bioldgicas

com média de 3,72+2,34.
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Figura 5. Comparagdo entre as areas de conhecimento em relacéo as habilidades sociais. Valores expressos em
Média + Desvio Padrdo, significancia quando p<0,05. Teste estatistico aplicado: teste de normalidade de
Komogorov-Smirnov e ap6s pela distribuicdo ndo normal optou-se pelo valor de p do Teste H de Kruskal-Wallis

seguido do post-hoc de DUM.
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Na subescala mudanca de atencdo (figura 6), os maiores escores foram encontrados

entre os alunos de linguistica, letras e artes (7,38+1,51) e 0s menores, ciéncias humanas

(5,43%1,96).
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Figura 6. Comparagdo entre as areas conhecimento em relagdo a mudanca de atencdo. Valores expressos em
Média + Desvio Padrdo, significancia quando p<0,05. Teste estatistico aplicado: teste de normalidade de
Komogorov-Smirnov e apos pela distribui¢cdo ndo normal optou-se pelo valor de p do Teste H de Kruskal-Wallis

seguido do post-hoc de DUM

No dominio atencdo aos detalhes (figura 7), a média dos estudantes de ciéncias da saude

foi de 4,96+2,28 tendo uma menor media estatisticamente significativa em comparagdo com 0s

estudantes de engenharia que obtiveram com média 5,93+2,11. Quando comparados 0S

estudantes de engenharia com os estudantes de ciéncias humanas, que tiveram como meédia

4,99+2 27, os estudantes de engenharia também obtiveram uma média maior para a aten¢do aos

detalhes.
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Figura 7. Comparagdo entre as areas de conhecimento em relacéo a aten¢do aos detalhes.Valores expressos em
Média + Desvio Padrdo, significAncia quando p<0,05. Teste estatistico aplicado: teste de normalidade de
Komogorov-Smirnov e ap6s pela distribuicdo ndo normal optou-se pelo valor de p do Teste H de Kruskal-Wallis
seguido do post-hoc de DUM.

Em relacdo as habilidades de comunicagéo (figura 8) a média dos estudantes de ciéncias
da saude foi de 3,16+1,89 tendo uma menor média estaticamente significativa em comparagao
com os estudantes de ciéncias agrarias que obteve 4,39+1,95 e quando comparado as ciéncias

sociais com este grupo a média foi de 3,02+1,71 sendo estaticamente significativa menor.
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expressos em Média + Desvio Padrdo, significancia quando p<0,05. Teste estatistico aplicado: teste de
normalidade de Komogorov-Smirnov e apés pela distribuicdo ndo normal optou-se pelo valor de p do Teste H de
Kruskal-Wallis seguido do post-hoc de DUM

Finalmente, em relacdo a subescala que avalia a capacidade de imaginacao (figura
9) a média dos estudantes de ciéncias da saude foi de 2,89+1,75 tendo uma média menor
estatisticamente significativa em comparagdo com os estudantes de engenharia que obtiveram
uma média de 3,45+1,87. E este grupo também teve uma média maior e estatisticamente

significativa em comparagdo as ciéncias humanas, que obteve 2,58+1,55.
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Figura 9. Comparacdo entre as areas de conhecimento em relacdo a imaginacdo.Valores expressos em Média +
Desvio Padrdo, significancia quando p<0,05. Teste estatistico aplicado: teste de normalidade de Komogorov-
Smirnov e ap6s pela distribuicdo ndo normal optou-se pelo valor de p do Teste H de Kruskal-Wallis seguido do
post-hoc de DUM
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4.4 DISCUSSAO

A avaliacdo de estudantes de graduacdo em pesquisas cientificas, sobretudo em
estudos psicoldgicos e transculturais € uma pratica extremamente comum devido a algumas
vantagens apresentadas. Em geral, tal amostra populacional apresenta facilidades no
recrutamento, menor custo de administracdo e chances menores de vieses de amostra ou de
resposta (Arnett, 2008).

Ao contrario do que se poderia supor, uma amostra composta por estudantes
universitarios, abrangendo centros de ensino publico e privados, pode ser considerada
homogénea mesmo do ponto de vista econémico. Em estudo realizado em 2017, utilizando os
dados da Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD) demonstrou que tanto em
escolas pablicas ou privadas de ensino superior, a faixa de distribuicdo de renda dos alunos
variava muito pouco (Malbouisson et al., 2017).

O presente estudo foi realizado utilizando uma amostra contendo mais de mil
estudantes universitarios de escolas publicas ou privadas localizadas no Estado de Santa
Catarina, sendo utilizado como instrumento de coleta de dados, um questionario eletrénico.

A utilizacdo de questionarios eletrnicos resulta em diversas vantagens. De
acordo com Vickair et al. (2010) tal metodologia permite um alcance potencialmente global da
amostra, uma vez que mais de 90% dos estudantes universitarios tem acesso diario a internet e
a redes de contato social. Além disso, pode ser administrado de uma forma rapida, a um menor
custo e de modo mais eficiente devido a sua conveniéncia de preenchimento. Finalmente, é um
método seguro garantindo a privacidade e anonimidade dos participantes.

Avaliando um total de 1167 estudantes, verificou-se um predominio de individuos
do sexo feminino, com cerca de 70% da amostra, com uma idade, em sua maioria, na faixa entre
18 e 21 anos.

Atualmente, no Brasil, as mulheres constituem a maioria entre os estudantes de
nivel superior, tal fato, deriva-se da maior escolarizacdo feminina em geral (respondem por
52% das matriculas no ensino médio no pais), apresentam menores taxas de repeténcia e evasao
escolar e uma taxa maior de conclusdo do ensino médio. Desta forma, o sexo feminino
representa 53,8% das matriculas no ensino superior publico e 58,6% no privado, 66% dos
estudantes de pds graduacdo a nivel de mestrado e 50,8% de doutorado (Barros e Mourdo,
2018).
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Em relacdo a presenca de historico pregresso, cerca de 27% dos estudantes
relataram ter tido diagnostico prévio de algum transtorno neuropsiquiatrico, que nao o autismo.
Em 2008, Stallman e Shochet avaliaram a prevaléncia de transtornos e queixas relacionadas a
satde mental em uma amostra predominantemente feminina de 1168 estudantes universitarios,
evidenciando que cerca de 24,4% apresentavam questdes psiquiatricas e comportamentais
graves e 45% leves a moderados sendo, muitas vezes, subdiagnosticados (Stallman, 2008).

Em relacdo ao TEA, a aplicacdo de uma escala de avaliacdo de sintomas de autismo
evidenciou que 3,8% da amostra apresentava sinais clinicos compativeis com TEA, de acordo
com a pontuacdo de corte proposta. Estudos avaliando sintomas de TEA em estudantes de
graduacdo variam muito. Em 2011, White et al. (2011) avaliou um grupo de 667 estudantes de
graduacdo (228 homens e 439 mulheres) aplicando o questionario AQ e verificando que 1,9%
da amostra apresentava sinais clinicos de TEA (White et al., 2011; Pesonen et al., 2020).

Em outro estudo, com uma amostra maior de individuos, pesquisadores avaliaram
2819 estudantes (1328 homens e 1491 mulheres) de graduacgédo de 9 diferentes instituicoes de
ensino superior localizadas na Pol6nia chegando a uma prevaléncia de 1,56% da amostra com
sinais compativeis com TEA (Pisula et al., 2013).

Outro estudo, realizado em 2005, avaliando 100 individuos com idades entre 18 e
25 anos (40 homens e 20 mulheres), verificou que 7,34% dos estudantes apresentavam sinais
clinicos compativeis com TEA de acordo com o questionario (AQ) aplicado (Woodbury-Smith
et al., 2005).

Mais interessante que os dados de frequéncia total de sintomas clinicos compativeis
com o TEA, é a avaliacdo e correlagdo das diferentes subescalas de sintomas de acordo com as
areas de conhecimento dos estudantes de graduacdo.

Uma excecdo foi representada pelos estudantes de Linguistica, literatura e artes.
Embora tenham sido representados por apenas 8 estudantes, todos eles provenientes de cursos
superiores de musica, 1 deles apresentou sinais compativeis com TEA (12,5%), sendo ainda
que, em geral, os escores obtidos nas subescalas do ASQ (habilidades sociais, mudanca de
atencdo, comunicacdo e imaginacdo) foram maiores que de todas as outras areas do
conhecimento.

Em 2019, Wenhart et al. avaliaram a presenca de tracos de autismo em musicos
profissionais (64 profissionais de musica erudita com média de 25 anos de idade) sendo que 31
deles apresentavam Absolute Pitch (Afinacao Perfeita — AP) e 33 apresentavam Relative Pitch

(Afinacdo Relativa — AR). Dos musicos com AP, 20,48% apresentavam sintomas compativeis
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com TEA enquanto 16,88% dos musicos com AR apresentaram resultados acima do ponto de
corte. Além disso, as idades de inicio da pratica do instrumento foram em média 5,97 anos (AP)
e 7,12 anos (AR). Finalmente, o tempo diario dedicado ao estudo do instrumento foi de 11,96
horas/dia (AP) e 13,73 horas/dia (AR) em média (Wenhart et al., 2019).

E possivel que caracteristicas centrais do autismo favorecam o sucesso em uma area
profissional tdo dificil quanto a musica erudita. A AP por exemplo, pode ser definida como a
rara habilidade em identificar ou produzir um tom musical corretamente, sem o auxilio de
instrumentos de apoio. Frequentemente considerado um reflexo de talento musical, pode, no
entanto, estar associada a hiper-reatividade sensorial encontrada no autismo (Bonnel et al.,
2003).

Em estudo realizado por Dohn et al. (2012), comparando 16 mdsicos com AP, 18
sem AP e 16 individuos sem habilidades musicais, verificaram que os musicos com AP
apresentaram escores mais altos no AQ e obtiveram ainda pontua¢des mais elevadas nas
subescalas de habilidades sociais, mudancga de atencdo, atencdo a detalhes, comunicacdo e
Imaginacdo, corroborando os achados do presente estudo.

E possivel especular que a presenca de tracos de autismo, como habilidades
sensoriais especificas para a masica, tenha direcionado os estudantes de musica erudita, desde
cedo, a se interessar por um instrumento musical. Além disso, sintomas de TEA como
resisténcia a mudancas na rotina, favoreceriam a afinidade por musicas e partituras com todas
as suas regras rigidas. Finalmente, as dificuldades de interacdo social e o interesse restrito,
inerentes ao autismo, permitiriam também as horas incessantes de estudo necessarias na pratica
de um mdasico erudito profissional.

O mesmo pode ser dizer também dos estudantes de Engenharia, em que 6,9%
apresentaram sintomas compativeis com TEA e de Ciéncias exatas. Ambas as areas de
conhecimento obtiveram pontuagdes significativamente maiores em relacdo as habilidades
sociais, atencéo a detalhes e imaginagao.

Estes dados corroboram os achados de Baron-Cohen et al. (2001) que avaliaram
840 estudantes de graduagdo, comparando a presenca de sintomas de TEA, de acordo com o
questionario AQ, entre estudantes de ciéncias (engenharias, ciéncias da computacdo,
matematica e fisica) e os demais estudantes. Foi observado que pessoas profissionalmente
envolvidas com ciéncias apresentaram pontuagfes mais elevadas, tanto na pontuacéo total
guanto nas subescalas, evidenciando que pode existir uma ligacao entre a presenca de tragos de

autismo e a escolha profissional.
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Novamente, é possivel que caracteristicas como resisténcia a mudanca de regras e
rotinas, uma alta atencdo a detalhes, menor intensidade de variagcdo nos niveis de atencao e
maior afinidade para o pensamento concreto, favorecam as carreiras que dependem de alta
afinidade por nimeros e célculos.

A competéncia matematica € uma habilidade que o individuo tem de desenvolver e
aplicar o pensamento matematico (pensamento logico e espacial) e suas representacGes
(modelos, graficos e tabelas), a fim de resolver uma série de problemas. Tal habilidade demanda
um profundo conhecimento de regras, algoritmos e métodos de processamento numérico. Para
tanto, aspectos cognitivos favoraveis a matematica seriam a memoria declarativa, memoria de
trabalho e velocidade de processamento espacial que poderiam ser encontradas em maior nivel
entre os individuos com TEA (Peklari, 2019).

De fato, umas das teorias que tentam explicar o autismo é a teoria da alta-
sistematizacdo e baixa-empatia. De acordo com esta teoria, o cérebro humano possui um
mecanismo de sistematizacdo. A sistematizacdo é o modo através do qual o cérebro consegue
prever alteragdes, e as alteragdes podem ser altamente regulares, obedecendo regras e padroes
(por exemplo o nascer e o por do sol, as estacdes do ano, as sequéncias das notas musicais e as
regras numericas e matematicas). Dessa forma, o cérebro autista seria um cérebro altamente
sistematizado tornando-0 menos apto a lidar com os aspectos irregulares da vida diaria como a
interacdo social (Baron-Cohen, 2006).

Dessa forma, o autismo como um sintoma, pode ser encontrado na populagéo geral,
sem estar diretamente relacionado a algum prejuizo funcional, por vezes, favorecendo a escolha
ou mesmo conferindo as habilidades necessarias para a execugdo de um trabalho, devendo ser
adequadamente direcionado e estimulado.

O presente subprojeto apresentou limitagbes. Apesar das vantagens descritas
inicialmente no texto, a utilizagdo de amostras de estudantes de graduagdo ndo pode ser
considerada totalmente representativa da populacdo geral. E possivel que ela represente um
extrato especifico da sociedade com pouca variagdo no nivel socioecondmico e educacional.
Além disso, ndo foi uma amostra equilibrada, tendo um excesso de participantes do sexo
feminino (o TEA é uma condi¢do predominantemente masculina, seria possivel encontrar
numeros diferentes caso a amostra tivesse maior representatividade masculina). Finalmente, as
areas de conhecimento também ndo foram representadas de forma equanime. Os cursos das
areas de saude tiveram uma taxa de resposta muito maior (talvez pelo interesse relacionado ao

tema) enquanto que outras areas tiveram uma taxa de resposta muito menor (talvez pelo numero
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de alunos em cada curso, que varia ou talvez pelo menor interesse em responder a questionarios

extensos).

4.5 REFLEXOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar das limitagGes, o subprojeto apresentado parece ter cumprido o seu papel,
que era o de demonstrar a possibilidade de se encontrar sintomas de autismo na populagéo geral,
em individuos funcionais e sem definicdo diagnostica.

Sendo o autismo um sintoma e ndo um diagnostico, qual seria o papel de um
laboratorio pré-clinico de pesquisa do autismo? Seria possivel se estruturar e caracterizar um
modelo animal de autismo que permitisse a inducao deste sintoma?

Essa possibilidade serd abordada no subprojeto a seguir onde o estudo procurara

demonstrar um modelo animal de autismo, suas vantagens, desvantagens, e aplicagfes futuras.
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5 TERCEIRO CAPITULO — O ENVOLVIMENTO DO METABOLISMO DO
COLESTEROL NA FISIOPATOLOGIA DO AUTISMO

5.1 INTRODUCAO

Ao longo da histéria, um grande nimero de pesquisas buscou, até 0 momento sem
sucesso, identificar uma teoria cognitiva ou ainda uma causa neurobiolégica comum para o
autismo (Ure et al., 2018). Uma vez que se verifica uma inabilidade em uma Unica teoria
cognitiva explicar todas as diferentes apresentacdes clinicas do TEA e dada a identificacdo de
um numero crescente de genes relacionados ao autismo, muito mais que uma entidade
diagndstica Unica, existem varios caminhos gque sugerem o autismo como multiplas condicdes
(atualmente chamadas de transtornos do espectro do autismo) que compartilham sinais e
sintomas (Wozniak et al., 2017). Assim, o TEA seria muito mais um sintoma ou um conjunto
de sinais e sintomas que um Unico diagnostico.

Happé et al. (2006) j& havia chamado a aten¢do da comunidade cientifica de que a
heterogeneidade clinica do autismo se tornaria um desafio intransponivel na compreensdo e no
desenvolvimento de tratamento. De fato, apesar dos melhores esforgos, ainda ndo existe um
consenso quanto ao melhor tratamento a ser administrado a pessoas com autismo. Stahmer et
al. (2011) apontam que, para cada tratamento proposto, € comum que 50% dos pacientes
apresentem uma melhora significativa, enquanto que a outra metade demonstre apenas ganhos
modestos ou limitados.

A pesquisa do autismo, entdo, passa a ser um exercicio muito mais individual, onde
caracteristicas clinicas e laboratoriais se unem formando pequenos grupos com caracteristicas
similares auxiliando no direcionamento de esforgos diagnosticos e terapéuticos para um dos
varios tipos de autismos.

A exemplo disso, uma das formas atuais de se estudar o TEA € através da busca de
diferentes subtipos genéticos de autismo a fim de se obter uma amostra clinica mais homogénea.
Essa metologia deu origem ao conceito de “autismo sindromico”, quando o TEA encontra-se
associado a um ou mais sinais e sintomas morfoldgicos que auxiliam na identificacdo de
doengas genéticas especificas, ao contrario do “autismo nao-sindromico” que caracteriza um
TEA idiopatico ndo associado a nenhum sinal ou sintomas especificos (Cohen et al., 2005).

Um bom exemplo é a sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLO), inicialmente descrita

em 1964 por trés pediatras, David Smith, Luc Lemli e John Opitz que relataram trés casos que
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apresentavam em comum caracteristicas faciais distintas, microcefalia, cristas alveolares
alargadas, hipospadia e atraso global do desenvolvimento (Smith et al., 1964).

Interessantemente, uma significativa parcela dos pacientes com SLO apresentam
sinais e sintomas tipicos do TEA, ndo apenas 0s sintomas centrais mas também vérias de suas
caracteristicas secundarias e comorbidades como dificuldades de sono, seletividade alimentar
e alteracOes sensoriais (Freeman et al., 2013). Em uma coorte de pacientes com SLO publicada
por Sikora et al. (2006) verificou-se que 86% dos pacientes preenchiam critérios diagndsticos
para TEA, concluindo-se que os sinais de autismo podem ser considerados universais em
pacientes com SLO.

Fisiopatologicamente, observou-se que o0s pacientes com SLO apresentavam niveis
extremamente baixos de colesterol sérico bem como niveis praticamente indetectaveis de acidos
biliares urinarios. Posteriormente, uma analise dos niveis plasmaticos de esterois levou a
descoberta de niveis centenas de vezes maiores de 7-dehidrocolesterol (7DHC), sugerindo uma
deficiéncia de 7-dehidrocolesterol redutase (DHCR7), enzima localizada no final da cadeia de
biossintese do colesterol (Irons et al., 1993).

De todas as sindromes genéticas, a SLO é a que apresenta uma relacdo mais
préxima com o autismo e a sua estreita relacdo fisiopatologica com o metabolismo do colesterol
poderia sugerir que um envolvimento do colesterol no autismo em geral.

Inicialmente descrita no final da década de 1960 por Andreas Rett, a Sindrome de
Rett (RS) é considerada a forma mais devastadoras de TEA. Com uma frequéncia de
aproximadamente 1 caso para cada 10 mil nascidos vivos, a RS afeta quase que exclusivamente
meninas. Clinicamente, caracteriza-se por periodo inicial de desenvolvimento neurol6gico
normal até os 18 meses de idade, seguido por uma rapida deterioracdo clinica, perda da fala
expressiva e de habilidades motoras que sdo substituidas por movimentos manuais
estereotipados, crises epilépticas, disturbios respiratorios e sintomas autisticos (Neul et al.,
2014). A RS foi também o primeiro transtorno dentro do espectro do autismo a ser
geneticamente identificado, quando a descoberta sua relagdo com mutacdes no gene Methyl
Cp6 biding protein 2 (MECP2) (Amir et al., 1999).

No ano de 2013, avaliou-se o perfil lipidico de pacientes com RS demonstraram
alteracdes nos niveis séricos de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). Além disso, em modelos animais da RS, foi demonstrado que a utilizacdo de

estatinas (inibidores farmacoldgicos da biossintese de colesterol) poderia corrigir estes
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desequilibrios, aliviando sintomas e sugerindo que o metabolismo do colesterol pode estar
alterado em pacientes afetados pela RS (Segatto et al., 2014).

Finalmente, hd de se citar a sindrome do X-fragil (FXS) considerada a causa
hereditaria mais comum de e a causa genetica mais comumente identificada de TEA (Crawford
et al., 2001). De acordo com Berry-Kravis et al. (2015), anormalidades no perfil lipidico foram
relatados em pacientes com FXS com 26% a 35% dos individuos acometidos apresentando
colesterol total abaixo do percentil 10 e mais de 20% preenchendo critérios laboratoriais para

hipocolesterolemia (Berry-Kravis et al., 2015).

5.1.1 Colesterol, cérebro e neurodesenvolvimento

O colesterol é uma das moléculas mais polivalentes na biologia humana sendo um
componente fundamental dos hormonios esterdides, incluindo a pregnenolona, estrogénio,
progesterona, testosterona, vitamina D e &acidos biliares (envolvidas na digestdo, absorcdo e
excrecdo de lipideos) (Orth, 2012). Considerando-se especificamente o SNC, o cérebro contem
23% de todo o colesterol corporal embora represente apenas 2% do peso corporal total,
indicando a importancia desta molécula para o seu funcionamento (Dietschy, 2009).

Este lipideo exerce um papel crucial no desenvolvimento e no funcionamento
neuronal, sendo um constituinte da bainha de mielina e das membranas celulares.
Especificamente, o colesterol € um dos componentes centrais que formam as vesiculas
sinapticas: sua formacdo, morfologia e liberacdo sdo criticamente dependentes deste lipideo
(Pfrieger, 2003).

No autismo, em estudo realizado por Benachenhou et al. (2019), comparando-se 79
individuos com autismo e 79 individuos saudaveis, verificou-se que a prevaléncia de
hipocolesterolemia era trés vezes maior no primeiro grupo. Sugeriu-se entdo que alteracdes na
biossintese do colesterol impactam o funcionamento de receptores cerebrais, na sinaptogénese,
mielinizacdo, sintese de hormonios esterdides e, subsequentemente, no desenvolvimento final

do SNC resultando em varias das caracteristicas encontradas no TEA (Aneja e Tierney, 2008).
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5.2 OBJETIVOS

5.2.1 Objetivos gerais

e Caracterizar o envolvimento do metabolismo do colesterol em ratos submetidos ao

modelo de indugdo do TEA pelo valproato de sodio.

5.2.2 Objetivos especificos

o Auvaliar parametros de locomocao através do teste do campo aberto e comportamento
do tipo autista nos dias 29 e 30 pds-natal, através de testes de interacdo social e teste do
das bolas de gude em ratos machos submetidos ao modelo animal de TEA e expostos a
atorvastatina ou sinvastatina,;

o Realizar a dosagem de colesterol total no sangue periférico dos ratos expostos ao
modelo animal de TEA e posteriormente tratados com atorvastatina ou sinvastatina;

o Avaliar parametros de estresse oxidativo — dosagem da atividade da superoxido
dismutase (SOD), medida dos niveis de oxidagao de 2’°,7’-diclorofluoresceina (DCFH),
sulfidrila e medida dos niveis de substincias reativas ao &cido tiobarbitlrico
(thiobarbituric acid reactive substances — TBA-RS) no cortex e cerebelo de ratos

machos submetidos ao modelo animal de TEA e expostos a atorvastatinaou sinvastatina.



70

5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram realizados de
acordo com as recomendac0es internacionais para o cuidado e o0 uso de animais de laboratorio,
além das recomendacdes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento para
cuidados com animais. Este estudo foi submetido & avaliagio do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e aprovado sob
protocolo numero 049/2020-1 (ANEXO F).

5.3.2 Protocolo de exposicdo ao valproato de sodio (VPA)

Ratas Wistar foram acasaladas ao serem colocadas em caixas contendo os machos
em uma proporcdo de 2 fémeas para cada 1 macho ao final de um periodo de vigilia. Apds o
inicio de um novo ciclo de vigilia, uma lavagem vaginal foi feita para avaliar a prenhez. A
presenca ou ndo do conteddo seminal foi determinada através de microscopia Optica. Fémeas
que tiveram contetdo seminal positivo foram marcadas como dia “zero” da gestagdo no
momento da visualizagdo desse contelddo. Essas fémeas, agora denominadas matrizes, foram
divididas em dois grupos (16 matrizes em cada) e foram alocadas em caixas individuais durante
todo o periodo gestacional. No décimo-segundo dia de gestagdo, as matrizes receberam: 1)
administracdo intraperitoneal (i.p.) em dose unica de 500mg/kg de VPA (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) dissolvida em solugdo salina a 0,9%, pH 7,4, (16 matrizes ao total) e Il) injecdo de
solucéo salina 0,9% viai.p. (16 matrizes ao total). A partir disso, para cada grupo de 16 matrizes
a previsdo foi de 80 nascimentos (5x16=80), sendo 40 fémeas e 40 machos, em média.
Totalizando 160 filhotes (80 fémeas e 80 machos) em 32 matrizes. Optou-se por utilizar apenas
animais machos uma vez que estudos apontam que apenas 0s animais machos expostos ao VPA
no periodo pré-natal parecem desenvolver os sintomas associados ao TEA, mimetizando ainda

a prevaléncia clinica do autismo, maior no sexo masculino (Mabunga et al., 2015).
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5.3.3 Protocolo de exposicao as estatinas (Atorvastatina e Sinvastatina)

ApoOs 0 nascimento, as proles de um dia de vida, provenientes dos grupos de
matrizes expostas ao VPA e dos grupos de matrizes expostas a solucdo salina foram
subdivididos em 4 grupos: 1) Animais que receberam 10mg/kg (via oral) de Atorvastatina
(Lipitor®; Pfizer; Nova lorque, Estados Unidos), uma vez ao dia durante sete dias (comec¢ando
no dia 22 pos-natal até o dia 29); 1) Animais que receberam solucéo salina 0,9% via oral (40
proles, sendo 20 machos e 20 fémeas); I11) Animais que receberam 10mg/kg (via oral) de
sinvastatina (Zocor®; Merck KGaA, Darmstadt, Germany), uma vez ao dia durante sete dias
(comecando no 22° dia PN até o dia 29° dia PN) (40 proles, sendo 20 machos e 20 fémeas) e
IV) Animais que receberam solucgéo salina 0,9% via oral (40 proles, sendo 20 machos e 20

fémeas) (Figura 10).
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Figura 10: Representacdo esquematica dos desenhos experimentais realizados com animais submetidos aos
tratamentos com VPA, ATV e SVT. Matrizes tratadas com VPA ou Salina no 12° dia de gesta¢do; constituicdo da
prole como modelo animal de TEA. A partir do 22° dia pds natal os animais foram tratados com ATV ou SVT e
posteriormente submetidos a testes comportamentais e bioquimicos. (Fonte do autor).
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5.3.4 Desenho experimental

O namero (n) amostral de 10 animais por grupo faz-se necessario devido a alta
variabilidade nos dados vindos de testes comportamentais. Dos 10 animais utilizados nos testes
comportamentais, 7 deles foram eutanasiados e as estruturas cerebrais (cortex cerebral e
cerebelo) e sangue coletados. Os outros 3 foram eutasiados apds a realizacdo dos testes
comportamentais e devidamente descartados.

Apdbs o nascimento, as proles de um dia de vida, vindos dos grupos de matrizes
expostas ao VPA e vindos dos grupos de matrizes expostas a solu¢do salina foram subdivididos
em 4 grupos: 1) Animais que receberam 10mg/kg (via oral) de Atorvastatina (Lipitor®; Pfizer;
Nova lorque, Estados Unidos), uma vez ao dia durante sete dias (comecando no dia 22 pés-
natal até o dia 29) (40 proles, sendo todos machos); 1) Animais que receberam solugéo salina
0,9% via oral (40 proles, sendo todos machos); I11) Animais que receberam 10mg/kg (via oral)
de sinvastatina (Zocor®; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) uma vez ao dia durante sete dias
(comecando no 22° dia PN até o dia 29° dia PN) (40 proles, sendo todos machos) e V) Animais
que receberam solucdo salina 0,9% via oral (40 proles, sendo todos machos). A atorvastatina e
a sinvastatina foram adquiridas comercialmente em comprimidos sendo necessaria sua diluicao
em agua. O valproato de sodio foi adquirido comercialmente na forma de Valpakine®
200mg/mL.

No dia 29 PN, os animais foram avaliados em testes comportamentais para
avaliagdo do comportamento social, atividade locomotora, comportamento estereotipico e
comportamento repetitivo. No dia 29 PN ap6s o Gltimo teste comportamental os animais foram
eutanasiados por decapitacdo, em que se retirou amostras de tecido cerebral dos animais prole
pertencente aos 8 grupos de cada género de areas envolvidas com o TEA (cortex cerebral e
cerebelo) para a realizacdo das analises bioquimicas, bem como, foram retiradas amostras de
sangue dos animais para a posterior analise dos niveis plasmaticos de colesterol.

Apds a inducdo do experimento, eutanasia, dissecagdo das amostras cerebrais e
coleta de sangue, as mesmas foram armazenadas em tubos do tipo eppendorfs para a avaliagdo
do nivel plasmatico de colesterol e parametros de estresse oxidativo, sendo amostras mantidas

a - 80 °C até o momento da realizacdo das avaliacdes.
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5.3.5 Testes comportamentais

5.3.5.1 Teste do campo aberto

Teste de campo aberto € utilizado para avaliar a atividade locomotora. O teste é
realizado em umaarena de 40 x 50 cm, cercado por paredes de 50 cm de altura, feitas de madeira
compensada com uma parede de vidro frontal. O piso do campo aberto é dividido em 12
retangulos iguais por linhas pretas. O numero de cruzamentos das linhas negras (crossings) e
postura assumida pelos ratos com apoio sobre as patas traseiras, levantamento (rearings), foram
registrados como atividade locomotora e exploratdria, respectivamente (figura 11) (Schmitt e
Hiemke, 1998).

A %y/- *-\Qi,_;s» B

Figura 11: Desenho esquematico representativo do Teste do Campo Aberto (Open Field), representando os
pardmetros de crossings (A) e rearings (B), avaliados no teste comportamental. (Fonte do autor).

5.3.5.2 Teste de interagéo social (Teste das 3 cAmaras)

O teste de interagcdo social baseia-se na tendéncia natural que os roedores tém de
investigar animais considerados desconhecidos, intrusos. Este experimento, conforme descrito

por Servadio et al. (2018) consiste em um aparato de acrilico separado em trés cdmaras com as
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mesmas dimensdes, possuindo aberturas entre elas que permitem o livre acesso entre as
camaras. Cada uma das camaras laterais possui ainda uma pequena gaiola metalica com grades
finas utilizadas para a acomodacéo dos ratos “estranhos’ ao animal a ser testado.

Cada animal foi individualmente aclimatado por um periodo de 5 minutos no dia
anterior ao teste comportamental. O teste consiste em duas etapas: inicialmente o rato testado é
colocado na cadmara central e deixado livremente por 5 minutos, ap6s o qual é introduzido um
animal estranho (rato 1) na camara lateral localizada a esquerda dos pesquisadores sendo entao
abertas as comunicacfes entre as camaras por 10 minutos. Imediatamente apos estes 10
minutos, um segundo animal (rato 2) é colocado na camara localizada a direita dos
pesquisadores, permitindo-se ao animal em teste circular livremente por todo o aparato.

O aparato foi posicionado no centro da bancada do laboratério em uma posicao que
impedia que gradientes de luz ou temperatura induzissem a preferéncia do animal por uma das
camaras. A primeira etapa do teste, denominada socializacdo consistiu na quantificacdo da
laténcia (intervalo de tempo em que o0 animal teste levava para interagir com o animal estranho),
namero de encontros e tempo de interacdo com o rato 1. A segunda etapa do teste, denominada
novidade consistiu na introducdo de um segundo animal estranho (rato 2), seguindo-se 0s

mesmos parametros avaliados (Figura 12).
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Figura 12: Desenho esquematico representativo do Teste das Trés Camaras, representando o aparato utilizado
(A), o parametro de socializacdo (B) e novidade (C), avaliados como indicativos de interagéo social. (Fonte do
autor).
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5.3.5.3 Teste das bolas de gude — Marble burying

Teste para avaliagdo do comportamento obsessivo-compulsivo e movimentos
repetitivos. Utilizando as caixas/gaiolas, preenchidas com maravalha limpa e inodora (5cm de
altura, superficie nivelada) foram colocadas bolinhas de gudes (lavadas e higienizadas
previamente) alinhadas em 5 filas de 4 bolinhas, totalizando 20 bolinhas por caixa. O rato foi
colocado no canto desta caixa, sem ser perturbado por 30 min e videos foram gravados para
posterior analise. Apos os 30 min, foi contado quantas bolinhas de gude estavam enterradas,
em intervalos de 10, 20 e 30 min. Contabilizou-se como enterrada se dois ter¢os das bolinhas
estiver coberta pela maravalha (Figura 13) (Aljunied e Frederickson, 2013).
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Figura 13: Desenho esquematico representativo do Teste das bolas de gude (Fonte do autor).
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5.3.6 Dosagem de colesterol plasmatico

Apb6s a conclusdo dos testes comportamentais, no 30° dia, os ratos foram
eutanasiados por decapitacéo e tiveram seu sangue coletado para a dosagem sérica de colesterol
total. As dosagens de colesterol total no soro dos animais foram feitas com base na metodologia
proposta por Allain et al.(1974) (Allain et al., 1974) utilizando-se o kit enzimatico da marca
Liquiform (Catalogo 76-2/100, Labtest Diagnostica, Lagoa Santa — MG). Para a realizacdo da
técnica de dosagem de colesterol plasmatico, utilizou-se trés tubos de ensaio. Em todos os tubos
foi adicionado 1,0 mL de Reagente 1. O Tubo 1 permaneceu somente com esse reagente, sendo
entdo o Branco. No Tubo 2, foi adicionado também 0,01 mL de amostra, sendo o Teste, e em
outro tubo, foi 0,01 mL de Padréo (n° 2). Os tubos foram agitados e colocados em banho-maria
37 °C por 10 minutos. Para a leitura, o equipamento foi zerado com o branco e as absorbancias
do teste e do padréo foram determinadas em 500 nm. Por fim, o calculo seguiu-se da seguinte
forma: absorbancia do teste dividido pela absorbancia do padrdo, multiplicado por 200, sendo
o resultado expresso em mg/dL. De acordo com essa metodologia, o colesterol total é

determinado nas amostras de soro de acordo com as seguintes reacdes:
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Esteres de colesterol —————» Colesterol + Acidos graxos

Esterase

Colesterol
Colesterol + O ——— Colest-4-en-ona + H20>

Oxidase

Peroxidase

2H20: + Fenol + 4-Aminoantipirina — o Antipirilquinonimina + 4H20

Essas reagdes resultam na cor vermelha, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo
de colesterol na amostra. As leituras de absorbancia foram entio realizadas a A= 500 nm através

de um espectrofotdometro.

5.3.7 Estresse oxidativo

Apdbs a conclusdo dos testes comportamentais, no 30° dia, os ratos foram
eutanasiados por decapitacdo e o cérebro dissecado em: cortex e cerebelo, de acordo com o
método descrito por Glowinski e lversen (1966).

A partir do homogenato das regides cerebrais acima citadas, 0s seguintes testes
bioquimicos foram conduzidos: TBA-RS, DCFH, SH e SOD.

5.3.7.1 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

Amostras cerebrais (cortex e cerebelo) foram homogeneizadas em tampédo de
glicina. A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da autoxidagdo da adrenalina
segundo Bannister e Calabrese (1987). Foi utilizado 10, 30 e 50uL da amostra (homogeneizado
em tampdo catalase) e adicionado 10uL de catalase (0,0024g/ml de agua destilada), 970uL de
tampdo glicina (0,759 em 200mL de &gua destilada — 32°C), 17uL de adrenalina (60 mM em
agua destilada + 15puL/ml de HCI fumegante). A leitura foi realizada em 180 segundos com
intervalo de 10 segundos, medida espectrofotometricamente a 480nm e os valores foram

expressos em Unidade de SOD por miligrama de proteina (U/mg proteina).
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5.3.7.2 Determinacdo da concentracdo da 2',7'-diclorofluoresceina - DCFH

O homogeneizado de tecido cerebral (cortex e cerebelo) foram utilizadas analisar a
concentracdo da 2',7'-diclorofluoresceina — DCFH. A producdo de hidroperédxidos foi
determinada pela oxidagdo intracelular de diacetato 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA) por
espécies reativas de oxigénio (ERO). A formacdo do derivado fluorescente oxidado foi
monitorada nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 488 e 525nm,
respectivamente, usando um espectrofotémetro de fluorescéncia como descrito anteriormente
por Lebel et al. (1990).

5.3.7.3 Determinacéo da concentragdo de Sulfidrilas (SH)

Residuos de aminoacidos — as cisteinas — que contém sulfidrila (SH) nas proteinas,
sdo alvos suscetiveis a uma variedade de pré-oxidantes. Em diferentes tecidos, as celulas,
incluindo o cérebro, possuem um sistema que regula o status redox dos tidis celulares e
protegem as proteinas que contém SH contra oxidacdo excessiva. Os radicais sulfidrilas (SH)
representam todos os grupos tiois, portanto, conforme descrito por Aksenov e Markesbery
(2001). Para a analise do teor de tiol total e ligado as proteinas, as amostras (Pré-frontal, Cortex
e Cerebelo) foram processadas e suspensas em solucgdo salina tamponada com fosfato (PBS,
pH, 7,5) contendo inibidores de protease: leupeptina (0,5mg / ml), pepstatina (0,7 mg / ml),
inibidor de tripsina de soja do tipo I1S (0,5 mg / ml) e fluoreto de fenilmetanossulfonil (40 mg
/ ml). O conteudo total de tiol foi determinado usando 5,50-ditiobis (4cido 2-nitrobenzdico) e

quantificado de acordo com a absorbancia a 412 nm usando um espectrofotdometro.

5.3.7.4 Formag&o de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS)

A peroxidacéo lipidica foi analisada através da formacdo de TBA-RS (155). As
amostras de tecido cerebral foram lavadas com PBS, colhidas e lisadas. As espécies reativas
foram obtidas por hidrdlise acida de 1,1,3,3-tetra-etoxi-propano (TEP) e foram utilizadas como
padréo para a quantificagdo de TBA-RS. A cada tubo foi adicionado TBA a 0,67% e em seguida
agitados. A mistura da reacao foi incubada a 90° C durante 20 min e posteriormente as amostras
colocadas em gelo. A densidade 6ptica de cada solucdo foi medida em um espectrofotémetro a
535 nm. Os dados foram expressos como nmol de equivalentes malondialdeido (MDA) por mg

de proteina (Cheeseman, 1990).
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5.3.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no programa SPSS e o0s graficos
construidos utilizando o programa Graphpad versao 10.0. Para as comparacdes entre 0S grupos
utilizou-se a analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste post hoc de Duncan para
os resultados comportamentais e teste post hoc de Tukey para os resultados bioguimicos. O
critério de significancia utilizado foi de p < 0,05. Os asteriscos (*p <0,5; **p < 0,01)

caracterizam o grau de significancia.

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Avaliacdo comportamental

5.4.1.1 Avaliagdo de atividade locomotora no teste do campo aberto

No DPN 30, foi avaliada a atividade locomotora espontanea dos ratos machos
jovens e os dados estdo apresentados nas figuras 14 e 15. Foram registrados os dados referentes
ao numero de cruzamentos (crossings) (A) e o numero de levantamentos (rearings) (B), com
propoésito de verificar a hiperatividade e movimentos estereotipados. Os dados coletados e
analisados demonstraram uma redugéo estatisticamente significante no nimero de cruzamentos
no grupo ATV e ATV + VPA quando comparado ao grupo controle (F1,34= 0,2465; p= 0,035948
do grupo ATV e F134= 0,2465; p= 0,002415, do grupo ATV +VPA). Quanto ao nimero de
levantadas, houve uma diminuicdo siginificativa no grupo VPA + ATV (F137=0,1834;
p=0,046900) e uma tendéncia a diminuicdo no grupo ATV (F137=0,1834; p= 0,062532), quando
comparados ao grupo controle.

Os resultados da avaliagdo comportamental dos animais administrados com VPA +
SVT também mostraram uma diminuicdo significativa no ndmero de cruzamentos
(F1,3=0,0148; p= 0,002632) e VPA sozinho mostrou uma tendéncia a diminuicdo deste
parametro, quando comparado ao grupo controle (F1,36=0,0148; p= 0,071859) (figura 15A).
Quanto ao numero de levantamentos, houve uma diminui¢cdo no grupo VPA + SVT (Fi37=

2,3280; p=0,001293) quando comparado a todos os grupos (figural5 B).
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Figura 14: Efeito da exposicdo pré-natal ao VPA, no comportamento locomotor dos animais testados (n=12
animais/grupo). Os dados coletados estdo representados nas figuras: (A) nimero de cruzamentos do animal (B)
namero de levantamentos (rearings). Dados expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). As anélises
estatisticas foram realizadas através da analise de varidncia one-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de
Duncan.
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Figura 15: Efeito da exposicdo pré-natal ao VPA e posterior tratamento com estatinas no comportamento
locomotor dos animais testados (n=12 animais/grupo). Os dados coletados estdo representados nas figuras: (A)
nGmero de cruzamentos do animal (B) nimero de levantamentos (rearings). Dados expressos como média + desvio
padrdo da média (DPM). As analises estatisticas foram realizadas através da analise de variancia one-way
ANOVA, seguido do teste de post hoc de Duncan.

5.5.1.2 Teste da Interacdo Social

No DPN 29, ratos machos jovens, foram colocados individualmente em uma caixa
de acrilico para interagir com outro animal (do mesmo sexo e grupo experimental), com
objetivo de verificar o comportamento de interagdo social (figura 16 e 17). Os animais
permaneceram na area de testes por 10 minutos e os dados de laténcia para o primeiro encontro
(A), numero de encontros com o rato 1 (B) e tempo de interacdo com o rato 1 (C), foram
registrados. Com relacdo aos animais administrados com ATV, como esperado, 0s animais do

grupo VPA apresentaram uma tendéncia a um maior tempo de laténcia ao primeiro encontro
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(F1,41= 0,05719; p= 0.08) (fig 16A) e um menor nimero de encontros com o rato estranho (p
<0,05) (fig 16B) quando comparados aos animais do grupo controle (fig 16). Nenhuma outra
alteracéo significativa nos grupos ATV expostos foi observada, quando comparado ao grupo
controle.

Similarmente aos dados estatisticos encontrados no tratamento com ATV, no
tratamento com STV, os animais do grupo VPA apresentaram uma tendéncia ao aumento do
tempo de laténcia (F1,3s= 4,88332 e p=0,06) ao primeiro encontro, uma diminuig&o significativa
no numero de encontro com o rato estranho (F1,37= 1,5179; p= 0,011390) e uma diminui¢do no
tempo total com o rato estranho (F13s= 0,2289, p= 0,031898) quando comparados aos animais
do grupo controle (fig 17). Em relacéo ao grupo de animais VPA+SVT, os dados demonstram
gue os animais apresentaram uma diminuicdo significativa do tempo de laténcia no primeiro
encontro (F1,38= 4,88332; p= 0,004517) quando comparados aos animais do grupo VPA
(figura 17A). Além disso, os animais do grupo VPA+SVT apresentam uma tendéncia ao

aumento do tempo total com o rato estranho (F1,38= 0,2289; p= 0,080967) (fig. 17C).
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Figura 16: Efeito da exposicdo pré-natal ao VPA e posterior tratamento com estatinas no comportamento de
interacdo social dos animais testados. Os animais foram levados individualmente a interagir com outro animal
desconhecido do mesmo sexo em uma caixa de acrilico. Os ratos foram pareados e inseridos na area de testes por
10 minutos (n=12 animais/grupo). Os dados coletados estéo representados nas figuras: (A) Laténcia (segundos) —
representa tempo de repouso do animal antes da primeira movimentacao; (B) Nimero de encontros — representa o
total de encontros entre os animais pareados €, (C) Tempo total Encontros (segundos) — representa o tempo total
gastos nos encontros. Dados expressos como média + desvio padrao da média (DPM). As analises estatisticas
foram realizadas através da analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Duncan, *P <
0,05.
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Figura 17: Efeito da exposicdo pré-natal ao VPA e posterior tratamento com estatinas, no comportamento de
interacdo social dos animais testados. Os animais foram levados individualmente a interagir com outro animal
desconhecido do mesmo sexo em uma caixa de acrilico. Os ratos foram pareados e inseridos na éarea de testes por
10 minutos (n=12 animais/grupo). Os dados coletados estdo representados nas figuras: (A) Laténcia (segundos) —
representa tempo de repouso do animal antes da primeira movimentacao; (B) Nimero de encontros — representa o
total de encontros entre os animais pareados e, (C) Tempo total Encontros (segundos) — representa o tempo total
gastos nos encontros. Dados expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). As analises estatisticas
foram realizadas através da analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Duncan, *P <
0,05 e #P < 0,05, quando comparados ao grupo VPA + SAL.

5.5.1.3 Teste das bolas de gude — Marble burying

No DPN 30, foi realizada a avaliacdo do comportamento obsessivo-compulsivo e
movimentos repetitivos dos ratos machos jovens e os dados estdo apresentados na figura 18.
Foram registrados os nimeros de bolas de gude enterradas em intervalos de 10, 20 e 30 minutos.

Analisando os dados dos animais do grupo ATV, os animais do grupo controle
apresentaram um maior nimero de bolas enterradas nos tempos de 20 (Fig= 5,2617; p=
0,000150) e 30 minutos (F1,82=5,2617; p= 0,000119), quando comparados aos demais grupos
analisados. N&o foram observadas outras alteragdes significativas nos demais grupos testados.

Ao verificar os dados estatisticos dos animais do grupo STV, nota-se similaridade
com os dados do tratamento com ATV, visto que, 0s animais do grupo controle apresentaram
um maior nimero de bolas enterradas nos tempos de 20 (F1gs= 4,8483; p= 0,000182) e 30
minutos (Fiss= 4,8483; p= 0,000017) quando comparados aos demais grupos analisados. Os

demais grupos ndo apresentaram alterac¢des significativas.
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Figura 18: Efeito da exposi¢ao pré-natal ao VPA e posterior tratamento com estatinas, no teste das bolas de gude.
Os animais foram individualmente colocados no canto desta caixa, sem serem perturbados por 30 min e videos
foram gravados para posterior analise. Apds os 30 min, foram contado quantas bolinhas de gude estavam
enterradas, em intervalos de 10, 20 e 30 min. Dados expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). As
andlises estatisticas foram realizadas atraveés da anélise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de post
hoc de Duncan, *P < 0,05 .

5.4.2 Dosagem dos niveis plasmaticos de colesterol

Visando entender a relagdo entre o TEA e os niveis plasmaticos de colesterol,
realizou-se a dosagem nos niveis plasmaticos da macromolécula nos grupos tratados no
presente estudo, conforme demonstram as figuras 19 e 20.

Em relacdo ao tratamento com ATV, verificou-se que o grupo VPA + ATV
apresentou niveis elevados de colesterol plasmatico (Fi1,21=4,334; p=0,42255) quando
comparado com o grupo ATV, sem nenhuma outra alteracdo significativa entre os grupos
estudados. Entretanto, ao analisar o tratamento SVT, observa-se que os animais do grupo STV
apresentam uma dosagem significativamente maior dos niveis de colesterol plasmatico (p
<0,05), quando comparados ao grupo controle, sem alteragdes significativas nos demais grupos

estudados.
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Figura 19: Efeitos da atorvastatina sobre o colesterol total em um modelo animal de autismo induzido por VPA.
O colesterol total foi elevado no grupo VPA+ATYV em comparacdo com o grupo ATV. O dado do colesterol total
é expresso como média = DPM (n = 7 animais por grupo). # p <0,05 comparado aos animais ATV (ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 20: Efeitos da sinvastatina sobre o colesterol total em um modelo animal de autismo induzido por VPA. O
colesterol total foi elevado no grupo ATV em comparagdo com o grupo controle. O dado do colesterol total é
expresso como média £ DPM (n = 7 animais por grupo). # p <0,05 comparado aos animais controle (ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Tukey).
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5.4.3 Estresse oxidativo

5.4.3.1 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD) em cortex e cerebelo

Neste estudo, avaliou-se a atividade da SOD, no homogeneizado cerebral das
regides do cortex (A) e cerebelo (B), e os resultados estdo apresentados na figura 21.

Verificando os dados relativos ao tratamento com ATV, tanto na estrutura de cortex
(F1,14=0,1803; p=0,077640) (figura 21A), quanto no cerebelo (F1,19=0,1055; p=0,972554)
(figura 19B), néo se observam alteracgdes significativas atividade da SOD, quando comparados
aos dados do grupo controle (p<0,05). Ndo foram observadas demais alteracGes nos outros
grupos estudados.

Os resultados sdo semelhantes no tratamento com SVT, onde também n&o foram
observadas alteragGes significativas em cortex (F1,14=0,8789; p=0,550528) (figura 21A) e
cerebelo (F1,18=4,0828; p=0,893932) (figura 21B), quando comparados ao grupo controle.

Nenhuma outra alteracgao foi verificada nos demais grupos.
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Figura 21: Efeito da exposicdo pré-natal ao VPA, e posterior tratamento com estatinas (ATV e SVT), na
concentracdo de Superdxido Dismutase (SOD), no cérebro em regido de cortex (A) e cerebelo (B) dos animais
testados (n=4-8 animais/grupo).A atividade da SOD foi avaliada medindo a inibicdo da autoxidacdo da adrenalina
com absorbancia a 480 nm. Dados expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). As analises estatisticas
foram realizadas através da analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey.

5.4.3.2 Niveis de DCFH em cértex e cerebelo

Os niveis de oxidacao de DCFH séo indicadores da producdo de espécies reativas,
especialmente peroxido de hidrogénio. A producdo de ERO foi mensurado com base na
oxidacdo da sonda DCFH-DA em composto fluorescente da DCF em amostra cerebral. Os
dados estdo apresentados na figura 22.

Os dados referentes ao tratamento com ATV, ndo apresentam alteragoes
significativas dos niveis de DCF, tanto em cortex (F1,20=0,003; p=0,920251) (figura 22A),
quanto no cerebelo (F1,18=0,008; p=0,000842) (figura 20B), quando comparados aos dados do
grupo controle (p<0,05). Demais alteraces ndo foram observadas nos grupos estudados.

Os resultados do tratamento com SVT véo ao encontro dos resultados do tratamento
com ATV. Nas estruturas analisadas, cortex (F1,20=2,169; p=0,811755) (figura 22A) e cerebelo
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F120=0,507; P=0,000325) (figura 22B), quando comparados ao grupo controle, ndo se
observaram alteracdes significativas dos niveis de DCF. Nenhuma outra alteracéo foi verificada

nos demais grupos.
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Figura 22: Efeito da exposicdo pré-natal ao VPA, e posterior tratamento com estatinas (ATV e SVT), na
concentracdo de DCF, no cérebro em regido de cértex (A) e cerebelo (B) dos animais testados (n=4-8
animais/grupo). Dados expressos como média £ desvio padrdo da média (DPM). As analises estatisticas foram
realizadas através da analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey.

5.4.3.3 Concentragdo de Sulfidrila regido de cortex e cerebelo

Os dados da figura 23, representam os niveis de oxidagdo de proteinatiol (sulfidrila
-SH) para as regifes do cortex (A) e cerebelo (B), representados nos graficos através da
concentracdo de sulfidrilas.

Analisando as estatisticas do tratamento com ATV, ndo houve nenhum tipo de
alteracdo significativa em cortex (F1,17=1,1911; p=0,978953) (figura 23A) quando comparado
todos os grupos, enquanto que se observa uma diminuicdo da concentracdo de sulfidrila, em
cerebelo, no grupo VPA+ATYV, quando comparado ao grupo VPA (F1,17=7,5661; p=0,015962)

(figura 23B). Demais alteracdes ndo foram observadas.
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Ja em relacdo ao tratamento com SVT, ndo foram encontradas alteracOes
significativas em cortex (F1,17=0,4708; P=0,756235) (figura 23A) e cerebelo (F1,18=5,8762;
p=0,994115) (figura 21B), quando comparados 0s grupos estudados no presente estudo.
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Figura 23: Efeito da exposicdo pré-natal ao VVPA, e posterior tratamento com estatinas (ATV e SVT) na
concentracdo de Sulfidrila (SH) no cérebro em regido de cortex (A) e cerebelo (B) dos animais testados (n=4-8
animais/grupo). A oxidacéo de grupamentos Sulfidrilas (dano proteico) foi determinada mediante a quantificacdo
do teor de tiol total ligado as proteinas. As analises estatisticas foram realizadas através da analise de variancia
one-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey, #P < 0,05, quando comparados ao grupo VPA + SAL.

5.4.3.4 Medida dos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBA-RS) em cortex

e cerebelo

Os dados da figura 24, representam o0s niveis de concentracdo de TBA-RS para as
regibes do cortex (A) e cerebelo (B), indicando a peroxidacdo lipidicas nas estruturas
analisadas. De acordo com os dados do tratamento com ATV, na estrutura do cortex, ndo houve
alteracdo significativa dos niveis de TBA-RS, quando comparados 0s grupos em questdo
(F1,13=2,8616; p=0,267447) (figura 24A). J& no cerebelo, obverva-se que o grupo VPA+ATV
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apresentou uma reversao dos altos niveis de TBA-RS, quando comparado ao grupo VPA

(F1,186=2,3832; p=0,004487) (figura 24B).

Entretanto, observando o tratamento com SVT, ndo foram encontradas alteragfes
significativas em cortex (F120=0,0209; p=0,996320) (figura 24A) e cerebelo (F1,18=3,7498;
p=0,869310) (figura 24B), quando comparados 0s grupos estudados.
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Figura 24: Efeito da exposicdo pré-natal ao VPA, e posterior tratamento com estatinas (ATV e SVT), na
concentracdo de TBA-RS, no cérebro em regido de cortex (A) e cerebelo (C) dos animais testados (n=4-8
animais/grupo). Dados expressos como média £ desvio padrdo da média (DPM). As andlises estatisticas foram
realizadas através da andlise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de post hoc de Tukey, #P < 0,05,

guando comparados ao grupo VPA + SAL.

5.5 DISCUSSAO

Como pode-se observar até este ponto, 0 TEA é um disturbio neuropsiquiétrico com
base bioldgica significativa, de desenvolvimento precoce, apresentando uma infinidade de
fatores etioldgicos associados. Tamanha complexidade limita muito o estudo da fisiopatologia
do autismo em seres humanos.

Ao utilizar métodos de investigacdo neurofisiolégica com eletroencefalografia ou
magnetoencefalografia, € possivel a obtencao apenas de dados indiretos e inespecificos acerca
do equilibrio excitatorio/inibitério do SNC. Apenas na Ultima década se tornou possivel a
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avaliacdo in vivo dos niveis de glutamato e GABA no SNC, atraveés da utilizacdo da ressonancia
magnética associada a espectroscopia por emissdo de poésitrons. Tal método, devido ao seu
elevado custo e a necessidade de anestesia geral, torna a sua aplicacdo dificilmente justificavel
para fins de pesquisa em grande escala (Ruggeri et al., 2014).

Dessa forma, a utilizacdo de modelos animais torna factivel o estudo das alteragoes
comportamentais encontradas no TEA, além da sua relacdo com a exposi¢do pré-natal a
intoxicantes e agentes ambientais, permitindo ainda o estudo direto dos mecanismos
bioquimicos relacionados. De fato, grande parte dos avangos alcancados na compreensdo da
fisiopatologia do TEA e no desenvolvimento de terapéuticas é atribuido aos modelos animais.
Estes modelos de transtornos neurolégicos amplamente utilizados, sdo desenvolvidos para
obter uma visdo e fazer previsdes do TEA em humanos (Hrabovska e Salyha, 2016).
Fundamentando o desenvolvimento de modelos animais, dados epidemiologicos e
experimentais mostram que a exposi¢do pre-natal a intoxicantes exdgenos e, dentre estes, a
exposicdo a medicamentos como anticonvulsivantes, durante o periodo gestacional podem
alterar o desenvolvimento cerebral resultando em anormalidades comportamentais e déficit
cognitivo (Schlickmann e Fortunato, 2013).

Dentre os medicamentos anticonvulsivantes, o VPA tem sido utilizado, ha décadas,
como medicagdo anticonvulsivante e como estabilizador do humor sendo que, desde o inicio, a
sua utilizacdo tem trazido preocupacBes acerca dos possiveis efeitos teratogénicos, quando
utilizada durante o periodo gestacional. Estudos clinicos identificaram diversos riscos
associados ao uso do VPA durante o periodo gestacional, incluindo malformag@es congénitas,
atraso no desenvolvimento neurolégico, déficit cognitivo e também um risco aumentado para
0 desenvolvimento de TEA. Em se tratando do autismo, Rasalm et al. (2005) demonstraram
que o VPA é a medicacdo mais comumente relacionada ao autismo uma vez que 8,9% das
criangas expostas ao VPA durante a gestagao apresentaram sintomas compativeis com TEA.

Entre os modelos animais que utilizam agentes teratogénicos como fatores de risco
para o autismo, o VPA é o mais extensamente estudado e reproduzido. Baseia-se na exposic¢do
de ratas prenhas ao VPA no 9° dia gestacional, afetando a migracdo de neurdnios
serotoninérgicos ou no 12° dia de gestacdo, podendo afetar os mecanismos de diferenciacdo
neuronal. Essa exposi¢do ndo produz anormalidades neuroanatdbmicas, no entanto, os filhotes
expostos apresentam alteracdes comportamentais (diminuig¢do da interacéo social, aumento de
comportamentos repetitivos e estereotipados, atrasos no desenvolvimento neuroldgico e

alteracdes na sensibilidade) que mimetizam aquelas encontradas em pacientes com TEA
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(Schneider e Przewlocki, 2005). Assim, este foi 0 modelo animal selecionado para a realizagdo
deste estudo, avaliando-se os efeitos do tratamento com duas diferentes estatinas em parametros
comportamentais e de estresse oxidativo no cérebro de ratos jovens expostos no periodo pré-
natal ao VPA.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos avaliando os efeitos da
administracdo de estatinas em modelos animais de TEA, dessa forma, utilizou-se como base 0s
protocolos de administracdo de estatinas em modelos animais de epilepsia. De acordo com
Piermartiri et al. (2010) a administracdo de ATV e SVT via gavagem, por um periodo de sete
dias foi capaz de prevenir a morte celular, reduzir parametros inflamatorios e de estresse
oxidativo em ratos expostos a &cido quinolinico como forma de induzir crises convulsivas
(Piermartiri et al., 2010; Piermartiri et al., 2009).

Em seres humanos, o TEA é diagnosticado clinicamente a partir da presenca de
sintomas associados ao comprometimento da comunicagéo e da interacéo social, associados a
presenca de um repertorio de interesses e comportamentos restritos e repetitivos (Hodges et al.,
2020). Sabe-se que os ratos sdo uma espécie altamente social exibindo um conjunto notavel de
comportamentos sociais, que servem como modelos de investigacdo do TEA, mimetizando
muitas das categorias observadas em seres humanos e que sao acessiveis através de testes
padronizados (Schroeder et al., 2017).

Antes da realizacdo de testes comportamentais especificos que avaliassem a
interacdo social e a presenca de comportamentos repetitivos, porém, foi avaliada a condigdo
motora dos animais através do teste do campo aberto. A sua aplicacéo € realizada com o intuito
de se avaliar a motricidade dos animais.

Os animais tratados com as estatinas (tanto ATV quanto a SVT) apresentaram
valores estatisticamente menores nos numeros de cruzamentos e levantamentos quando
comparados aos controles ou aos animais expostos prenatalmente ao VPA. A titulo de
comparacao, os estudos de Piermartiri et al. (2009) que avaliaram os efeitos das estatinas em
modelos animais de epilepsia, ndo realizaram testes de avaliagdo locomotora.

Entretanto, essa reducdo da atividade locomotora nos ratos tratados com estatinas
pode ser explicada pelo menos em parte, por ser um efeito adverso relacionado ao uso das
estatinas. De acordo com Ramachandran et al. (2017), sintomas musculares associados as
estatinas (SMAE) sdo encontrados frequentemente na préatica clinica (em cerca de 10 a 29% dos
pacientes em uso de estatinas) e constituem um dos principais motivos da interrupcdo no

tratamento (Ramachandran e Wierzbicki, 2017). Tais sintomas incluiriam principalmente
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mialgias (dores musculares), fraqueza muscular, cdimbras e sensacdo de peso; e, mais
raramente, rabdomiolise (lesdo das fibras musculares) e miosite (inflamagcdo das fibras
musculares) (Pedro-Botet et al., 2016).

No presente estudo, a reducéo da atividade locomotora dos ratos foi maior naqueles
tratados com SVT do que ATV. Estes dados vé@o ao encontro da literatura que indicam uma
maior prevaléncia e gravidade de SMAEs em pacientes tratados com SVT do que com ATV
(Turner e Pirmohamed, 2019).

O teste das trés camaras consiste em um aparato que permite avaliar a socializagao
do animal, avaliando-se a laténcia (intervalo de tempo até a primeira interagdo social), namero
de interagdes e o tempo de permanéncia em um ambiente com um animal estranho colocado
em uma gaiola, comparando-se estes mesmos parametros em relacdo a uma camara com um
objeto ndo-social (uma gaiola vazia) (Silverman et al., 2010). Quanto maior o tempo de
permanéncia do animal testado na camara contendo um animal estranho assim como quanto
maior o numero de interacdes, melhores € seu grau de socializacao.

No presente estudo, os animais submetidos ao modelo animal de autismo, com
exposicdo pré-natal ao VPA apresentaram um aumento significativo do tempo de laténcia de
encontro com o rato 1; reducéo significativa no tempo de interagdo social e redugéo no tempo
de permanéncia na camara 1 em relagdo aos controles. Estes resultados corroboram os achados
encontrados por Bronzuoli et al. (2018) e Sierra et al. (2011), que administraram a mesma dose
de 500mg/kg de VPA, pela mesma via de administracdo e na mesma idade gestacional,
encontrando reducdo nos niveis de sociabilidade na prole.

Os parametros de socializacdo avaliados (tempo de laténcia para o primeiro
encontro, tempo de interagdo com o rato 1 e tempo total de permanéncia na camara 1)
apresentaram melhora ap6s a administracao de estatinas, tendo sido mais evidente uma melhora
apos o tratamento com a SVT que com a ATV, indicando que o tratamento com estatinas
promoveu melhora nos parametros de socializagao.

Essa diferenca na resposta se deve a diferengas na composicdo das diferentes
estatinas. Atualmente, existem nove diferentes formulas de estatinas comercialmente
disponiveis, divididas em 3 classes: 1) derivados do fungo Aspergillus terreus (lovastatina); 2)
semi-sintéticas (mevastatina, pravastatina e simvastatina) e; 3) sintéticas (cerivastatina,
atorvastatina, fluvastatina, pitavastatina e rosuvastatina). Em 2011, Sierra et al. comparou as
nove diferentes estatinas de acordo com parametros relacionados ao SNC como: capacidade de

atravessar a barreira hemato-encefalica, poténcia na modulagdo do metabolismo do colesterol
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através da inibicdo da HMGCoA redutase (mecanismo comum a todas as estatinas) e potencial
neuroprotetor. Evidenciou-se que a SVT e a ATV eram as duas estatinas com maior capacidade
de atravessar a BHE por serem as mais lipofilicas, sendo ainda que a simvastatina apresentava
maior efeito modulador no metabolismo do colesterol e maior potencial neuroprotetor quando
comparado a atorvastatina (Sierra et al., 2011).

O teste das bolas de gude foi originalmente proposto como um modelo para a
avaliacdo de sintomas ansiosos. Baseado no comportamento normal dos roedores em enterrar
objetos considerados nocivos, verificou-se que tal comportamento era revertido pela
administracdo de medicamentos ansioliticos como os inibidores seletivos de recaptacdo de
serotonina (ISRS) (Broekkamp et al., 1986). Posteriormente, apds uma anéalise mais cuidadosa,
observou-se que o comportamento dos roedores em enterrar bolas de gude poderia estar muito
mais relacionado a um comportamento obsessivo compulsivo que ansioso, uma vez que em
situacdes adequadas, os animais ndo consideravam as bolas de gude como um estimulo aversivo
ou objeto ameagador (Njung'e e Handley, 1991). De acordo com Londei et al. (1998), o
comportamento caracterizado por enterrar as bolas de gude iniciaria como uma atividade
investigativa natural, entretanto, por ser um um objeto ndo reativo, ndo ofereceria ao animal o
estimulo necessario para encerrar a investigagdo, induzindo o comportamento obsessivo, como
uma incapacidade de se atingir um senso de “tarefa cumprida”.

Individuos com TEA exibem um grande repertério de comportamentos repetitivos
incluindo estereotipias, rituais, compulsdes e obsessdes com grande variabilidade individual e
que, muitas vezes, sdo similares aos comportamentos exibidos por pessoas com transtorno
obsessivo compulsivo (TOC) (Lord et al., 2020). Dessa forma, o teste das bolas de gude tem
sido largamente utilizado para a avaliacdo de comportamentos repetitivos em modelos animais
de autismo. A exemplo disso, Mcfarlane et al. (2008) demonstraram que animais manipulados
geneticamente (ratos da linhagem black and tan brachyury - BTBR) expressavam fenétipo
autista como reducdo da interacéo social, diminuicdo de comportamentos como a transferéncia
social de preferéncia alimentar, déficits na vocalizacdo e aumento de comportamentos
repetitivos, demonstrado através do teste das bolas de gude, em que 0s animais passavam a
enterrar um nimero maior de esferas (Mcfarlane et al., 2008).

No presente estudo, os animais expostos no periodo pré-natal ao VPA mostraram
uma reducdo no nimero de bolas de gude enterradas no primeiro intervalo de 10 minutos, e um

nimero significativamente menor de bolas nos intervalos de 20 e 30 minutos quando
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comparados aos controles. Houve, uma tendéncia a reversdo deste comportamento apos o
tratamento com a SVT. Demonstrando, aparentemente, um resultado paradoxal para o modelo.

Dados similares aos apresentados neste estudo ja foram observados anteriormente.
No teste das bolas de gude foram observadas uma reducdo no nimero de esferas enterradas em
animais igualmente expostos no periodo pré-natal ao VPA (Hill et al., 2015) e também em
linhagens de ratos desenvolvidos como modelos para o estudo do autismo como ratos knockout
para o gene shank1(Sungur et al., 2014), knockout para o gene ephrin-A (Wurzman et al., 2015)
e linhagens de camundongos C58/J (Ryan et al., 2010). Dados como estes demonstram que
pode ser controverso se caracterizar o ato de enterrar esferas de vidro como Unica manifestacao
de estereotipias ou movimentos repetitivos. De acordo com Sungur et al. (2014) outros
movimentos repetitivos como a autolimpeza (self-grooming) podem ter sido exacerbados
reduzindo o numero de bolas de gude enterradas.

Foi demonstrado ainda que nos animais tratados com a SVT houve uma tendéncia
a um aumento no numero de bolas de gude enterradas, retornando-se a valores mais proximos
aos dos animais-controle. Como ja relatado no estudo, talvez o nimero de bolas enterradas
fosse ainda maior caso as estatinas ndao tivessem como um dos seus principais efeitos adversos
sintomas de comprometimento muscular como ja discutido anteriormente.

Resta agora trazer a tona a seguinte questdo: se clinicamente foi visto que em
pacientes com TEA, os niveis de colesterol plasmaticos sdo, em geral, mais baixos, qual o
sentido de se utilizar uma medicacdo hipolipemiante para o seu tratamento? Para responder a
esta pergunta, precisa-se mais uma vez voltar o olhar as condi¢bes clinicas ja bem
caracterizadas que correlacionam o metabolismo do colesterol com o autismo, como a SLO.

Na SLO, considerado o protétipo das doencas que afetam a biossintese do
colesterol, os pacientes exibem niveis extremamente baixos de colesterol plasmatico,
secundarias a um defeito no gene DHCRY7, que codifica a enzima 7-Dehidrocolesterol redutase,

uma das enzimas localizadas na via final da sintese do colesterol (figura 25) (Saheret al., 2011).
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Figura 25: Desenho esquemético da via metabdlica de biossintese do colesterol. A via metabdlica de sintese do
colesterol inicia-se na via de biossintese de isoprendis, que resulta em diversos compostos biologicamente ativos
(isoprenoides) envolvidos em diferentes processos celulares. Cada um dos nimeros indicam uma enzima cuja
deficiéncia pode resultar em doencas neurogenéticas que apresentaremos entre parénteses: 1) mevalonato kinase
(acidaria meval6nica); 2) 24-dehidrocolesterol redutase (dermosterolose); 3) esterol-C14 redutase (displasia
esquelética de Greenberg); 4) 3b-hidroxiesterol desidrogenase (sindrome CHILD — hemidisplasia congénita,
eritrodermia ictiosiforme e defeitos em membros); 5) delta-8, delta-7 esterol isomerase (sindrome de Conradi-
Hinemann-Happle); 6) esterol C5 dessaturase (latosterolose) e; 7) 7-dehidrocolesterol redutase (sindrome de
Smith-Lemli-Opitz SLO).

Na sindrome de SLO a deficiéncia na enzima 7-Dehidrocolesterol redutase leva
ao acumulo de 7-dehidrocolesterol (7DHC) com diversos efeitos toxicos. Além disso, 0 7DHC
passa a substituir o colesterol na formacédo das membranas plasmaticas, na formacéo da bainha
de mielina e na formagéao das vesiculas sinapticas importantes no processo de neurotransmissao
(Keller et al., 2004). Duas estratégias possiveis de tratamento tem sido empregadas na SLO, a
primeira delas através da suplementacao dietética de colesterol, que, através de um mecanismo
de biofeedback, reduziria a sintese de colesterol e consequentemente a formacdo do 7DHC
(Platt et al., 2014). Infelizmente, o colesterol dietético é incapaz de ultrapassar a BHE tendo

pouco efeito nos sintomas cognitivos associados a SLO.
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A administracdo de estatinas passaria, entdo, a ser uma forma promissora de
tratamento, uma vez que, inibindo a HMCOoA redutase, também levariam a redugdo na sintese
de intermediarios toéxicos ao SNC aliado ao fato de ultrapassarem a BHE podendo exercer seus
efeitos diretamente no SNC (Wassif et al., 2005).

Outro possivel mecanismo de acdo das estatinas no SNC derivam de estudos em
pacientes com doencgas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer ou doenca de
Parkinson onde medicamentos como a ATV exerceriam efeitos neuroprotetores, auxiliando na
preservacdo da funcdo cognitiva e motora dos pacientes através de seus efeitos antioxidantes
(Fracassi et al., 2019).

5.5.1 Efeito das estatinas e seu possivel papel no tratamento do TEA

Além da questdo comportamental, a fisiopatologia do TEA também pode ser
investigada do ponto de vista bioquimico. Define-se o estresse oxidativo (EO) como um estado
patoldgico que surge a partir do desequilibrio entre a producdo de EROs e a capacidade de
detoxificagdo da célula resultando em dano as macromoléculas (proteinas, lipideos e DNA) e
disrupcéo de diversas vias de sinalizagdo (Meguid et al., 2017).

Antioxidantes enddgenos, dietéticos ou farmacoldgicos combatem o EO
controlando os niveis de EROs produzidas, removendo seu excesso e reparando as
biomoléculas danificadas pelo processo oxidativo (Uttara et al., 2009). Dessa forma, niveis
elevados de EO podem estar implicados em muitos transtornos neuropsiquiatricos como a
doenca de Parkinson, Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose multipla e talvez, também
estar relacionado ao TEA (Patel e Chu, 2011).

Criangas com TEA sdo consideradas mais vulneraveis ao EO pelo fato de
apresentaram niveis plasmaticos menores de glutationa (Rose et al., 2017), a resposta ao EO é
considerada uma pedra angular no processo de neuroinflamacdo, confirmada como uma das
principais implicagdes fisiopatoldgicas do autismo (Mcdougle e Carlezon, 2013) e, evidéncias
sugerem ainda que exista uma relacdo entre os niveis elevados de EO encontrados individuos
diagnosticados com TEA e exposic¢éo a poluentes ambientais como metais pesados (Mostafa et
al., 2016).
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No protocolo adotado no presente estudo, os sintomas de TEA foram induzidos a
partir da exposicéo pré-natal ao VPA, que conforme discutido no inicio dessa sec¢éo, € o modelo
animal de inducdo do autismo mais estudado e reproduzido até 0 momento.

De acordo com Tung et al. (2011) avaliando células embrionarias de ratos em meio
de cultura, verificaram que a exposicdo ao VPA resultou em aumento nos niveis de EROs,
especialmente a nivel neuronal, e que o mesmo esteve relacionado a um aumento nos
marcadores de apoptose celular. Xenobidticos (compostos quimicos estranhos ao organismo)
como o VPA podem ser bioativados por enzimas (ex. prostaglandina H sintetase ou
lipooxigenase) cujas concentragBes encontram-se elevados no periodo de vida embrionario e
convertidas em intermediarios reativos que iniciam a geracdo de EROs. Caso os niveis de EROs
excedam a capacidade de defesa do organismo, o estresse oxidativo resulta em defeitos no
desenvolvimento embrionario (Wells et al., 2010). Em resumo, os efeitos neuroteratogénicos
do VPA sdo um resultado da combinacdo de defesas antioxidantes ainda imaturas com a
habilidade do VPA em iniciar a geracdo de EROs.

Neste estudo, verificou-se que a exposicao pré-natal ao VPA resultou em animais
com sintomas clinicamente similares ao do TEA além de apresentarem, bioguimicamente,
niveis significativamente mais elevados de marcadores de estresse oxidativo e reduzidos de
marcadores de defesa antioxidante em diferentes regides cerebrais. Interessantemente, estes
efeitos foram, em parte, revertidos apds o tratamento com estatinas na forma de ATV e SVT.

Foi relatado anteriormente que as estatinas estavam sendo estudadas no tratamento
de formas muito especificas TEA, aquelas cujos sintomas de autismo estariam relacionados a
doencas genéticas raras como a sindrome de SLO, ou a sindrome de Rett, entretanto, e se as
estatinas exercessem efeitos fisiopatoldgicos mais amplos que pudessem ser explorados para o
tratamento do TEA em geral?

Sabidamente, elevacdes nos niveis de colesterol plasmatico circulantes aumentam
significativamente o risco de aterosclerose assim como o de suas manifestagdes clinicas como
o infarto agudo do miocardio, acidente vascular isquémico e doenca arterial periférica (Michos
et al., 2019). As estatinas, devido ao seu potencial farmacoldgico de inibicdo da sintese do
colesterol, por inibicdo da HMG-CoA redutase, tém sido consideradas as medicagfes mais
comumente prescrita para o tratamento da hipercolesterolemia e para 0 manejo do risco
cardiovascular, aliando eficacia e seguranca clinica (Cai et al., 2021). Entretanto, embora sua
principal acdo seja mediada através da reducdo da concentracdo de fracdes especificas do

colesterol, particularmente a LDL, os efeitos protetores das estatinas envolvem outros
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mecanismos, denominados mecanismos pleiotropicos, mediados por suas a¢Ges antioxidantes
(John et al., 2005; Ray e Cannon, 2005).

A exemplo de seus efeitos antioxidantes, as estatinas inibem enzimas pré-oxidantes
como a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, reducédo da sintese de
compostos altamente reativos, aumento da expressdo e atividade da oxido nitrico sintase
endotelial e suprarregulagéo de enzimas antioxidantes (Zinellu e Mangoni, 2021).

Tais efeitos antioxidantes das estatinas tem sido explorados, também, no ambito das
doencas neurodegenerativas. A doenca de Parkinson é a segunda doenca neurodegerenativa
mais comum apos a doenca de Alzheimer e caracteriza-se por tremores, bradicinesia, rigidez e
instabilidade postural (Obeso et al., 2010). A caracteristica fisiopatologica da doenca de
Parkinson ¢ a perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia nigra associada a presenca de
inclusdes proteicas insoltveis denominadas corpos de Lewy (Jankovic e Tan, 2020). Embora a
sua etiologia ainda ndo seja plenamente conhecida, evidéncias substanciais tem apoiado a
hip6tese de que o EO é um dos fatores criticos que desencadeiam a doenga de Parkinson, uma
vez que, em modelos animais dessa doenca, foram encontrados elevados niveis de EROs em
tecidos cerebrais, intensa ativagdo de NADPH oxidase e comprometimento das defesas
antioxidantes com redugao dos niveis de GSH-Px e SOD (Puspita et al., 2017).

Em 2018, Tong, et al. investigaram os efeitos neuroprotetores das estatinas em
células tratadas com 6-hidroxidopamina (modelo comumente utilizado para a geracdo de
modelos experimentais de doenca de Parkinson ao induzir apoptose de células dopaminérgicas),
verificando que ap6s o tratamento com SVT houve reducdo dos niveis intracelulares de EROs
e aumento da expressao de SOD.

Neste estudo, procurou-se avaliar os efeitos antioxidantes de duas diferentes formas
farmacoldgicas de estatinas em duas regides cerebrais, cortex e cerebelo. Além do cortex
cerebral, o cértex frontal e o cerebelo sdo duas regiGes cerebrais promissoras no estudo da
fisiopatologia do TEA.

O cortex cerebral é responsavel pelo controle de todas as fungdes executivas
cerebrais, incluindo processamentos cognitivos mais complexos como tomada de decisoes,
memoria de trabalho, emocdes, comportamento social, aprendizagem e comunicacdo, fungbes
essas de grande interesse no estudo do TEA (Donovan e Basson, 2016). As principais
observacdes relacionando alteragOes cerebrais ao autismo incluem anormalidades na espessura
cortical, desorganizacdo neuronal ao longo das camadas corticais e diferencas nas conexdes

entre as diferentes regides cerebrais (Courchesne et al., 2011).
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Os corpos dos neurdnios sd3o “empilhados” uns em cima dos outros em uma
organizagao colunar denominada “minicolunas”, representando, cada uma delas, mddulos
anatomicamente definidos de unidades de processamento de informacdes. Essa organizacio
cortical em minicolunas permite que um maior nimero de neurdnios seja conectado por um
menor nimero de axénios, aumentando a conectividade neuronal, especialmente importante na
execucdo de tarefas complexas como as exigidas pelas funcGes executivas. No TEA, a
organizacao minicolunar no cértex é mais larga durante os primeiros anos de desenvolvimento,
alterando toda a trajetdria do crescimento cerebral (Buxhoeveden et al., 2006).

O cerebelo é uma estrutura densa, organizada em folias e localizada inferiormente
ao cortex occipital. Convencionalmente associada a fungdes motoras e sabidamente responsavel
pela propriocepc¢ao e controle motor fino, o cerebelo tem sido relacionado, também, a funcbes
cognitivas superiores como a linguagem, processamento cognitivo e regulacdo do afeto (Becker
e Stoodley, 2013). Em 1988, a hipoplasia do vérmis cerebelar foi uma das primeiras alteracdes
neuroanatémicas a serem descritas em cérebros de pessoas com autismo (Courchesne et al.,
1988). Desde entdo, verificou-se que a alteracdo cerebelar mais consistente no TEA é uma
reducdo substancial no nimero e no tamanho das células de Purkinje nos hemisférios
cerebelares (Fatemi et al., 2012).

Estudos de inativacdo genética, especificamente nas células de Purkinje, em
modelos animais de esclerose tuberosa levaram ao surgimento de sintomas semelhantes ao TEA
(Tsai et al., 2012). Sugere-se que areas especificas do cerebelo exercam influéncia em areas
neocorticais remotas relacionadas a interacao social existindo uma rede de estruturas cerebrais
envolvidas na percepcéo, integracdo e decodificacao de pistas sociais (D'mello et al., 2015).

Neste estudo, verificou-se que em animais tratados com ATV, os niveis de sulfidrila
em cerebelo e TBA-RS em tecido cerebral se mostraram significativamente reduzidos quando
comparados aos animais expostos ao VPA no periodo pré-natal.

Os grupos tiois, representados pelo radical sulfidrila (-SH), podem estar ligados a
proteinas ou a compostos de baixo peso molecular e, quando o estresse redox esta elevado,
podem ser oxidados. Dessa forma, sugere-se que espécies reativas reagem com ligacdes
dissulfureto (SS) em proteinas, sendo teor de proteina sulfidrila um indice de oxidacdo de
proteinas (Stadtman e Levine, 2003). Analisando os dados do presente projeto, 0s animais
tratados com ATV exibiram uma reducdo significativa nos niveis de sulfidrila em regido

cerebelar quando em comparagdo aos animais expostos ao modelo indutor de TEA.
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Uma outra técnica de se avaliar o estresse oxidativo baseia-se no fato de que alguns
produtos de peroxidacgéo lipidica reagem ao &cido tiobarbitirico, dessa forma, quando esse
acido é adicionado ao material bioldgico, é possivel se detectar a presenca de TBA-RS. Das
substancias que exibem essa reatividade, o malondialdeido (MDA) € a principal delas, sendo
um dos produtos finais do processo de oxidacdo e decomposicdo de acidos graxos
polinsaturados. Sua detecgdo tecidual, entdo, € um forte indicativo da ocorréncia de estresse
oxidativo (Little e Gladen, 1999). No presente estudo, os animais tratados com ATV exibiram
niveis significativamente mais baixos de TBA-RS em cortex cerebral quando comparados aos
animais expostos ao VPA no ambiente uterino.

Similarmente, Cataldo et al. (2017) ja haviam demonstrado niveis reduzidos de
TBA-RS em cortex frontal e hipocampo de ratos tratados submetidos a um modelo de sepse e
posteriormente tratados com estatinas. Além disso, Koladiya et al. (2008) também
demonstraram niveis reduzidos de TBA-RS em ratos expostos a um modelo de deméncia
vascular induzida por L-metionina e posteriormente tratados com atorvastavina e pravastatina.
Até onde vai nosso conhecimento, ndo existem estudos que avaliem os efeitos antioxidantes de
diferentes formas de estatinas no tecido cerebral em modelos animais de autismo.

Demonstramos assim, em um modelo animal de autismo que a exposigédo pré-natal
ao VPA promovia alteragdes em parametros de estresse oxidativo e que essas alteragcdes eram
significativamente revertidas pelo tratamento com duas variedades de estatinas (ATV e SVT)
em regides cerebrais criticamente envolvidas no TEA.

O presente subprojeto apresentou limitacdes. Seria importante avaliar os niveis de
colesterol e de seus intermediarios nos tecidos cerebrais. Além disso, outros parametros de
estresse oxidativo como catalase, glutationa reduzida e glutationa peroxidade poderiam ter seus
niveis avaliados, bem como diferentes tecidos cerebrais. Tais falhas refletiram as limitac6es
técnicas existentes em um laboratorio de estudo do autismo ainda em fase de estruturacéo e que

devem ser superadas em projetos futuros.

5.6. REFLEXOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Até o momento, ndo existe um tratamento farmacoldgico eficaz para o TEA, muito
em parte devido ao fato de que seus aspectos etioldgicos ainda sdo pouco compreendidos. Ainda
assim, e apesar de todas as limitagdes, modelos animais aumentam nossa compreensao tanto da

fisiopatologia do autismo como permite o estudo de novos e potenciais tratamentos.
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Neste estudo, mostrou-se a ampliacdo terapéutica potencial das estatinas,
inicialmente prescritas para o tratamento da hipercolesterolemia, para o tratamento dos
sintomas de TEA. Verificou-se que a sua utilizacdo foi capaz de reverter parametros de estresse
oxidativo em células cerebrais em modelos animais de autismo refletindo, ainda em melhora

comportamental. Oferecendo-se assim, novas possibilidades para estudos terapéuticos futuros.
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6 CONCLUSOES FINAIS

Chegamos ao final deste trabalho com algumas respostas. Quando nos perguntamos se
um dia chegaremos a um tratamento farmacolégico para o TEA, devemos nos perguntar, para
qual tipo de TEA? Se causado pela exposicdo pré-natal a farmacos prejudiciais ao
neurodesenvolvimento, é possivel que modelos animais apontem uma dire¢do. Assim, para
cada um dos diferentes tipos de “autismos” estudos especificos devem ser desenhados e
executados.

Quando nos perguntamos se todos as pessoas dentro do espectro do autismo necessitam
destes tratamentos que a ciéncia tanto busca, € provavel que a resposta seja ndo. O Autismo é
um espectro, existindo, como vimos pessoas dentro dele que ndo apresentam nenhum
comprometimento em suas capacidades funcionais.

Finalmente, quando nos perguntamos o que € o autismo. No fim das contas vemos que
ele ndo é propriamente uma doenca, talvez uma sindrome. Em medicina, esse termo representa
um conjunto de sinais e sintomas com diferentes causas, manifestando-se de formas muito
diversas e com prognoéstico bastante distintos. E, para tanto, sé pode ser estudado conside rando-

se toda a sua heterogeneidade.
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ANEXO A - FORMULARIO ETIOLOGICO E TCLE

FORMULARIO ETIOLOGICO / TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

NOME Data de nascimento:
I

Local de atendimento: Pontuacéo
ASQ:

Sexo: M () F( ) Idade: Raca: branca ( ) negra( ) oriental ( ) outra

Nome Responsavel:

Tel. residencial: (_) - Celular: () - Outro: () -

Histéria familiar:

Deficiéncia intelectual: Sim( ) N&o ( ); Transtorno Psiquiatrico: Sim ( ) N&o ( ) > THB
( ) Esquizofrenia ()

Transtorno do espectro autista: Sim () N&o ( ); Atraso na fala: Sim ( ) Nao ( )
Pais consanguineos: Sim () Ndo ( ) ldade materna quando teve o filho:

Idade Paterna:

Fatores etioldgicos pré-natais:
Uso de &lcool: Sim () Nao ( ); Cigarro: Sim () Nao ( ); Entorpecentes: Sim ( ) Nao

()

Medicamentos: Sim ( ) Nao ( ) - Antidepressivos ( ); Anticonvulsivantes ( )

Infeccdes durante a gestacdo: Sim () Nao ( ) Qual?: CMV ( ) Rubéola (

)Toxoplasmose ( )

Exposicdo a agrotoxicos: Sim () Nao ( )
Epilepsia: Sim ( ) Nao ( ) = Crises Febris ( )
Tratamento para infertilidade: Sim ( ) Nao ( ) = FIV: Sim ( ) Nao ( )

Parto: Normal ( ); Cesério ( ) > A Termo ( ) Prematuro ( ); Semanas

Exames laboratoriais: : Colesterol total:
VR . LDL: VR
HDL: VR Triglicerideos: VR ; Vit

D: VR : Pb: VR
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Cromatografia AA:

Diagnostico neuroimagem: USG TF ( ); TC( ); RM ()

Diagndstico genético: Caridtipo ( ); PCR X-fragil ( ); CGH-Array ( ); Outro ( );
EIM( ); Teste do Pezinho ()

Exame fisico

Microcefalia: Sim () Nao ( ); Macrocrania: Sim ( ) Nao ( ); Dismorfismos: Sim ( )
Nao ( )
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SETOR DE NEUROLOGIA INFANTIL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG n.
, residente a Av./Rua n.
, complemento , Bairro , ha cidade de

, por meio deste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, consinto que o Dr. tire

fotografias, faca videos e outros tipos de imagens de mim, sobre o0 meu caso clinico.
Consinto que estas imagens sejam utilizadas para finalidade didéatica e cientifica,
divulgadas em aulas, palestras, conferéncias, cursos, congressos, etc... e tambéem
publicadas em livros, artigos, portais de internet, revistas cientificas e similares,
podendo inclusive ser mostrado o0 meu rosto, o que pode fazer com que eu seja

reconhecido.

Consinto também que as imagens de meus exames, como radiografias, tomografias
computadorizadas, ressonancias magnéticas, ultrassons, eletromiografias,
histopatol6gicos (exame no microscopio da peca cirdrgica retirada) e outros, sejam

utilizadas e divulgadas.

Caso surja, em algum momento, algum exame que possa auxiliar no diagnostico e/ou
tratamento, meu ou de meu filho (a) consinto, mediante explicacdo pormenorizada a

repeito do exame a ser realizado, a sua realizagéo.

Este consentimento pode ser revogado, sem qualquer 6nus ou prejuizo a minha
pessoa, a meu pedido ou solicitacdo, desde que a revogacdo ocorra antes da

publicagéo.

Fui esclarecido de que nao receberei nenhum ressarcimento ou pagamento pelo uso

das minhas imagens e também compreendi que o Dr. ea

equipe de profissionais que me atende e atendera durante todo o tratamento nao tera
qualquer tipo de ganhos financeiros com a exposicdo da minha imagem nas referidas

publicacoes.

Local, de de 2
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Paciente / Responsavel:
CPF

RG
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ANEXO B - CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA O TEA AO LONGO DA
HISTORIA DE ACORDO COM O MANUAL DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE
TRANSTORNOS MENTAIS.

Critérios diagnosticos para o Autismo Infantil de acordo com o DSM-III - 1980

Inicio dos sintomas antes dos 30 meses de idade;

Falta de responsividade a outras pessoas (autismo);

Déficits grosseiros no desenvolvimento da linguagem;

Se a fala estiver presente, essa se caracteriza por padrdes peculiares como ecolalias imediatas
ou tardias, auséncia de linguagem metaforica e reversao pronominal,

Respostas bizarras a varios estimulos ambientais p. ex. resisténcia a mudangas, interesse
peculiar a objetos animados ou inanimados;

Auséncia de alucinacdes, perda de associagdes ou incoeréncias tipicamente encontradas na

esquizofrenia.

Critérios diagndstico para o transtorno autistico de acordo com o Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders 3rd edition Revision — DSM-I11I-R - 1992

Pelo menos oito dos seguintes 16 itens devem estar presentes, incluindo ao menos dois itens
do A, um item do B e um do C.

Comprometimento qualitativo da interacdo social reciproca (os exemplos entre parénteses
séo organizados de modo que 0s primeiros S40 mais comuns aos casos mais precoces e graves
e os Ultimos aos casos mais tardios e leves) manifestados da seguinte maneira:

Auséncia marcante de nogao da existéncia ou das emoc0des de outras pessoas (trata as pessoas
como um movel ou objeto, ndo consegue perceber o estresse emocional de outra pessoa,
aparentemente ndo tem nogao da necessidade de privacidade por parte das outras pessoas);
Auséncia ou busca anormal por conforto em momentos de estresse emocional (ndo busca
conforto mesmo quando doente, ferido ou cansado, procura conforto de maneira
estereotipada, por exemplo, dizendo “queijo, queijo, queijo” sempre que se fere);

Auséncia ou comprometimento da imitacdo (ndo acena, ndo imita os pais nas atividades
diarias, imitagdo mecénica da acdes de terceiros e fora do contexto);

Auséncia ou anormalidade na brincadeira social (ndo participa ativamente das brincadeiras
proprias da idade; prefere brincadeiras e atividade solitarias, envolve-se com outras criangas

apenas de forma mecanica), e
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Comprometimento grosseiro na habilidade de formar relacBes de amizade (auséncia de
interesse em se relacionar de forma amigavel com pares, demonstra falta de entendimento
das convencdes sociais, por exemplo, 1é uma lista telefonica para uma plateia desinteressada).
Comprometimento qualitativo na comunicacdo verbal e ndo-verbal e em atividades
imaginativas (0s exemplos entre parénteses sdo organizados de modo que 0s primeiros sao
mais comuns aos casos mais precoces e graves e 0s Ultimos aos casos mais tardios e leves)
manifestados da seguinte maneira:

Auséncia de comunicacdo (auséncia de lalacdo, expressdo facial, gestos, mimica ou
linguagem falada);

Anormalidade marcante na comunicacao ndo-verbal como contato visual, uso de expressoes
faciais, linguagem corporal, gestual ou iniciativas buscando interagao social (ndo demonstra,
através de gestos antecipatorios, pedidos de “colo”, se enrijece quando abracado, nao
apresenta contato visual ou sorri quando realiza aproximacdo social, ndo cumprimenta
parentes ou visitas, fixacdo do olhar em situagdes sociais);

Auséncia de atividades imaginativas como representar papéis, atividades imaginativas
relacionadas a animais, e falta de interesse em historias relacionadas a eventos imaginarios;
Anormalidade marcante na producéo da fala, incluindo volume, timbre, ritmo e entonagao
(fala em tom mondtono e timbre agudo seriam alguns exemplos);

Anormalidade marcante na forma ou contetido da fala incluindo uso restrito e repetitivo da
fala (ecolalias imediatas ou repeticdo mecénica de um comercial de televisao), referir-se a
sim mesmo na terceira pessoa (por exemplo falar “vocé quer um biscoito” no lugar de “eu
quero um biscoito”), uso idiossincratico de palavras ou frases e conversas a respeito de
assuntos fora do contexto (por exemplo comegar a falar nos horérios de saida de trens
enquanto se encontra em uma conversa sobre portas), e

Comprometimento marcante na habilidade em iniciar ou manter uma conversa com outra
pessoa a despeito de possuir uma fala adequada.

Restricdo marcante no repertorio de atividades ou interesses que se manifestam por:
Movimentos corporais estereotipados (por exemplo balancar ou torcer as maos, girar,
balangar o corpo ou movimentos corporais complexos);

Preocupacéo persistente com partes de objetos (por exemplo cheirar ou lamber objetos, sentir
de maneira repetida a textura dos objetos, fixagdo por girar as rodas de um carrinho), conexao

a objetos ndo-usuais (por exemplo carregar insistentemente um pedaco de barbante);
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Alteragdo comportamental marcante em decorréncia de alteracdes triviais no ambiente (por
exemplo a alteracédo do lugar de um vaso);

Insisténcia em seguir rotinas detalhadamente (por exemplo insistir a utilizacdo sempre do
mesmo caminho em um passeio);

Repertdrio marcadamente restrito de interesses e preocupages restritas a uma estreita faixa
de interesses (por exemplo interesse em enfileirar objetos ou coletar informacgdes e fatos
unicamente relacionados a astronomia).

Inicio dos sintomas durante a infancia ou idade pré-escolar. Especificar caso o inicio dos

sintomas ocorra apds os 36 meses de idade.

Critérios diagnostico para o transtorno autistico e sindromes relacionadas de acordo com o
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 4th edition — DSM-1V — 2000

Transtorno autistico

Somar um total de seis (ou mais) itens dos marcadores (1), (2), e (3), com pelo menos dois
do (1), e um do (2) e um do (3).

Comprometimento marcante da interacdo social manifestada por pelo menos dois dos
seguintes itens:

Comprometimento marcante no uso de multiplos comportamentos ndo-verbais, tais como
contato visual, expressdo facial, postura corpora e gestos para regular a interacdo social,
Dificuldade em desenvolver relacdes de companheirismo apropriadas para o nivel de
desenvolvimento;

Auséncia de busca espontanea em compartilhar satisfacdo, interesses ou realizacdes com
outras pessoas (por exemplo dificuldades em mostrar, trazer ou apontar para objetos de
interesse);

Auséncia de reciprocidade social ou emocional.

Comprometimento qualitativo na comunicacdo manifestada por pelo menos um dos seguintes
itens:

Atraso ou total auséncia no desenvolvimento da fala (ndo acompanhada pela tentativa de
compensagao através de métodos alternativos de comunicagdo como gestos ou mimica);

Em individuos com fala adequada, marcante comprometimento na habilidade em iniciar ou
manter a conversagcdo com outras pessoas;

Uso estereotipado, repetitivo ou idiossincratico da linguagem;
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Auséncia de um repertorio variado de acdes, brincadeiras imaginativas ou imitagfes sociais
apropriadas para o nivel de desenvolvimento;

Padrdo restrito, repetitivo ou estereotipado de comportamentos, interesses e atividade
manifestadas por pelo menos um dos seguintes itens:

Preocupacdo com um ou mais padr0es estereotipados e restritos de interesse que sejam
anormais em intensidade ou foco;

Aderéncia aparentemente inflexivel a rotinas ou rituais especificos e ndo-funcionais;
Maneirismos motores estereotipados e repetitivos (por exemplo balancar ou torcer as maos,
girar, balancar o corpo ou movimentos corporais complexos);

Preocupacéo persistente com partes de objetos.

Atraso ou funcionamento anormal em pelo menos uma das seguintes areas, com inicio dos
sintomas antes dos trés anos de idade.

Interacdo social;

Linguagem utilizada na comunicacéo social ou;

Atividades simbdlicas ou imaginativas.

O disturbio ndo € melhor classificado como sindrome de Rett, sindrome de Asperger ou

Psicose desintegrativa de Heller.

Transtorno invasivo do desenvolvimento néo especificado

Esta categoria deve ser utilizada quando existe um grave ou pervasivo comprometimento no
desenvolvimento da interacdo social reciproca ou das habilidades de comunicacdo verbal e
ndo-verbal ou ainda quando padrées de comportamentos estereotipados e restritos de
atividades ou interesses estdo presentes, mas que ndo se encaixa com nenhum tipo especifico
de transtorno invasivo do desenvolvimento, com esquizofrenia, personalidade esquizotipica
ou transtorno de personalidade aversiva. Esta categoria incluin, por exemplo o autismo
atipico — apresentacfes que ndao preenchem critérios para transtorno autistico devido ao inicio

tardio dos sintomas, sintomatologia atipica ou sintomas subliminares.

Sindrome de Asperger

Comprometimento qualitativo da interacdo social manifestada por pelo menos dois dos
seguintes itens:

Comprometimento marcante no uso de multiplos comportamentos ndo-verbais, tais como

contato visual, expressdo facial, postura corpora e gestos para regular a interacéo social,
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Falha em desenvolver relacbes de companheirismo apropriadas para o nivel de
desenvolvimento;

Auséncia de busca espontdnea em compartilhar satisfacdo, interesses ou realizagdes com
outras pessoas (por exemplo dificuldades em mostrar, trazer ou apontar para objetos de
interesse);

Auséncia de reciprocidade social ou emocional.

Padrdo restrito, repetitivo ou estereotipado de comportamentos, interesses e atividade
manifestadas por pelo menos um dos seguintes itens:

Preocupacdo com um ou mais padrbes estereotipados e restritos de interesse que sejam
anormais em intensidade ou foco;

Aderéncia aparentemente inflexivel a rotinas ou rituais especificos e ndo-funcionais;
Maneirismos motores estereotipados e repetitivos (por exemplo balancar ou torcer as maos,
girar, balancar o corpo ou movimentos corporais complexos);

Preocupacéo persistente com partes de objetos.

O distarbio causa comprometimento clinico significativo nas areas social, ocupacional ou
outra areas importantes do funcionamento.

Na&o existe um atraso significativo no desenvolvimento da fala (por exemplo palavras isoladas
aos dois anos ou frases comunicativas apos os trés anos de idade).

Ndo existe um atraso clinico significativo no desenvolvimento cognitivo ou no
desenvolvimento de habilidades de auto-cuidado apropriadas para a idade, comportamentos
adaptativos (exceto interacéo social) e curiosidade em relacdo ao ambiente.

Os sintomas encontrados ndo preenchem critérios para nenhum outro tipo especifico de

transtorno invasivo do desenvolvimento ou esquizofrenia.

Sindome de Rett

Todos 0s seguintes:

Desenvolvimento prenatal e perinatal aparentemente normal,;

Desenvolvimento psicomotor normal nos primeiros cinco meses apos 0 hascimento;
Perimetro cefalico com circunferéncia normal ao nascimento.

Inicio de todos os sintomas abaixo apos periodo de desenvolvimento normal:

Desaceleracao do crescimento do perimetro cefalico entre os cinco e 48 meses de idade;
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Perda do uso funcional das maos previamente adquirido entre os cinco e 30 meses de vida
com o subsequente desenvolvimento de movimentos manuais estereotipados (movimentos
de balango ou de “lavar” as maos);

Perda do engajamento social precoce durante o curso da doenga (embora a interacéo social
possa se desenvolver mais tardiamente);

Aparecimento de incoordenagéo de marcha ou movimentos anormais de tronco;
Comprometimento grave na linguagem expressiva ou receptiva com retardo psicomotor

grave.

Transtorno Desintegrativo da Infancia (Psicose Desintegrativa de Heller)
Desenvolvimento aparentemente normal até os dois anos de idade manifestado pela presenga
de comunicacdo verbal e ndo-verbal apropriada para a idade, relacionamento social,
atividades e comportamento adaptativo;

Perda clinicamente significativa das habilidades previamente adquiridas (antes dos 10 anos
de idade) em pelo menos duas das seguintes areas:

Linguagem expressiva ou receptiva;

Habilidades sociais ou comportamento adaptativo;

Controle vesical ou esfincteriano;

Atividades;

Habilidades motoras.

Anormalidades no funcionamento de pelo menos duas das seguintes areas:
Comprometimento qualitativo na interacdo social (por exemplo comprometimento nos
comportamentos ndo-verbais, falha no desenvolvimento de relacionamentos com pares, falta
de reciprocidade social ou emaocional);

Comprometimento qualitativo na comunicagao (por exemplo atraso ou falha na linguagem
falada, incapacidade em iniciar ou manter uma conversa, uso de linguagem de maneira
estereotipada ou repetitiva, falta de atividades imaginativas);

Padr@es restritos, repetitivos e estereotipados de comportamentos, interesses e atividades
incluindo esterotipias motoras ou maneirismos.

O disturbio ndo € melhor justificado por outro transtorno especifico do desenvolvimento ou

esquizofrenia.
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Critérios diagnostico para o0 TEA de acordo com o Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders 5th edition — DSM5 — 2013

Transtorno do Espectro Autista

Déficits persistentes na comunicagdo social e interacdo por meio de multiplos contextos,
conforme manifestados a seguir, atualmente ou pela histéria clinica (os exemplos sdo
ilustrativos e ndo exaustivos)

Déficits na reciprocidade socioemocional , variando, por exemplo da abordagem social
anormal e do fracasso das conversas normais que envolvem ida e volta; reducdo no
compartilhamento de interesses, emog¢Oes ou afetos; fracasso em iniciar ou responder a
tentativas de interacao social;

Déficits nos comportamentos comunicativos ndo verbais utilizados para a interacdo social,
variando, por exemplo, da comunicacéo verbal e ndo verbal mal integrada, anormalidades no
contato visual e na linguagem corporal ou déficits na compreensao e uso de de gestos; a uma
total falta de expressdes faciais e comunicacao nao verbal;

Déficits no desenvolvimento, na manutengdo e na compreensdo de relacionamentos |,
variando, por exemplo de dificuldades no ajuste comportamental para atender aos varios
contextos sociais; as dificuldades em compartilhar brincadeiras imaginativas, dificuldade em
fazer amizades e auséncia de interesse por pares.

Padrdes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou atividades, manifestados por
pelo menos dois dos seguintes, atualmente ou pela historia (os exemplos sdo ilustrativos, ndo
exaustivos)

Movimentos motores estereotipados ou repetitivos, uso de objetos ou fala (por exemplo,
estereotipias motoras simples, alinhamento de brinquedos ou objetos mdveis, ecolalia, frases
idiossincraticas);

Insisténcia em manter uma rotina, adesao inflexivel as rotinas ou padrdes ritualizados ou
comportamento verbal ndo verbal (por exemplo, aflicdo extrema com pequenas mudancas,
dificuldades com transicdes, padrdes rigidos de pensamento, rituais de saudacao, necessidade
de seguir o mesmo caminho ou comer todos os dias);

Padrdo altamente restrito de interesses, interesses fixos que sdo anormais em intensidade ou
foco (por exemplo, forte apego ou preocupacdo a objetos incomuns, interesse excessivamente
circunscrito ou perseverativo);

Hiper ou hiporreatividade a entrada sensorial ou interesses incomuns em aspectos sensoriais

do ambiente (por exemplo, aparente indiferenca a dor/temperatura, resposta adversa aos sons
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ou texturas especificas, cheirar ou tocar objetos excessivamente, fascinacdo visual com luzes
Ou movimentos).

Os sintomas devem estar presentes no periodo inicial do desenvolvimento (mas podem nao
se manifestar completamente até que as demandas sociais excedam as capacidades limitadas
ou possam ser mascaradas pelas estratégias aprendidas na vida adulta).

Os sintomas causam prejuizos clinicamente significativos em areas ou sociais, ou
ocupacionais ou outras areas importantes do funcionamento atual.

Esses disturbios ndo sdo melhor explicados pela deficiéncia intelectual (disturbio intelectual
do desenvolvimento) ou pelo atraso global no desenvolvimento. Deficiéncia intelectual e
transtorno do espectro autista frequentemente podem ser concomitantes. Para identificar
comorbidades diagndsticas do transtorno do espectro do autismo e da deficiéncia intelectual,
a comunicacao social deve estar abaixo da esperada para o nivel geral de desenvolvimento.
Nota: Individuos com um diagndstico bem estabelecido de DSM-1V de transtorno autista,
transtorno de Asperger ou transtorno invasivo do desenvolvimento sem outra especificagdo
devem receber o diagnostico de transtorno do espectro do autismo. Individuos que tém
déficits acentuados na comunicacdo social, mas cujos sintomas nao satisfazem os critérios
para o transtorno do espectro do autismo, devem ser avaliados quanto ao transtorno de

comunicacao social (pragmatico).

Nivel de gravidade 1 —“Necessidade de pouco apoio”.

Sem suportes, os déficits na comunicacdo social causam deficiéncias visiveis. Dificuldade
em iniciar interacdes sociais e exemplos claros de resposta atipica ou malsucedida a aberturas
sociais de outros. Pode parecer ter diminuido o interesse em interagdes sociais.

Por exemplo, uma pessoa que é capaz de falar em frases completas e se engajar em
comunicagdo. Mas cuja conversa para frente e para trds com os outros falham, e cujas
tentativas de fazer amigos sdo estranhas e normalmente malsucedidas.

A inflexibilidade do comportamento causa interferéncia significativa no funcionamento em
um ou mais contextos. Dificuldade de alternar entre atividades. Problemas de organizacao e

planejamento dificultam a independéncia.

Nivel de gravidade 2 — “Necessidade de apoio substancial”
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Déficits acentuados nas habilidades de comunicacéo social verbal e ndo verbal; deficiéncias
sociais aparentes mesmo com suportes no local; iniciacdo limitada de interacBes sociais; e
respostas reduzidas ou anormais a aberturas sociais de outros.

Por exemplo, uma pessoa que fala frases simples, cuja interacdo é limitada a interesses
especiais restritos e que tem uma comunicagdo nao verbal marcadamente estranha.

A inflexibilidade do comportamento, a dificuldade em lidar com a mudanga ou outros
comportamentos restritos/ repetitivos aparecem com frequéncia suficiente para serem 6bvios
para o observador casual e interferir no funcionamento em uma variedade de contextos.

Aflicdo e/ ou dificuldade em mudar o foco ou a acéo.

Nivel de gravidade 3 — “Necessidade de apoio muito substancial”

Os déficits severos nas habilidades de comunicacéo social verbal e ndo verbal causam graves
prejuizos no funcionamento, iniciagdo muito limitada das interacBes sociais e resposta
minima as aberturas sociais de outros. Por exemplo, uma pessoa com poucas palavras de fala
inteligivel que raramente inicia interacdo e, quando o faz, faz abordagens incomuns para
atender apenas as necessidades e responde apenas as abordagens sociais muito diretas.

A inflexibilidade do comportamento, a extrema dificuldade em lidar com a mudanga ou

outros comportamentos restritos/ repetitivos interferem de maneira marcante no

funcionamento de todas as esferas. Grande aflicdo/ dificuldade mudando o foco ou a agéo.




131

ANEXO C - Childhood Autism Rating Scale — CARS

| Relagfes pessoais:

1 Nenhuma evidéncia de dificuldade ou anormalidade nas relacdes pessoais: O
comportamento da crianca é adequado a sua idade. Alguma timidez, nervosismo ou
aborrecimento podem ser observados quando é dito a crianca o que fazer, mas ndo em
grau atipico;

2 RelagGes levemente anormais: A crianga pode evitar olhar o adulto nos olhos, evitar o
adulto ou ter uma reacéo exagerada se a interacdo é forcada, ser excessivamente timida,
ndo responder ao adulto como esperado ou agarrar-se ao pais um pouco mais que a
maioria das criancas da mesma idade;

3 Relacbes moderadamente anormais: As vezes, a crianca demonstra indiferenca (parece
ignorar o adulto). Outras vezes, tentativas persistentes e vigorosas sao necessarias para se
conseguir a atencdo da crianca. O contato iniciado pela crianga € minimo;

4 Relagbes gravemente anormais: A crianga esta constantemente indiferente ou
inconsciente ao que o adulto esta fazendo. Ela quase nunca responde ou inicia contato com

0 adulto. Somente a tentativa mais persistente para atrair a atengao tem algum efeito.

I1. Imitacéo:

1 Imitacdo adequada: A crianca pode imitar sons, palavras e movimentos, 0s quais sao
adequados para o seu nivel de habilidade;

2 Imitacdo levemente anormal: Na maior parte do tempo, a crianga imita
comportamentos simples como bater palmas ou sons verbais isolados; ocasionalmente
imita somente apos estimulagdo ou com atraso;

3 Imitacdo moderadamente anormal: A crianca imita apenas parte do tempo e requer
uma grande dose de persisténcia ou ajuda do adulto; freqiientemente imita apenas apos
um tempo (com atraso);

4 Imitagdo gravemente anormal: A crianga raramente ou nunca imita sons, palavras ou

movimentos mesmo com estimulo e assisténcia.

I11. Resposta emocional:
1 Resposta emocional adequada a situagdo e a idade: A crianga demonstra tipo e grau
adequados de resposta emocional, indicada por uma mudanga na expressao facial,

postura e conduta;
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2 Resposta emocional levemente anormal: A crian¢a ocasionalmente apresenta um tipo
ou grau inadequados de resposta emocional. As vezes, suas reacdes ndo estio relacionadas
a objetos ou a eventos ao seu redor;

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

4 Resposta emocional gravemente anormal: As respostas sdo raramente adequadas a
situacdo. Uma vez que a crianca atinja um determinado humor, é muito dificil altera-lo.

Por outro lado, a crianga pode demonstrar emogdes diferentes quando nada mudou

IV. Uso corporal:

1 Uso corporal adequado a idade: A crianca move-se com a mesma facilidade, agilidade e
coordenacado de uma crianca normal da mesma idade;

2 Uso corporal levemente anormal: Algumas peculiaridades podem estar presentes, tais
como falta de jeito, movimentos repetitivos, pouca coordenagdo ou a presenca rara de
movimentos incomuns;

3 Uso corporal moderadamente anormal:Comportamentos que sédo claramente estranhos
ou incomuns para uma crianc¢a desta idade podem incluir movimentos estranhos com 0s
dedos, postura peculiar dos dedos ou corpo, olhar fixo, beliscar o corpo, auto-agressao,
balanceio, girar ou caminhar nas pontas dos pés;

4 Uso corporal gravemente anormal: Movimentos intensos ou frequentes do tipo listado
acima sao sinais de uso corporal gravemente anormal. Estes comportamentos podem
persistir apesar das tentativas de desencorajar as criancas a fazé-los ou de envolver a

crianga em outras atividades.

V. Uso de objetos:

1 Uso e interesse adequados por brinquedos e outros objetos: A crianga demonstra
interesse normal por brinquedos e outros objetos adequados para o seu nivel de
habilidade e os utiliza de maneira adequada;

2 Uso e interesse levemente inadequados por brinquedos e outros objetos: A crianca pode
demonstrar um interesse atipico por um brinquedo ou brincar com ele de forma

inadequada, de um modo pueril (exemplo: batendo ou sugando o brinquedo);
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3 Uso e interesse moderadamente inadequados por brinquedos e outros objetos: A crianca
pode demonstrar pouco interesse por brinquedos ou outros objetos, ou pode estar
preocupada em usa-los de maneira estranha. Ela pode concentrar-se em alguma parte
insignificante do brinquedo, tornar-se fascinada com a luz que reflete do mesmo,
repetitivamente mover alguma parte do objeto ou exclusivamente brincar com ele;

4 Uso e interesse gravemente inadequados por brinquedos e outros objetos: A crianca
pode engajar-se nos mesmos comportamentos citados acima, porém com maior
frequiéncia e intensidade. E dificil distrair a crianca quando ela esta engajada nestas

atividades inadequadas.

VI. Resposta a mudancas:

1 Respostas a mudanca adequadas a idade: Embora a crianca possa perceber ou comentar
as mudancas na rotina, ela é capaz de aceitar estas mudancgas sem angustia excessiva;

2 Respostas a mudanca adequadas a idade levemente anormal: Quando um adulto tenta
mudar tarefas, a crianga pode continuar na mesma atividade ou usar 0S mesmos
materiais;

3 Respostas a mudanca adequadas a idade moderadamente anormal: A crianca resiste
ativamente a mudancas na rotina, tenta continuar sua antiga atividade é dificil de distrai-
la. Ela pode tornar-se infeliz e zangada quando uma rotina estabelecida é alterada;

4 Respostas @ mudanca adequadas a idade gravemente anormal: A crianca demonstra
reacdes graves as mudancas. Se uma mudanca é forcada, ela pode tornar-se extremamente

zangada ou ndo disposta a ajudar e responder com acessos de raiva.

VII. Resposta visual:

1 Resposta visual adequada: O comportamento visual da crianga é normal e adequado
para sua idade. A visdo é utilizada em conjunto com outros sentidos como forma de
explorar um objeto novo;

2 Resposta visual levemente anormal: A crianca precisa, ocasionalmente, ser lembrada de
olhar para os objetos. A crianca pode estar mais interessada em olhar espelhos ou luzes
do que o fazem seus pares, pode ocasionalmente olhar fixamente para o espaco, ou pode
evitar olhar as pessoas nos olhos;

3 Resposta visual moderadamente anormal: A crianca deve ser lembrada freqiientemente

de olhar para o que esté fazendo, ela pode olhar fixamente para o espago, evitar olhar as
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pessoas nos olhos, olhar objetos de um angulo incomum ou segurar 0s objetos muito
proximos aos olhos;

4 Resposta visual gravemente anormal: A crianca evita constantemente olhar para as
pessoas ou para certos objetos e pode demonstrar formas extremas de outras

peculiaridades visuais descritas acima.

VIII. Resposta auditiva:

1 Respostas auditivas adequadas para a idade: O comportamento auditivo da crianca é
normal e adequado para idade. A audicdo é utilizada junto com outros sentidos;

2 Respostas auditivas levemente anormais: Pode haver auséncia de resposta ou uma
resposta levemente exagerada a certos sons. Respostas a sons podem ser atrasadas e 0s
sons podem necessitar de repeticdo para prender a atencdo da crianca. A crianca pode ser
distraida por sons externos;

3 Respostas auditivas moderadamente anormais: As respostas da crianga aos sons variam.
Freqlentemente ignora o0 som nas primeiras vezes em que é feito. Pode assustar-se ou
cobrir as orelhas ao ouvir alguns sons do cotidiano;

4 Respostas auditivas gravemente anormais: A crianca reage exageradamente e/ou

despreza sons num grau extremamente significativo, independente do tipo de som.

IX. Resposta e uso do paladar, olfato e tato:

1 Uso e resposta normais do paladar, olfato e tato: A crianga explora novos objetos de um
modo adequado a sua idade, geralmente sentindo ou olhando. Paladar ou olfato podem
ser usados quando adequados. Ao reagir a pequenas dores do dia a dia, a crianga expressa
desconforto, mas ndo reage exageradamente;

2 Uso e resposta levemente anormais do paladar, olfato e tato: A crianca pode persistir
em colocar objetos na boca; pode cheirar ou provar/experimentar objetos néo
comestiveis. Pode ignorar ou ter reagdo levemente exagerada a uma dor minima, para a
qual uma crianca normal expressaria somente desconforto;

3 Uso e resposta moderadamente anormais do paladar, olfato e tato: A crianca pode estar
moderadamente preocupada em tocar, cheirar ou provar objetos ou pessoas. A crianga
pode reagir demais ou muito pouco;

4 Uso e resposta gravemente anormais do paladar, olfato e tato: A crianga esta

preocupada em cheirar, provar e sentir objetos, mais pela sensacdo do que pela



135

exploracdo ou uso normal dos objetos. A crian¢a pode ignorar completamente a dor ou

reagir muito fortemente a desconfortos leves.

X. Medo ou nervosismo:

1 Medo ou nervosismo normais: O comportamento da crianca é adequado tanto a situacao
quanto a idade;

2 Medo ou nervosismo levemente anormais: A crianca ocasionalmente demonstra muito
ou pouco medo ou nervosismo quando comparada as rea-¢des de uma crianca normal da
mesma idade e em situacdo semelhante;

3 Medo ou nervosismo moderadamente anormais: A crianga demonstra bastante mais ou
bastante menos medo do que seria tipico para uma crianca mais nova ou mais velha em
uma situacao similar;

4 Medo ou nervosismo gravemente anormais: Medos persistem mesmo apds experiéncias
repetidas com eventos ou objetos inofensivos. E extremamente dificil acalmar ou
confortar a crianga. A crianga pode, por outro lado, falhar em demonstrar consideragao

adequada aos riscos que outras criancas da mesma idade evitam.

XI1. Comunicacéo verbal:

1 Comunicacéo verbal normal, adequada a idade e a situacéo;

2 Comunicacéo verbal levemente anormal: A fala demonstra um atraso global. A maior
parte do discurso tem significado; porém, alguma ecolalia ou inversao pronominal podem
ocorrer. Algumas palavras peculiares ou jargdes podem ser usados ocasionalmente;

3 Comunicacgdo verbal moderadamente anormal: A fala pode estar ausente. Quando
presente, a comunicagao verbal pode ser uma mistura de alguma fala significativa e
alguma linguagem peculiar, tais como jargdo, ecolalia ou inversdo pronominal. As
peculiaridades na fala significativa podem incluir questionamentos excessivos ou
preocupacgao com algum topico em particular;

4 Comunicacdo verbal gravemente anormal: Fala significativa ndo é utilizada. A crianca
pode emitirgritos estridentes e infantis, sons animais ou bizarros, barulhos complexos
semelhantes a fala, ou pode apresentar o uso bizarro e persistente de algumas palavras

reconheciveis ou frases

XII. Comunicagdo nédo-verbal:
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1 Uso normal da comunicacéo ndo-verbal adequado a idade e situacao;

2 Uso da comunicagao ndo-verbal levemente anormal: Uso imaturo da comunicagéo néo-
verbal; acrianga pode somente apontar vagamente ou esticar-se para alcancar o que quer,
nas mesmas situacdes nas quais uma crianca da mesma idade pode apontar ou gesticular
mais especificamente para indicar o que deseja;

3 Uso da comunicagdo ndo-verbal moderadamente anormal: A crianca geralmente é
incapaz de expressar suas necessidades ou desejos de forma ndo verbal, e ndo consegue
compreender a comunicagao nao-verbal dos outros;

4 Uso da comunicacdo ndo-verbal gravemente anormal: A crianca utiliza somente gestos
bizarros ou peculiares, sem significado aparente, e ndo demonstra nenhum conhecimento

dos significados associados aos gestos ou expressoes faciais dos outros.

XII1. Nivel de atividade:

1 Nivel de atividade normal para idade e circunstancias: A crian¢a ndo é nem mais nem
menos ativa que uma crian¢a normal da mesma idade em uma situac¢éo semelhante;

2 Nivel de atividade levemente anormal: A crianca pode tanto ser um pouco irrequieta
quanto um pouco “preguicosa”, apresentando, algumas vezes, movimentos lentos. O nivel
de atividade da crianca interfere apenas levemente no seu desempenho;

3 Nivel de atividade moderadamente anormal: A crian¢a pode ser bastante ativa e dificil
de conter. Ela pode ter uma energia ilimitada ou pode néo ir prontamente para a cama a
noite. Por outro lado, a crian¢a pode ser bastante letargica e necessitar de um grande
estimulo para mover-se;

4 Nivel de atividade gravemente anormal: A crianga exibe extremos de atividade ou

inatividade e pode até mesmo mudar de um extremo ao outro.

XIV. Nivel e consisténcia da resposta intelectual:

1 A inteligéncia é normal e razoavelmente consistente em varias areas: A crianga € téo
inteligente quanto criancas tipicas da mesma idade e ndo tem qualquer habilidade
intelectual ou problemas incomuns;

2 Funcionamento intelectual levemente anormal: A crianca ndo é tao inteligente quanto
criancas tipicas da mesma idade; as habilidades apresentam-se razoavelmente regulares

através de todas as areas;
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3 Funcionamento intelectual moderadamente anormal: Em geral, a crianca ndo é téo
inteligente quanto uma tipica crianca da mesma idade, porém a crianca pode funcionar
préximo do normal em uma ou mais areas intelectuais;

4 Funcionamento intelectual gravemente anormal: Embora a crian¢a geralmente ndo seja
tao inteligente quanto uma crianca tipica da mesma idade, ela pode funcionar até mesmo

melhor que uma crianga normal da mesma idade em uma ou mais areas.

XV. Impressdes gerais:

1 Sem autismo: a crianca ndo apresenta nenhum dos sintomas caracteristicos do autismo;
2 Autismo leve: A crianga apresenta somente um pequeno numero de sintomas ou somente
um grau leve de autismo;

3 Autismo moderado: A crianca apresenta muitos sintomas ou um grau moderado de
autismo;

4 Autismo grave: a crianga apresenta inimeros sintomas ou um grau extremo de autismo

AVALIACAO
Pode ser pontuada utilizando valores intermediarios =1,5; 2,5; e 3,5.

15-30 = sem autismo 30-36 = autismo leve-moderado 36-60 = autismo grave
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ANEXO E - Autism Spectrum Quocient — AQ

Autism-Spectrum Quotient

1. Prefiro fazer as coisas
acompanhado do que sozinho.

2. Prefiro fazer as coisas sempre da
mesma maneira.

3. Quando tento imaginar alguma
coisa, é-me muito facil criar uma
imagem na mente.

4. Frequentemente, fico tdo
absorvido por uma coisa que perco
de vista outras coisas.

5. Varias vezes reparo em
pequenos sons que 0s outros nio
notam.

6. Geralmente reparo  nas
matriculas dos carros ou em
cadeias de informacio semelhantes.
7. As outras pessoas dizem-me
frequentemente que o que eu disse
foi indelicado, ainda que eu pense
que tenha sido educado.

8. Quando estou a ler uma historia,

imagino com facilidade qual
podera ser o aspecto das
personagens.

9. Sou fascinado por datas.

10. Num grupo social, consigo
facilmente manter-me a par das
conversas de varias pessoas
diferentes.

11. Acho as situagdes sociais
faceis.

12. Tenho tendéncia a reparar em
detalhes que os outros ndo notam.
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13. Preferia ir a uma biblioteca que
a uma festa.

14. Acho que inventar historias é
facil.

15. Sinto-me mais atraido por
pessoas do que por coisas.

16. Tenho tendéncia a ter interesses
fortes, e fico irritado se ndo posso
persegui-los.

17. Aprecio as conversas de café.
18. Quando falo, nem sempre é
facil para os outros conseguirem
interceptar-me para poderem falar.
19. Os nimeros fascinam-me.

20. Quando estou a ler uma
historia, acho dificil desvendar as
intengdes das personagens.

21. Nido gosto particularmente de
ler ficgdo.

22. Acho dificil
Nnovos.

23. Estou sempre a
padrdes nas coisas.

24. Preferia ir ao teatro do que a
um museu.

25. Nido me aborrece que a minha
rotina seja perturbada.

26. Frequentemente reparo que nao
sel cCOmo manter uma conversa.

27. Acho facil “ler por entre as
linhas” quando alguém fala
comigo.

28. Costumo concentrar-me mais
no todo, e ndo em pequenos
pormenores.

29. Néo sou muito bom a lembrar-
me de n°s de telefone.
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30. Néo costumo reparar em
pequenas alteragcdes numa situacio,
ou na aparéncia de uma pessoa.

31. Sei dizer quando é que uma
pessoa que me estd a ouvir esta a
ficar aborrecida.

32. Acho facil fazer mais do que
uma coisa a0 mesmo tempo.

33. Quando falo ao telefone, nido
sel muito bem quando ¢ a minha
vez de falar.

34. Gosto de fazer as
espontaneamente.

35. Sou varias vezes o ultimo a
entender uma anedota.

36. Acho facil perceber o que é
que alguém esta a pensar ou sentir
apenas pela sua cara.

37. Se houver uma interrupg¢do, sou
capaz de voltar muito rapidamente
ao que estava a fazer.

38. Sou bom em conversas de caf¢.
39. As pessoas dizem-me muitas
vezes que eu falo sem parar sobre a
mesma coisa.

40.  Quando era  pequeno,
costumava gostar de fazer jogos
que envolvessem fingir com outras
criangas.

41. Gosto de  coleccionar
informacdo sobre categorias de
coisas (ex: tipos de carros, tipos de
passaros, tipos de comboios, tipos
de plantas, etc.).

42. Acho dificil imaginar como
seria ser outra pessoa.

43. Gosto de planear com muito
cuidado qualquer actividade em
que participe.

44. Gosto de ocasides sociais.

coisas
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45. Acho dificil
intengdes das pessoas.
46. As situacdes novas deixam-me
ansioso.

47. Gosto de
pessoas.

48. Sou um bom diplomata.

perceber as

conhecer novas

49. Nido sou muito bom a lembrar-
me das datas de nascimento das
pessoas.
50. Acho muito facil fazer jogos
que envolvem fingir com as
criangas.
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Nota: Atribui-se 1 ponto as respostas “Definitivamente concordo™ ou “Concordo
ligeiramente™ nos itens: 1, 2, 4, 5,6, 7,9, 12, 13, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 26, 33,
35, 39, 41, 42, 43, 45 e 46. Atribui-se 1 ponto as respostas “Definitivamente
discordo™ ou “discordo ligeiramente™ nos itens: 3, 8, 10, 11, 14, 15, 17, 24, 25, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 34, 36, 37, 38, 40, 44, 47, 48, 49 ¢ 50.
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vl | ‘\#ﬁhc

cmaon da CEUA

Cricioma-SC, 09 de margo de 2021

144



145

ANEXO H - Produgcéo cientifica

Einstein (S&o Paulo). 2020;18:1-5

SUSICIY

ISSN: 16794508 | «-SSN: 2317-6385

Mew to cite this article:

Lin J Sauzelin GR, Arunes FC, Wessier LB
Steck EL Gongaives (L Autoom assocuned
wah 129 (12924 31.q24 X1 defean fuher
repart of an excesdingly mre Sinorder mnatan
Sao Peciol 200018 oACEIIE. feep ide s oy
103 T4lenston_cumalQ00ACEIE

Cerrmpouding sethors.

femarcs Coae Amures

Depanrment of Bolegy Meascine

and Sonisl Somces Unnerndade

oo Sl de Sena Conarra

Aversts Pocko Zapeing | 298 Contrn

Tip code 85001 350 ~ Tubedo 5C, Brax
Prone |55 48) 59906 3809

fmal femandacoaryyhotmad com

Novawed
Aug 10 2019
B
Nov 29, 2019
Capyright 2020

Tha corment & wersed

Amturoe 49

CASE REPORT

Autism associated with 12q
(12q24.31-q24.33) deletion: further

report of an exceedingly rare disorder

Autismo associado 2 sindrome de delecao do
cromossomo 12q24.31-q24.33: relato adicional
de um distlrbio extremamente raro

Jame Lin'’, Gigholle Romanci de Souza-Ln'”, Femanda Coan Antunes’,
Leticia Burato Wessier’, Emilio Lue Streck’, Cirara Ludvg Gongalves®

Unaerndede do Suf de Sarts Caterra. Tuterao, SC Bramt
Unamrudade do Estreme Su Cetannemse, Crouma, SC Braai
Feapiesi Nosa Senhon ds Corcecie Tubarse, 5C. Bz

DOL: 10.31744/einstein_journsl2020RCS3I35
| ABSTRACT
Chy al ab lities are responsible for several congamital malformations in the world,

some of thase are associatad o telomeric/subtelomernc deletions. The sbnormalities invoiving
the telomere of chromosome 12 are rare, with few reports of deletions invalving 12924.31
reguon in the literature, and, to our knowledge. only four of them n the 1224 31-g24.33 region.
We report @ further case of interstitial deletion of bands 12q24.31-924 33 assocated with
nmwmdwd-AZm—wmmdowdwwuww
with muitipl ! The Human Genome CGH Microarray 60K confirmed
the dag oll)q“ yndi . This study made a review of the current litarature
cmuww@ym:wmum“mmmm
e deveiop of genatype phenctyp for 12g del that will aid in bettar
[ and progs of this dek

-

Keywords: Chromosome aberrations, Nervous system mafarmasons. Developmental dsabdives.
Autism spectrum disorder; 1292431 deletion syndrome

| RESUMO
A | dm 30 responsdn por malformagd gé no
mundo, sgumas delas das & deleoes telomé umm-um-u
mMnoanvndoamulenomu com p relatos na | sobre
delegOes relacionados & regio 12924 31 ¢, nmmtmwouumm
12q24.31-924.33. Redatamos um outro caso de delegdo intersticial des bandas 1224 .31.924.33
da a0 do esp do lmuuunmdnlmm“
com atraso globsl no d h do & miRipl s dnitas. A
ulm&«msmmumrqﬂmdmthma
delecdo 12q. Este estudo fez uma revisdo da ktersturs atual, comparando NOSSO pacients com
mnmmm Emuwam b para o d
de corelacd tipo pare delegoes 129, que audam sos med
uwmdqun

Gagnostico ¢

Descritores: Alteragdes cromosséemicas, Malformacdes do sistema nervoso, Defcsdncias do
desenvaivimento; Transtormo do espectro autista; Sindrome de defecdo 12924 31

Sowmnn (Sde Padet 2000101



146

Metabolic Brain Disease. 2020;35(4):https://doi.org/10.1007/s11011-020-00610-6

Metabolic Brain Disease
httpsy/dai.org/10.1007/511011-020-00610-6

ORIGINAL ARTICLE T @

Check for
updates
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Abstract

Autistic spectrum disorder (ASD) is a group of early-onset neurodevelopmental disorders characterized by impaired social and
communication skills. Autism is widely described as a behavioral sy with multiple etiologies where may exhibit neuro-
biological, genetic, and psychological deficits. Studies have indicated that long term use ofantibiotics can alter the intestinal flora
followed by neuroendocrine changes, leading to behavioral changes. Indeed, previous studies demonstrate that a high dose of
amoxicillin can change behavioral parameters in murine animal models. The objective was to evaluate behavioral and oxidative
stress p in zebrafish d to a high dose of amoxicillin for 7 days. Young zebrafish were exposed to a daily
concentration of amoxicillin (100 mg/L) for 7 days. Subsequently, the behavioral analysis was performed, and the brain content
was dissected for the evaluation of oxidative stress parameters. Zebrafish exposed to a high dose of amoxicillin showed

Iteration and d d social interaction behavior. In addition, besides the significant decrease of sulfhydryl content,

there was a marked decrease in catalase activity, as well as an increased superoxide dismutase activity in brain tissue. Thus,
through the zebrafish model was possible to note a central effect related to the exposition of amoxicillin, the same as observed in
murine models. Further, the present data reinforce the relation of the gut-brain-axis and the use of zebrafish as a useful tool to

P

investigate new therapies for autistic traits.

Keywords Autism - Oxidative stress - Amoxicillin - Zebrafish

Introduction

Autism spectrum disorders (ASD) is a neurodevelopmental
dlsordcr characterized by lmpamncma in reciprocal social in-

on, and repetitive and restricted behav-
iors and interests (DSM-IV) comprising a heterogencous and
complex group of pathological conditions (Kumar et al.
2012). Epidemiological studies show that autism and general-
ized developmental disorders collectively referred to as ASD
is more common than previously thought. A very recent study
showed that the current prevalence is about 1 in 54 children in
the USA (Maenner et al. 2020; Baird et al. 2006). ASD is
diagnosed based on the patient’s clinical history and is defined
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by behavior-related symptoms such as ication defi-
cits, irritability, difficulties in social interaction such as emo-
tional reciprocity, repetitive behaviors, stereotyped patterns,
and restricted i including adh inflexible to a
specific routine, obsessive interests, dysfunction in the ability
to process complex verbal and visual information, but have
associative learning ability and verbal working memory
(American Psychiatric Association 2013).

Besides the increasing prevalence, it is still unclear what is
behind the scenes of the pathophysiology of ASD.
Postmortem studies show some commonly affected areas in
the brain of individuals with ASD presenting rapid cell death
when under oxidative stress (Lopez-Hurtado and Prieto,
2008). In fact, there was an increase in plasma lipid peroxida-
tion in children with autism compared to non-autistic siblings
(Chauhan et al. 2004). The plasma levels of nitrite and nitrate,
another toxic free radical, were also increased in autistic
patients, as reported by Zoroglu et al. (2003) and Sweeten
et al. (2004). Additionally, biochemical, anatomical, and
neuroradiographical sudies have suggested a disturbance of

) springer



147

Revista AMRIGS. 2020;64(1):96-100

A importancia da investigacao genélica em casos de transtornos
do espectro do antismo: relato de Sindrome de Phelan-Mcdermid

The importance of genetic research in cases of autism spectrum disorders:
report of Phelan-Mcdermid Syndrome

Jaime Lin', Gigliolle Romancini de Souza-Lind, Maria Eduarda Angelo de Mendonga Filett', Tais Luise Denicol
Leticta Bumto Wessler’, Emilio Luiz Streck”

RESUMO

O mnstorno do espectro numm (T l./\) ¢ uma condigio neuropsiquidtrica grave caracterizada por comy i ) ma comunicacio ¢
interagio social, bem como i € repetitivo l)m:rms estudos tém demonstrado papel significativo da hemnga genética nos
quadros de TEA. Atualmente, através de investigagio genética, es se que em cerca de 25% dos casos uma potencial etologa genética

pode ser identificada. Acredita-se que, combinando-se dados clinicos :valiag‘m dos fatores de nsco existentes ¢ dados de investigagio com-
plementar, uma explicagio etioldgica pode ser encontrada em torno de 30 a 40% dos casos. Rdatamos o caso de paciente com trnstorno
do espectro autista no qual a investigagio genética revelou Sindmome de Phdan-Medermid. A sindrome da delegio 22q133 (Sindmome de
Phelan-Medermid) ¢é resultado da perda de porgoes distas do brago longo do cromossomo 22 A penda do matenial genético pode resultar
de uma delegiio terminal ou intersticial do cromossomo 22, tanslocacio nio balanceada que pode ser herdada ou mutagio de novo, ou
resultar de rearranjos estruturais v.mnhtndn o m)muwxmu 22. Aspectos dim'cmimlum hipotonia neonatal, comprometimento mtclectual
maoderado ou grave e auséncia ou atraso imy na linguag; va. Aspectos fenotipicos incluem dolicocefalia, anormalidades
faciais, ponte nasal larga, olhos profundos, cilios alongados ¢ nariz bulbmn. Mios alargadas, unhas displisicas, defeitos sacrais, orelhas :tmpht
e malformadas sio frequentemente observadas. Evidenaa-se 0 comportamento compativel com TE :\ caractenizado por compre )
na comunicagio, interagio social reduzida, pobreza de contato visual ¢ ansiedade. Ac tha-se i 30 genética em todos os casos de
TEA, especialmente quando assoctada a aspectos fenotipicos dismorficos

UNITERMOS: Sindrome de Phelan-McDermid, sindrome de delegio 2213, transtorno do espectro autista, investigagio genética,

SHANK3

ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a serious neuropsychiatric condition ch, reed by impaired jcation and social intenaction, as well as restricted
and repetitive interests, Several studies have demonstrated a sggnificant role for genetic inheritance in ASD conditions. Currently, through genetic investigation,
i is estimated that in about 25% of cases a jwm/ul genetic etiology can be identified. It is believed that by combining clinical data, of existing
nisk factors, and data from further i an etiological explanation can be found in about 3040% of cuses. Ilfrr we report the case of a patient with

antism spectriom disorder in which gmem investigation mun‘rd I’hehn -Medermid syndrome. The 22q13.3 deletion syndromse (Phelan-M cdermid syndromre)
results from the loss of distal portions of the long arm of chromasome 22. The loss of genetic material may result from a terminal or interstitial deletion of
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Sex difference
Gut-microblota-brain axis
Autism spectrum disarder
Major depressive disorder

Sex differences are often obwrved in psychiatde patients, especially major depressive disorders (MDD),

and devel including autism spectrum disorders (ASDs). The prevalence mtes
between males and females seem variate according to the clinical condition. Although the findings are still
incipient, it is suggested that these differences can involve neurcanatomical, neurochemical, and physiological

Schizaphrenia sex differences. In this context, the gut-brain axis hypothesis arises to explain some aspects of the
complex path gy of s i The jon is host-specific and can
change conforming to age, sex, diet, exercise, and others. The between the brain and
Ihe gul is bidirectional and may impact the entire system homeoslasts Many pathways appear to be involved,

din immune system, bacteria-derived metab-
olites, and phic factors. Although the clinical and preclinical studies are
sparse and not very consistent, they suggest that sex differences in the gut microbiota may play an essential role
in some psychiatric conditi Thus, this review has as a mainly alm to show the points sex-
related patterns assoclated 1o the gut-microbiota-brain axis in the MDD, ASDs, and schizophrenia.

1. Introduction Notably, sex differences are observed in these disorders. While MDD

is more prevalent in women (two times higher in females than in males
psychiatric ditions are included in mental disorders char- post-puberty); ASDs and schizophrenia are more prevalent in men (four

acterized by some combination of abnormal emotions, behaviar,
thoughts, and relationships with others (W10, 20202). The burden of
mental disorders is growing with impacts on health, quality of life of
individuals and families, and economic consequences around the waorld,
Furthermore, stigma and discrimination are prevalent among in-
dividuals with neuropsychiatric conditions (Bipeta et al., 2020; Kaushik
etal,, 2016; Kinson et al., 2018). Some les of mental disorders are

to five times higher in males, and 1.42 times higher in males than in
females, respectively) (McCarthy et al., 2017), Although the findingsare
still incipient, it is suggested that these differences can involve neuro-
anatomical, neurochemical, and physiological sex differences (Choleris
etal,, 2018; McCarthy et al,, 2017).

The pathophysiology of neuropsychiatric disorders is complex and

major d disorders (MDD), schizophrenia, and devel |
disorders including autism spectrum disorders (ASDs) (WHO, 2019),

h ag g body of evidence has suggested the impor-
tance of the mlcrobiotagul -brain axis (Cryan et al, 2019; Dinan and
Cryan, 2017a; Foster and McVey Neufeld, 2013). Microbiota is defined

Abbreviations: 5HT 5, serotonin receptor 1A; AbLk autism spectrum disorders (ASDs); BDI, Beck depression inventory; BONF, brain-derived neurotrophic factor;

GABA, y ic-acid; LPS, ide; HPA,
nomic units; TNF, « - tumor necrosis factor-a.

-pituitary-adrenal axis; MDD, major depressive disorders (MDD); OTUs, operational taxo-
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Encefalopatia epiléptica e autismo: relato de caso de Sindrome
de Dravet e reflexcies acerca do diagndstico

Epileptic encephalopathy and antism: case report of Dravet Syndrome
and reflections on the diagnosis

Jaime Lin', Bruna de Andrade Flauzino?, Emilio Luiz Streck’, Cinara Ludvig Gongalves'

RESUMO

A relagio entre autismo ¢ epilepsia tem sido alvo de crescente interesse, especialmente no diagnostico de sindromes raras. Neste
sentido, este trabalho relata um caso de encefalopatia epiléptica associada a sintomas clinicos compativeis com transtorno do espectro
autista (TEA), cuja investigagio neurogenética revelou tratar-se de um caso de Sindrome de Dravet. Trata-se de um paciente masculi-
no, 6 anos de idade, que apresentou atraso no desenvolvimento neuroldgico juntamente com crises epiléticas frequentes. Na historia
familiar, 0 pai apresenta sintomas clinicos compativeis com TEA, ¢, segundo a mie, nio houve historia de intercorréncias na gestacao.
O paciente apresentou desenvolvimento neurologico adequado até os 8 meses de idade, quando apresentou o primeiro episodio de
crise epiléptica. Ao exame fisico, a0s 6 anos de idade, o paciente apresentava auséncia de linguagem verbal ¢ ndo verbal, dificuldades
na interagio social, pobre contato visual, presenga de esterotipias ¢ crises de temperamento. Aplicando-se o questionino CARS
(Childbood Autism Rating Seale), obteve-se o resultado compativel com autismo grave. No desenvolvimento cognitivo, os pacientes com
Sindrome de Dravet exibem um padrio caracteristico que mostra uma interrupgio ou um atraso no desenvolvimento neuroldgico
seguido por alteracoes comportamentais, hiperatividade ¢ quadro clinico compativel com TEA.

UNITERMOS: Sindrome de Dravet, transtorno do espectro autista, epilepsia

ABSTRACT

The relationship between antism and epilepsy bhas been the target of growing interest, especially in the diagnosis of rare syndromes. In this sense, this paper
reports a case of epileptic encephalopathy associated with clinical symptoms compatible with autism spectrum disorder (ASD), whose neurogenetic investiga-
tion revealed to be a case of Dravet Syndrome. This is a 6-year-old male patient who presented newrological development delay along with frequent epileptic
seizures, In the family bistory, the father presents clinical symptoms compatible with ASD, and according to the mother, there was no bistory of complications
during pregnancy. The patient had adequate newrological development until 8 months of age, when he had the first episode of epileptic seigures. On physical
examination, af 6 years of age, the patient presented absence of verbal and non-verbal language, difficulties in soctal interaction, poor visual contact, presence
of stereolypics and temper outbursts, By applying the CARS' (Childhood Autism Rating Scale) questionnaire we oblained a result compatible with severe
autism, In cognitive development, patients with Dravet Syndrone exhibit a characteristic pattern that shows an intermiption or delay in neurological develop-
mient followed by bebavioral changes, hyperactivity and cinical picture compatible with ASD.

KEYWORDS: Dravet Syndrome, autistic spectrum disorder, epilepsy
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