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RESUMO

A Deficiéncia Intelectual (DI) € um transtorno com inicio na fase de desenvolvimento
e é caracterizada por déficits funcionais (intelectuais e adaptativos), nos dominios conceitual,
social e pratico. E um transtorno de etiologia complexa e multifatorial sendo que a inflamag&o
periférica crénica de baixo grau pode estar relacionada com a DI. Sabe-se que a inflamacéo
pode alterar a integridade da barreira hematoencefalica permitindo a permeabilidade de
células periféricas, patdgenos e fluidos no cérebro. A perda da seletividade da barreira
hematoencefdlica e a ativacdo de ceélulas microgliais e astrocitos caracterizam a
neuroinflamacéo e esta por sua vez esta associada a déficits cognitivos, quando cronicamente
ativada. O presente estudo de caso-controle, busca correlacionar marcadores inflamatdrios
séricos e DI leve de origem ndo determinada em criancgas e adolescentes (n=34), com idade
entre 6 e 16 anos, frequentadoras do Centro Especializado em Reabilitacdo Il (CERII),
localizado na Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciuma / SC / Brasil.
Foram estabelecidos dois grupos de estudo, grupo DI (Deficiéncia Intelectual leve) e grupo
controle (selecionado de forma equiparada as caracteristicas do grupo DI para as variaveis
socio demograficas, sexo, idade e indice de Massa Corporal (IMC)). Todos os participantes
foram submetidos a triagem padrdo para DI, incluindo historico gestacional/ perinatal;
avaliacdo neuropsicoldgica (Escala Wechsler de Inteligéncia para Criancas, 42 edi¢do - WISC-
IV); avaliacdo nutricional (IMC); e analise bioquimica (marcadores inflamatdrios sericos:
Interleucina 1f (IL-1 B), Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a), Proteina C Reativa (PCR),
Interleucina 4 (IL-4), Fraquitalquina (FKN), Proteina S100B; e neurotrofina: Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF). As analises estatisticas foram realizadas atraves
do software Statistical Package for the Social Sciencies (SPSS) versdo 24.0, os calculos
analiticos foram realizados com nivel de significancia a = 0,05 e intervalo de confianca de
95%. Os resultados relacionados aos niveis séricos de marcadores inflamatorios revelaram
diferencas significativas unicamente para a quimiocina FKN, apresentando evidéncias de
média superior no grupo controle (p < 0,001) comparado ao grupo DI, sendo que ndo foram
encontradas alteragfes nos niveis séricos de IL1-B, TNF-a, PCR, IL-4, S100 ¢ BDNF.
Quando avaliada a correlacdo entre marcadores inflamatérios séricos e 0s escores
quantitativos do teste WISC-IV foram observadas correlagdes positivas entre os indicadores:
FKN x QIT (Quoeficiente de Inteligéncia Total) e FKN x IOP (indice de Organizacio
Perceptual), (rs = 0,671 e p = 0,002; rs = 0,679 e p = 0,003, respectivamente), sendo estas
correlagbes consideradas de nivel forte. Os resultados apontam para a auséncia de inflamacéo
periférica significativa, correlacbes positivas entre FKN e a capacidade cognitiva e a
organizacdo perceptual e ainda influéncia negativa do TNF-a na compreensdo verbal.
Concluimos que a quimiocina FKN pode ser um biomarcador sérico promissor no
acompanhamento do neurodesenvolvimento, apontando para a fungdo neuroprotetora da FKN
no cérebro e seu déficit relacionado com dano cognitivo. Estudos ainda precisam ser
realizados para melhor compreender o papel da FKN na cognicdo visto que o presente estudo
limitou-se a marcadores séricos, ndo explorando o cérebro, suas células e vias de modulagdo
da FKN. Através deste estudo, esperamos contribuir com as investigagcbes clinicas no
complexo diagnéstico da DI e abrir caminho para novas propostas e acdes efetivas de
tratamento, auxiliando assim o desenvolvimento e a qualidade de vida dos individuos com DI
leve.

Palavras Chave: Inflamacdo, Cognicdo, Fraquitalquina, Deficiéncia Intelectual Leve.



ABSTRACT

Intellectual Disability (ID) is a disorder that begins at the development stage and is
characterized by functional deficits (intellectual and adaptive) in the conceptual, social and
practical domains. It is a complex and multifactorial etiology disorder, and low-grade chronic
peripheral inflammation may be related to ID. It is known that inflammation can alter the
integrity of the blood-brain barrier allowing the permeability of peripheral cells, pathogens
and fluids in the brain. Loss of blood-brain barrier selectivity and the activation of microglial
cells and astrocyte characterize neuroinflammation, consequently this is associated with
cognitive deficits when chronically activated. The present case-control study seeks to
correlate serum inflammatory markers and mild ID of unspecified origin in children and
adolescents (n = 34), aged between 6 to 16 years old, attending the Specialized Rehabilitation
Center 1l (CERII), located at the University of the Extreme South of Santa Catarina
(UNESC), Criciuma / SC / Brazil. Two study groups were established, the DI group (mild
intellectual disability) and the control group (selected with the same characteristics of the DI
group for the demographic, gender, age and Body Mass Index (BMI) variables.) All
participants were submitted to a standard screening for ID, including: gestational/perinatal
history, neuropsychological assessment (Wechsler Children's Intelligence Scale, 4th edition -
WISC-1V), nutritional assessment (Body Mass Index - BMI) and biochemical analysis (serum
inflammatory markers: Interleukin 1B (IL-1 ), Tumor Necrosis Factor o (TNF-a)), C-Reactive
Protein (CRP), Interleukin 4 (IL-4), Fractalkine (FKN), S100p Protein; and neurotrophin :
Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)).Statistical analyzes were performed using the
Statistical Package for Social Sciences software (SPSS) version 24.0, analytical calculations
were performed with a significance level of a = 0.05 and a confidence interval of 95%. The
results regarding serum levels of inflammatory markers revealed statistical differences only
for the chemokine (FKN), presenting evidences of higher average in the control group (p
<0.001) compared to the DI group. No changes were found in serum levels of IL1-B, TNF-a,
PCR, IL-4, S100B and BDNF. When the correlation between serum inflammatory markers
and quantitative scores of the WISC-IV test were evaluated, positive correlations were
observed between the indicators: FKN x 1QT (Total Intelligence Coefficient) and FKN x IOP
(Perceptual Organization Index), (rs = 0.671 and p = 0.002; rs = 0.679 and p = 0.003
respectively), and these correlations been considered strong levels. The results point to the
absence of significant peripheral inflammation, positive correlations between FKN and
cognitive ability and perceptual organization, and negative influence of TNF-a on verbal
comprehension. We conclude that FKN chemokine may be a promising serum biomarker
when monitoring neurodevelopmental, pointing to the neuroprotective function of FKN in the
brain and its deficit related with cognitive damage. Other studies must to be performed to
better understand the role of FKN in cognition, once the present study was limited to serum
markers, not exploring the brain, its cells and FKN modulation pathways. Through this study
we hope to contribute to clinical investigations in the complex diagnosis of ID and open the
way for new proposals and effective treatment actions, helping the development and quality
of life of individuals with mild ID.

Key-words: Inflammation, Cognition, Fraquitalkine, Mild Intellectual Disability.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFICIENCIA INTELECTUAL

O Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) relata que o
termo Deficiéncia Intelectual (DI) equivale na Classificacdo Internacional de Doencas (CID-
11) ao termo transtorno do desenvolvimento intelectual, sendo descrito como um transtorno
com inicio no periodo do desenvolvimento (até os 18 anos de idade), incluindo déficits nas
funcdes intelectuais e adaptativas, nos dominios conceitual, social e pratico (APA, 2014).

Todas as racas e culturas estdo sujeitas a DI, sua prevaléncia na populacéo fica entorno
de 1%, variando em decorréncia da idade (ATA, 2014). Existem diferentes niveis de
gravidade na DI, de acordo com Patel (2010), 85% dos individuos com DI possuem um nivel
de gravidade leve, enquanto a prevaléncia de DI grave é observada entorno de 6 individuos a
cada 1.000 (ATA, 2014). Familias com uma crianca acometida por DI grave correm o risco de
ter um segundo filho com a doenca entre 3% e 9% dos casos (Patel, 2010). A DI é relatada
como duas vezes mais comum em homens do que em mulheres (Bokhoven, 2011). A
prevaléncia de DI no sexo masculino se explica pela frequéncia das sindromes de retardo
mental ligadas ao cromossomo X, sendo a sindrome do X fragil a mais frequente (Brust,
2011).

Na América Latina existem poucas informac6es sobre epidemiologia, inclusdo social,
condicBes de emprego, educacdo e saude de pessoas com DI (Surjus, 2014). A organizacao
mundial da saude afirma que a DI é um grande problema de saude publica, pois traz énus para
a pessoa afetada e também a sua familia (Who, 2011).

No Brasil, instituicdes de carater filantropico foram as pioneiras a disponibilizar
investimentos e atencdo as pessoas com DI nas areas de educacdo e saude (Surjus, 2014). A
organizacdo mundial da saude relata mudancas sociais histéricas no tratamento de pessoas
com DI, como o crescente desenvolvimento de politicas publicas para inclusdo educacional,
profissional e social, ampliando a visdo segregacionista de algumas instituicbes de abrigo e
escola especiais; mudancas também foram percebidas na medicina tradicional que tratava a
DI de forma unilateral e ampliou sua atengdo e cuidados através de abordagens
multiprofissionais, levando em consideracéo fatores ambientais, sociais, emocionais e fisicos
do individuo durante a analise do diagndstico e tratamento (Who, 2011). Dados coletados no
Brasil no Censo de 2010 indicam que 1,4% da populacéo brasileira possui DI (Tomaz, 2016),

enguanto que Pesquisa Nacional de Saude (PNS) realizada entre agosto de 2013 e fevereiro de
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2014, atraves de inquerito populacional calculou a prevaléncia autorreferida de deficiéncia
intelectual em 0,8% da populacéo (IC95% 0,7;0,8), sendo maior entre homens, sem diferencas
por faixa etaria, raca/cor da pele e grandes regides (Malta et al., 2016). As divergéncias
numéricas entre as pesquisas podem ser explicadas pelo uso de diferentes metodologias e
perguntas, onde provavelmente a técnica de autorreferéncia subestime a DI de grau leve, ja
que possui caracteristicas brandas e possivelmente subdiagnosticada.

1.1.1 Diagnostico

Comumente o professor da escola regular € o primeiro a detectar a incapacidade de
uma crianga em acompanhar o desenvolvimento dos seus pares, revelando o ambiente escolar
como espaco de atencdo e alerta as familias, que ao serem comunicadas sobre a dificuldade da
crianca devem procurar profissionais qualificados para auxiliar em um possivel diagnéstico de
DI (Brust, 2011). Acredita-se que a maioria dos problemas mentais envolva uma mistura
complexa de maltiplos fatores genéticos e ambientais, interagindo de maneira ndo linear e ndo
aditiva (Merikangas et al., 2009).

O diagnostico médico de DI é elaborado através de avaliacdo clinica e testes
padronizados da funcdo adaptativa e intelectual; Durante este processo também devem ser
observadas as experiéncias disponiveis: funcionamento adaptativo na comunidade,
antecedentes étnicos, culturais e linguisticos do individuo (APA, 2014). De acordo com Brust
(2011) durante o diagnostico de DI as avaliacdes laboratoriais de rotina geralmente séo
normais, a triagem neonatal deve ser verificada para fenilcetonuria e hipotireoidismo, erros
inatos do metabolismo, avaliacdo auditiva, visual e outras doencas cronicas ou ainda
deficiéncia nutricional que prejudique o desempenho intelectual; estudos neurorradiolégicos
de pacientes com DI leve através de tomografia computadorizada normalmente néo
apresentam anormalidades, enquanto a ressonancia magnética pode apresentar anormalidades
sutis do desenvolvimento como a disgenesia do corpo caloso ou em casos mais graves, podem
ser detectadas malformacGes corticais. Caso a crianga apresente comprometimento funcional
sem explicacdo, deve ser observada a possibilidade de transtornos trataveis, particularmente a
depressdo e outros transtornos comportamentais (Brust 2011).

Para conclusdo do diagnostico trés critérios devem ser preenchidos: déficits em
fungdes intelectuais, prejuizo na funcdo adaptativa diéria e o inicio de ambas incapacidades

durante o periodo de desenvolvimento.
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O periodo de desenvolvimento, se refere ao periodo durante a infancia e a
adolescéncia (APA, 2014). De acordo com o artigo 2° do Estatuto da Crianca e do
Adolescente — Considera-se crianga a pessoa até doze anos incompleto e adolescente aquela
entre doze e dezoito anos de idade (BRASIL, 1990), entdo para correta caracterizacdo de DI
0s prejuizos deverao surgir antes dos 18 anos de idade. Criancas abaixo de 5 anos ndo podem
receber diagnostico de DI, devido a aplicabilidade comprometida dos testes de quoeficiente de
inteligéncia e avaliacdo da funcao adaptativa, sendo usado para esta faixa etaria o termo atraso
global do desenvolvimento (BOY, 2016). Os deficits em fungdes intelectuais incluem os
dominios: compreensdo verbal, memoria de trabalho, raciocinio quantitativo, pensamento
abstrato e eficiéncia cognitiva, esses dominios sdo expressos por exemplo: através do
raciocinio, solucdo de problemas, planejamento, pensamento abstrato, juizo, aprendizagem
académica, aprendizagem pela experiéncia e compreensdo pratica (APA, 2014). Utiliza-se
comumente testes de inteligéncia psicométricos para mensurar o funcionamento intelectual.
Os prejuizos na fungdo adaptativa diaria incluem: comunicacdo, cuidados pessoais, atividades
cotidianas, atividades sociais, vida comunitaria, autocontrole, salde, seguranca, atividades
académicas e de lazer (BOY, 2016). Sdo exemplos de prejuizos na funcdo adaptativa o
fracasso para atingir padrbes de desenvolvimento e socioculturais relacionados a
independéncia pessoal e responsabilidade social; incluindo também limitages nas atividades
diérias, comunicacdo e participacdo social, necessidade de apoio em multiplos ambientes -
familiar, escolar, profissional e social (APA, 2014).

Os niveis de gravidade da DI sdo categorizados de acordo com a avaliacdo do
funcionamento adaptativo, em conjunto com o Quoeficiente de Inteligéncia, sendo
classificado como: leve, moderada, grave e profunda de acordo com a independéncia ou o
apoio necessario por parte do individuo com DI. Compreende-se entdo que a DI leve ndo
atinge ou afeta substancialmente as atividades diarias ou cause incapacidade para o trabalho
ou atividades escolares (APA, 2014).

O prognostico para a DI leve é favoravel, a maioria das pessoas acometidas consegue
integrar-se com éxito ao setor produtivo da sociedade, contanto que estejam disponiveis
servicos apropriados de apoio, no entanto, a expectativa de vida desses individuos pode ser
reduzida, por causa de doencas de base ou pelo desenvolvimento de doengas néo
identificadas. Certamente, um ambiente favoravel, rico e amplo garantira o pleno
desenvolvimento das capacidades do individuo com DI (Lent, 2008).

De acordo com Gonzélez et al., (2013) apesar dos avangos no campo da genética,

neuroimagem e doencgas metabolicas, 50% das criangas com retardo mental permanece sem
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diagndstico etioldgico. Entre os casos diagnosticados é estimado que 40% possuam uma base
genética, 20% teratdgenos ambientais e prematuridade, 1 a 5% doencas metabdlicas e 3 a

12% causas multifatoriais.

1.1.2 Etiologia

O desenvolvimento fisico, cognitivo e emocional de uma crianca saudavel esta
relacionado ao crescimento e maturacdo do cérebro desde o Utero materno até a infancia
(Malloy-Diniz, 2010). O peso do cérebro no nascimento é cerca de 25% do seu futuro peso
adulto, enquanto aos 3 anos atinge 70% do seu peso final, o rdpido crescimento e
desenvolvimento cerebral nos primeiros anos de vida, coincidem com mudancas na fungéo
cognitiva; o processo de desenvolvimento e maturacdo neural é influenciado por fenémenos
complexos, envolvendo neuroplasticidade, genética, fatores ambientais, nutricionais e sociais
como a interagdo familiar, acesso a cultura e métodos de alfabetizagdo (Malloy-Diniz, 2010).
Tendo em vista a complexa interagdo de fatores envolvidos no desenvolvimento neuronal,
Boy (2016) afirma que a DI possui origem multifatorial e também pode apresentar
comorbidades ou implicacbes de manejo da criancga e da familia. Conforme Shevell (2008) a
DI pode ser causada por defeitos genéticos, influéncias ambientais e insultos que afetam o
desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso, pré-natal, perinatal ou p6s-natal. Neste
sentido as experiéncias da primeira infancia - positivas e negativas - podem ter efeitos
profundos no desenvolvimento do cérebro (Ganguly e Brenhouse, 2015). Entre os fatores de
risco ambientais mais comuns na prevaléncia de DI leve encontram-se: desnutri¢do durante a
gravidez, infeccbes pré e pos-natais, sindrome alcodlica fetal, exposicdo a compostos
neurotoxicos, parto prematuro e asfixia peri- e pés-natal ou outro trauma (Patel, 2010). Os
fatores relacionados a DI interagem de forma complexa, de maneira ndo linear e ndo aditiva
(Merikangas et al., 2009).

A biologia evolutiva descreve que condi¢des ambientais variaveis podem a partir de
genotipos individuais produzir diferentes fenotipos (Brenhouse, 2018). Durante o
desenvolvimento embrionario e pds-natal, os circuitos neuronais formados ja sdo dotados da
capacidade de neuroplasticidade, sendo sensiveis a modula¢fes decorrentes do ambiente e
dependente de atividade; No cérebro humano o neocortex € a regido que estd envolvida nas
funcOes cerebrais de ordem superior, como a cognicgéo (Forrest et al., 2018). A memoria e 0
aprendizado estdo relacionadas com as espinhas dendriticas desses neur6nios; as espinhas

dendriticas sdo pequenas protusdes que emergem dos troncos dendriticos, formadas por um
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talo fino com extremidade esferoide; as espinhas dendriticas fazem parte das sinapses
excitatdrias (glutamatérgicas), sdo altamente instaveis e moveis, variando sua morfologia em
questdo de minutos, fenébmeno conhecido como plasticidade sinaptica, sendo esta a base da
memoria e, portanto, da capacidade cognitiva; criancas que apresentam DI possuem poucas
espinhas dendriticas, sendo mais estaveis aquelas cuja sinapse ja tenha se consolidado pelo
processo de aprendizagem e memoria (Lent, 2008).

1.2 MARCADORES INFLAMATORIOS NA DEFICIENCIA INTELECTUAL

O sistema imune possui a funcdo de deteccdo e regulacdo de agentes infecciosos,
ativando a reposta inflamatoria que por sua vez tem sido associada a psicopatologias
(Ganguly e Brenhouse, 2015). A inflamagdo pode ser caraterizada como a resposta em um
tecido especifico, contra um dano ou trauma, incluindo efeitos localizados e sistémicos,
envolvendo padrdo alterado de fluxo sanguineo, infiltracdo de mondcitos e outras células
imunes, remocdo de antigenos estranhos e cicatrizacdo do tecido danificado (Kindt, 2008).
Segundo Kumar et al., (2010) a inflamacg&o croénica é caracterizada pela duracdo prolongada
de um conjunto de alteragbes simultaneas e permanentes que envolve inflamacdo, tentativas
de reparo e remodelamento tecidual. A inflamacdo cronica pode iniciar ap6s inflamacéo
aguda ou silenciosamente quando apresenta-se em baixo grau de forma latente, surgindo
através de infeccBes persistentes por microrganismos (bactérias, alguns virus, fungos e
parasitas que causam reacdo imune), doencas inflamatérias imunomediadas (ativacdo
excessiva ou inapropriada do sistema imune), e também através da exposicdo prolongada a
agentes potencialmente toxicos, exdgenos ou enddgenos;

Os diversos marcadores associados com a inflamacdo podem ser divididos nas
seguintes categorias citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatdrias, adipocinas, quimocinas,
marcadores de inflamacdo derivados de hepatdcitos e enzimas (Wu, 2006). As citocinas séo
proteinas de baixo peso molecular, produzidas e secretadas por varios tipos celulares, a
maioria das citocinas pertence a uma das seguintes familias: hematopoietinas, interferons,
quimiocinas e fatores de necrose tumoral (Kindt et al., 2008; Volp et al., 2008). As citocinas
pro-inflamatorias de maior relevancia sdo o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
Interleucina-1p (IL-1pB), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8 (IL-8), CD40 e CD40L (Wau,
2006).

A inflamagé&o periférica pode desencadear resposta inflamatdria no cérebro, conhecida
pelo termo neuroinflamacgéo, envolvendo a barreira hematoencefalica (BHE), presenca de
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células periféricas no cérebro, ativagdo das células da glia e alteracdo neuronal; a
neuroinflamacdo pode causar e acelerar doencas neurodegenerativas a longo prazo,
desempenhando um papel central no desenvolvimento precoce de condi¢fes cronicas como a
deméncia (Lyman et al., 2014). A presenca de mediadores pro-inflamatérios derivados de
inflamacgdo periférica, tais como TNF, IL-1, IL-6 e outras citocinas podem alterar a
integridade da BHE modulando a resisténcia das juncdes apertadas nas células endoteliais na
vasculatura cerebral, tornando a BHE mais permeavel e permitindo a entrada de citocinas
periféricas e células periféricas como os leucdcitos (células imunes periféricas) no cérebro,
resultando no desequilibrio da homeostase cerebral podendo causar comprometimento
sinaptico, morte neuronal e exacerbacdo de varias patologias no cérebro (Lyman et al., 2014).
A quebra da BHE também pode ocorrer por processos inflamatorios dentro do cérebro,
guando a micrdglia e astrdcitos liberam citocinas e quimiocinas inatas enddgenas alterando a
permeabilidade e assim permitindo a entrada de células imunes periféricas no sistema nervo
central, podendo causar dano neuronal (Finsen e Owest, 2011).

As células microgliais desempenham o papel de macréfagos cerebrais, sdo as
principais células imunes inatas do cérebro, essas células colonizam o cérebro no inicio do seu
desenvolvimento durante a gestacdo (Lenz e Nelson, 2018). A microglia interage com quase
todos os tipos de células no cérebro, sua funcdo envolve recrutar e estimular astrécitos
(Blasko et al., 2004), mediar programas de desenvolvimento, manter a homeostase, auxiliar na
reparacao de tecidos ou contribuir para a patologia da doenca (Li e Barres, 2017). Também
possui fungdes pro-inflamatdrias como a apresentacdo de antigeno para células T e liberacéo
de mediadores pro-inflamatérios induzida por estimulacdo através de receptores inatos, entre
0s quais os receptores Toll-like (sigla em inglés TLRs) (Finsen e Owest, 2011).

Os astrdcitos sdo as células mais frequentes do cérebro, capazes de organizar a
arquitetura estrutural, os caminhos de comunicacdo e a plasticidade, contribuem para a
homeostase do SNC ao regular os niveis extracelulares de aminoacidos excitatérios, como o
glutamato (Blasko et al., 2004). Os astrocitos desempenham um papel vital na regulacdo da
inflamacdo do SNC, pois liberam quimiocinas que controlam a entrada de células imunes no
SNC, séo reconhecidos como elementos-chave no controle da integridade da BHE (Finsen e
Owest, 2011). Apos a ativagéo, os astrocitos podem liberar citocinas e substancias troficas,
como o Fator de Crescimento Neural (sigla em inglés NGF), proteina S1008, BDNF,
neurotrofina 3 e neurotrofina 4/5, podendo desempenhar um papel importante na solucéo de
processos inflamatdrios (Blasko et al, 2004). A S100B ¢ um padrao molecular associado ao

perigo, mediando a resposta a danos agudos e subsequente processos inflamatorios, atraves da
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ativacdo do receptor de glicacdo avangada do produto final (RAGE), estudos com ratos apos
trauma cirargico, sugerem que a sinalizagdo de S100 ¢ RAGE modulam a resposta
inflamatdria do hipocampo e pode desempenhar papéis importantes no declinio cognitivo
induzido pela cirurgia e neuroinflamacéo (Li et al., 2013).

A ativacdo cronica de micréglia e astrocitos pode levar a morte de neurbnios
adjacentes pela liberacdo de produtos potencialmente toxicos, tais como intermediarios
reativos de oxigénio, éxido nitrico, citocinas inflamatorias, enzimas proteoliticas, fatores do
complemento ou aminoacidos excitatdrios (Blasko et al, 2004).

O TNF-a é uma citocina que possui papel central no desenvolvimento de inflamacGes
cronicas, é secretado por macrofagos ativados (incluindo células T ativas, neutréfilos,
fibroblastos e células exterminadoras naturais (termo em inglés Natural killer, sigla NK),
sendo responsavel por regular o crescimento e a diferenciacdo de grande variedade de tipos
celulares; citotoxico para muitos tipos de células transformadas; promove angiogénese,
reabsorcdo Gssea, processos tromboticos e também suprime o metabolismo lipogenético
(Kindt et al., 2008). O TNF-a tem como alvos e efeitos nos vasos a inflamagédo, no figado a
inducdo de proteina de fase aguda, acarretando a perda muscular e de gordura corporal
levando a caquexia, também a inducdo de morte em varias células e ativacdo de neutréfilos
(Kindt et al., 2008).

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatdria que induz a ativacao transcricional do gene
Fator Nuclear kappa B (sigla em inglés NF-kB) para expressao de moléculas de adesdo (Wu,
2006). A liberacdo de citocinas como TNF-a e IL-1f induz a expressdo da ciclo-oxigenase-2
(COX-2) por macréfagos e células endoteliais, a COX-2 é uma enzima responsavel pela
producdo de prostaglandinas do &cido araquiddnico em células inflamatérias (Kindt et al.,
2008). A liberacéo cronica de altas concentragdes de citocinas inflamatorias como o TNF-a,
IL-1PB e IL-6 podem ser citotdxicas e também diminuem a secrecéo das Proteinas Precursoras
Amiléide (APPs) neuroprotetoras (Blasko et al., 2004).

Durante inflamacGes de qualquer natureza, existe a ativacdo de mondcitos, macrofagos
e fibroblastos e consequente liberacdo de citocinas onde principalmente TNF-a, IL-1p e IL-6
regulam a transcrigdo do gene que codifica a sintese da Proteina C Reativa (PCR), alterando
suas concentracdes plasmaticas durante a inflamacao, sendo um marcador de consequéncia da
inflamacédo (Collares e Paulino, 2006). A PCR é uma proteina de fase aguda sintetizada pelo
hepatdcito que participa na via do complemento (Kindt et al., 2008), ela se liga a estruturas
encontradas na superficie de muitas bactérias e fungos, marcando esses microrganismos para

0 ataque do sistema complemento (via alternativa de ativacdo) e das células fagociticas
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(mondcitos do sangue que passam por diapedese para o tecido transformam-se em macréfagos
com alta capacidade fagocitaria) (Klinke et al., 2006).

A resposta imune é dindmica e orquestrada pelos macrofagos em um espectro que foi
dividido em ativacdo M1 e M2, onde os macréfago M1 (ativados classicamente) estimulados
por interferon (IFN) e TNF-a, sdo efetores e produzem reposta imune agressiva de primeira
linha, enquanto os macréfagos M2 (alternativamente ativados) sdo geralmente estimulados
pela Interleucina-4 (IL-4) e tém papel na cicatrizacdo de feridas e na regulacdo da resposta
dos macrofagos (Lyman et al., 2014). A IL-4 é uma citocina anti-inflamatoria, também
conhecida como fator 1 estimulador de células B (BSF-1), ela é secretada principalmente por
mastécitos, células T (Th2) e células estroméaticas de medula 6ssea, possui como funcéo
promover o crescimento e desenvolvimento de células B e T e células de linhagem
monocitica, afetando também células externas ao sistema imune, como por exemplo células
endoteliais e fibroblastos; seu principal efeito é promover a diferenciacdo das células Th2 e
troca de classe para Imunoglobulina E (IgE) (Kindt et al., 2008).

As neurotrofinas sdo proteinas que atuam como fatores neuroprotetores no cérebro,
promovem crescimento e diferenciacdo de neurdnios em desenvolvimento, regulando o
crescimento axonal e dendritico, e também apoiando a sobrevivéncia de neurdnios maduros
por todo o Sistema Nervo Central (SNC) (Lenz e Nelson, 2018). O fator neurotréfico
derivado do cérebro (sigla em inglés BDNF) é uma neurotrofina que se liga aos receptores
quinase B e p75 da tropomiosina na superficie dos neurdnios, altamente expresso no
hipocampo, exerce papel crucial na neurogénese e habilidades de aprendizagem e memdria
dependentes do hipocampo; animais transgénicos com expressdo de BDNF depletada
(Knockout) apresentam prejuizos na memoria espacial, seguindo esta evidéncia a reduzida
expressao de BDNF no hipocampo pode explicar déficits de memdria observados na condicao
humana; no entanto, ndo esta claro se a diminuicdo da neurogénese ou aumento da morte
neuronal (ou ambos) contribuem para os déficits cognitivos (Gilchrist et al., 2018).

As quimiocinas sdo as principais responsaveis pela regulacdo do trafego leucocitario,
pois controlam seletivamente a adeséo, quimiotaxia e ativacdo de alguns tipos de populagdes
e subpopulagdes de leucdcitos (Kindt et al., 2008). A quimiocina fraquitalquina (FKN)
também conhecida como CX3CL1, é o unico membro da familia CX3C, pode ser expressa de
duas formas, como uma proteina transmembrana (mFKN — Fraquitalquina Transmembrana)
ou na forma soltvel (sFKN — Fraquitalquina Soltvel) (Lauro et al., 2015). A mFKN
apresenta-se unida as células da superficie endotelial, favorecendo a firme adesdo das células

mononucleares, podendo ser clivada como consequéncia de uma protedlise (pela atividade da
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catepsina protease lisossdmica cisteina S (CatS) ou por membros da desintegrina e
aloprotenase (ADAM) da familia ADAM-10 e ADAM-17) sendo entdo liberada na forma
soltvel (sFKN), consistindo no dominio extracelular da quimiocina N-terminal, atuando como
substancia quimiotatica de células mononucleares (Figura 1) (Mitchell et al., 2012; Lauro et
al., 2015; Liu et al., 2016). O Unico receptor de FKN é o0 CX3CR1 (Liu et al., 2016). No
cérebro a FKN também pode ser liberada pelos neurdnios e seu receptor CX3CR1 é
encontrado nas células da microglia, permitindo a comunicacdo neurénio-glia (Johnston,
2011). De acordo com Jiang et al., (2018) a FKN no cérebro possui funcdo anti-inflamatoria,
sua sinalizacdo pode manter a microglia em um estado ndo neurotoxico e ndo ativado.
Enguanto o rompimento na comunicagdo FKN/ CX3CR1 ativa a microglia e pode gerar

muitos distarbios neuroinflamatorios progressivos (Sheridan e Murphy, 2013).

Fungdo de
Quimiotaxia

Fungdo de
Adesdo celular
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Figura 1: Clivagem e func¢Bes da fraquitalquina. Transcricdo da fraquitalquina no nicleo celular,
migracdo para a membrana através do endossomo e sua expressdo transmembrana (especificando dominios e
residuos), onde possui a fungdo de adesdo celular através do receptor especifico CX3CR1 o qual possui uma
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proteina G acoplada. Apresentagdo dos principais responsaveis pela clivagem da fraquitalquina transmembrana
(enzima conversora de aminoacido ADAM 10, ADAM 17 e catepsina S) e sua liberagdo na forma sollvel
extracelular, atuando na funcdo de quimiotaxia (Adaptada de Liu et al., 2016).

Um mecanismo chave subjacente a neuroprotecdo da FKN € sua capacidade de
desencadear a liberacdo de fatores sollveis, como a adenosina que orquestram respostas
neuroprotetoras, atuando na microglia circundante, astrécitos e neurdnios. A adenosina é um
modulador de transmissdo sinaptica e fator neurotréfico, exerce mdultiplas atividades
bioldgicas através da ligacao a diferentes receptores de adenosina (ARS), incluindo o receptor
de adenosina 1 (A1R) e receptor de adenosina 2A. (A2 AR) e receptor de adenosina 3 (A3R)
(Luo et al., 2019).

O dano neuronal ativa a transcricdo de mFKN, a clivagem da mFKN libera o residuo
N-terminal formando a sFKN que ird ligar-se ao CX3CR1 expresso na microglia. A
estimulacdo da micréglia por sFKN induz o aumento de adenosina extracelular,
provavelmente derivado do ATP, cuja acdo em receptores especificos (AL1R) em astrécitos
neutraliza a excitotoxicidade e dano celular desencadeado pela ativacdo de diferentes
receptores de glutamato (Glu) e aumento na expressdo dos transportadores astrocitarios de
aminoéacidos excitatorios glutamato 1 (GLT-1) levando a remocéao mais eficiente do glutamato
da fenda sinaptica, neutralizando a excitotoxidade glutamatérgica; enquanto o receptor de
adenosina (A2AR) na microglia é a via que leva a liberagdo de D-serina em astrécitos que
estd envolvida no aumento da funcdo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR) na
neuroprotecdo (Figura 2) (Lauro et al.,2015). Além disso, a FKN induz uma depressao
reversivel da corrente ossinaptica excitatoria (EPSC), que é anulada pelo antagonista de A3R,
mas ndo pelo antagonista de A1R ou A2 AR (Luo et al., 2019).
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Neuronio
pré-sinaptico

Figura 2: Neuroprote¢do mediada pela FKN / CX3CR1 induzindo adenosina e seus receptores (AR) na funcédo
sinaptica. O receptor CX3CR1 ao liberar adenosina (1) impede a neurotoxicidade mediada por Glu (glutamato),
agindo no A1R e melhora a atividade da GLT-1 nos astrdcitos e neurdnios; (2) regula NMDAR e o fluxo de Ca2,
através de atividades de A2AR e D-serina; (3) modula negativamente a funcdo do AMPAR e ativa 0 A3R ¢, em
seguida, regula o fluxo de Ca2 e inibe o LTP. (Adaptada de Luo et al., 2019)

De acordo com Liu et al., (2016) a FKN possui inumeros efeitos em condicoes
fisiopatoldgicas, podendo ser positiva ou negativa na patogénese, recentes estudos confirmam
seus efeitos na inflamacgdo e no cancer, onde a clivagem da FKN ligada a membrana e sua
liberacdo no sangue na forma sollvel pode ser acelerado por estimulos, como exemplo,
agentes inflamatorios, lipopolissacarideos (LPS), IL-1p através do TNF.

Pesquisas clinicas, relataram que os niveis séricos de FKN foram implicados na
estenose da artéria carétida, angina instavel, insuficiéncia cardiaca sist6lica, aneurisma da
aorta abdominal e doenca cardiovascular obstrutiva cronica associada a doenca pulmonar.
Como um biomarcador, os niveis mais altos de FKN indicam pior condi¢do patogénica e pior
prognostico em vérias doengas como acidente vascular encefélico, Doenca de Parkinson e
Alzheimer (Liu et al., 2016)

A sinalizacdo FKN/ CX3CR1 € necessaria para a migracdo de um namero suficiente
de micrdglia para o cérebro no desenvolvimento inicial, em idades mais avancadas tambem

atua na poda sinaptica mediada pelo complemento C3b e na plasticidade sinaptica sob
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condic@es fisioldgicas, enquanto que e em circuitos maduros esta envolvida na limitagdo e

formagé&o da coluna, conforme Figura 3 (Estes e McAllister, 2015).

A B
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Figura 3: A. Citocinas e fatores de crescimento mediando plasticidade sinaptica; B. Poda sinaptica mediada pela
glia. A) As citocinas liberadas por astrécitos, microglia e / ou neurdnios se ligam a seus receptores especificos e
ativam a JAK / STAT que regula a sinalizacdo na sinapse e altera a transcricdo, levando a regulacdo negativa do
receptor AMPA (AMPAR) ou inibindo novas inser¢des ou aumentando a internalizacdo. As quimiocinas
também sdo apresentadas por neurdnios e se ligam a receptores em células gliais, descritas aqui para a interacdo
entre a quimiocina Fraquitalquina e seu receptor CX3CR1 na microglia. B) O TGF-p (fator de transformacédo do
crescimento ) secretado por astrocitos se liga ao TGFBRII neuronal, 0 que induz a secre¢do neuronal da
proteina do complemento C1q. C1q inicia a cascata do complemento levando a clivagem de C3 em C3b, que se
liga as superficies sinapticas. O receptor de complemento 3 expresso em micréglia(CR3) reconhece sinapses
marcadas e inicia a poda sindptica em um subconjunto de sinapses. A Fraquitalquina-CX3CR1 também é
necessaria para a poda sindptica mediada por microglia no desenvolvimento inicial, e eliminacdo e formagéo da
coluna em circuitos maduros. A sinalizacdo de neurdnios-microglia local através da Fraquitalquina -CX3CR1
pode servir como um sinal instrutivo para a poda sinaptica mediada pelo complemento. (Adaptada de Estes e
McAllister, 2015)

A plasticidade sinéptica envolve a ativacdo de microglia através dos receptores de
FKN e a liberacdo de citocinas e Fator de Crescimento do Hepatdcito (sigla em inglés HGF),
que levam a regulacdo negativa dos receptores AMPA (AMPAR) nos neurbnios pds
sinapticos; Estudo em modelo de rato “Knockout” para o receptor de FKN, demonstrou
déficits na micréglia, que levaram a um aumento das densidades de sinapses imaturas no
cortex cerebral e déficits na conectividade funcional (Estes e McAllister, 2015).

Sabe-se que a DI é caracterizada como um transtorno de origem multifatorial e
complexo, durante o diagndstico muitos pacientes ndo sabem a origem ou causa dessa
deficiéncia. Mudancas comportamentais e cognitivas decorrentes da DI podem comprometer a
independéncia nas atividades de vida diaria, académicas e sociais, envolvendo custos

financeiros e desgaste familiar com o diagnostico e tratamento da crianga. O presente estudo
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visa avaliar as possiveis correlacdes entre marcadores inflamatorios séricos em criangas e
adolescentes com DI leve de causa desconhecida, na tentativa de ampliar o atual
entendimento sobre esse transtorno do desenvolvimento, facilitar o diagnostico, despertar
novos estudos sobre tratamento com anti-inflamatdrios, ampliar as politicas de satde publica

no Brasil e auxiliar familiares e criancas na busca da qualidade de vida.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar marcadores inflamatérios séricos e verificar a possivel correlacdo com o
diagnostico de deficiéncia intelectual leve ndo especificada em criancas e adolescentes para

auxiliar no diagnostico e tratamento dos pacientes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a capacidade intelectual dos individuos em estudo;

Descrever o indice de massa corporal atual e as caracteristicas da amostra quanto ao
sexo, idade e indice de massa corporal;

Avaliar o historico gestacional quanto a presenca de doencas durante a gestacao, tipo
de parto, peso e estatura ao nascer.

Mensurar 0s marcadores bioquimicos plasmaticos do processo inflamatorio:
Interleucina-1p (IL1-B); Interleucina-4 (IL-4); Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a);
Fraquitalquina (FKN/ CX3CL1); S100B e Proteina C Reativa (PCR);

Mensurar os niveis plasmaticos do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF);

Correlacionar os marcadores bioguimicos com o0s valores quantitativos do teste

psicométrico WISC-1V;
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, e aprovado segundo o protocolo nimero 1.212.173
seguindo a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de saude (ANEXO A) Realizado no
laboratério de biomedicina translacional em parceria com o Centro Especializado em
Reabilitacdo Il (CERII), ambos localizados na Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC), Criciuma/SC.

De acordo com o0s objetivos, este estudo € classificado como uma pesquisa descritiva
de caso-controle, onde foram descritas as caracteristicas das variaveis analisadas, discorrendo
sobre a existéncia ou ndo de correlacdo entre DI e os biomarcadores séricos de inflamacao em
um recorte transversal, sendo também denominada de pesquisa correlacional (Gil, 2008).

A populacdo selecionada foi composta por todas as criangas e adolescentes que
frequentavam o CERII-UNESC, destes foram selecionados como amostra ndo probabilistica
aqueles com diagnostico de DI leve ndo especificada, de ambos os sexos, com idade entre 6 e
16 anos, sem comorbidades e cujos pais/responsaveis tenham assinado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. A amostra final foi composta por 16 individuos
pertencendo ao grupo DI e 18 individuos no grupo controle. Sendo que o grupo controle foi
equiparado ao grupo DI de acordo com idade, género, IMC e condi¢des socioeconémicas /
culturais, escolhendo-se preferencialmente parentes ou outros pacientes do CERII-UNESC
que ndo possuissem diagndéstico de DI. Foram excluidas da pesquisa criangas com diagnostico
de transtorno ou doenca neuroldgica com causa conhecida, e aqueles que apresentassem
comorbidades neuroldgicas. A coleta de dados seguiu a modalidade caso-controle,
comparando 0s grupos com e sem a caracteristica em estudo, deficiéncia intelectual leve de

causa ndo determinada (Vieira e Hossne, 2001).

3.1 COLETA DE DADOS

As informagdes pertinentes ao estudo foram coletadas pela equipe multidisciplinar do
CERII-UNESC, de acordo com as seguintes avaliacdes: Triagem padrdo para DI contendo
Avaliacdo Socio demogréfica, historico gestacional/ perinatal; Avaliagdo neuropsicologica,

através da Escala Wechsler de Inteligéncia para Criangas - quarta edicdo (WISC-IV);
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Avaliacdo nutricional através do Caélculo do indice de Massa Corporal (IMC); e Anélise
bioguimica através da coleta de sangue periférico e centrifugacdo para obtencdo do plasma

sanguineo.

3.1.1 Avaliacédo sociodemogréfica, histdrico gestacional e perinatal

A avaliacdo do historico gestacional, perinatal e as caracteristicas séciodemograficas
da amostra foram coletadas através de questionario estruturado especifico e padrdo para
Triagem de Deficiéncia Intelectual no CERII-UNESC. No presente estudo a amostra foi
caracterizada ao avaliar: varidveis categoricas: sexo (masculino e feminino), tipo de parto
(parto normal ou cesariana); variaveis qualitativa: doencas na gestacdo; variaveis numeéricas:

idade, peso ao nascer e estatura ao nascer.

3.1.2 Avaliacéo neuropsicologica

A avaliacao neuropsicoldgica seguiu o protocolo de testes e tarefas presentes na Escala
Wechsler de Inteligéncia para Criancas — 42 edi¢do (WISC-1V), com o objetivo de verificar o
nivel intelectual dos individuos. Considerada por Malloy-Diniz (2010) o padrdo ouro de
avaliacdo da capacidade cognitiva global.

O WISC-IV ¢é um teste psicométrico que verifica a existéncia de déficits na funcao
intelectual, composto por 10 subtestes centrais (Tabela 1), que estdo divididos em quatro
fatores de dominios especificos, a saber: ICV — indice de Compreenséo Verbal, IOP — indice
de Organizacdo Perceptual, IMO — indice de Memoéria Operacional e IVP — indice de
Velocidade de Processamento. O Quoeficiente de Inteligéncia Total (QIT) € obtido pelo
calculo da pontuacdo dos 10 subtestes centrais (Styck et al., 2017).

Foram diagnosticados com DI aqueles que apresentaram escores de dois desvios-
padrdo ou mais, abaixo da média populacional, com uma margem de erro de medida (em
geral, +5 pontos). Em testes com desvio padrdo de 15 e média de 100, significa um escore de
65 - 75 pontos (70+ 5) para caracterizar DI (APA, 2014).
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Tabela 1: WISC-IV: Dominios especificos e subtestes utilizados para determinar
Quoeficiente de Inteligéncia Total

Dominios Especificos Principais Subteste

ICV — indice de Compressio Verbal e Similaridade
e \ocabulario
e Compreenséo

IOP — indice de Organizagéo Perceptual e Desenho do Bloco
¢ Raciocinio Matricial
e Conceitos de Imagem

IMO — indice de Memoria Operacional ¢ Digitos Periodicos
¢ Sequenciamento de letras e nUmeros

IVP — Indice de Velocidade de Processamento

Codificagéo
e SessOes de pesquisa de simbolos

Profissionais qualificados do CERII-UNESC aplicaram o teste WISC-1V, e também
coletaram e analisaram outras informacGes complementares, como: nivel de
comprometimento das fungbes adaptativas, intercorréncias durante periodo de
desenvolvimento e conjuntura socioecondmica, necessarias para determinar o diagndstico de

DI leve ndo especificada, delimitando o grupo DI pertencente a este estudo.

3.1.3 Avaliagéo do estado nutricional

As medidas antropométricas (peso corporal e altura) foram mensuradas sem calcados,
sendo o peso corporal verificado com a utilizacdo de balanca calibrada, representada em
quilos (Kg) e a altura medida através de estadiébmetro, com unidade em metros (m).

O Indice de Massa Corporal (IMC) foi obtido através do célculo da formula
matematica: peso em quilogramas (Kg) dividido pela altura em metros (m) ao quadrado. A
classificacdo do estado nutricional baseou-se nas curvas de crescimento delimitadas pela
Organizacdo Mundial da Saude de 2007 para individuos com idade de cinco anos até 19 anos
(ANEXO A) (Horld Health Organization, 2011). Os individuos do estudo foram avaliados
qguanto ao estado nutricional e classificandos de acordo com 0 sexo e a idade e IMC nas

categorias: Obesidade, excesso de peso, normal, magreza e magreza severa.
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3.1.4 Avaliacéao bioquimica

A coleta de sangue periférico foi realizada pela equipe de enfermagem da Clinica
Integrada da UNESC. Seguindo protocolo de atendimento padrao, foi coletado como amostra
20ml de sangue de cada participante, armazenados em tubos de ensaio e refrigerados a -80
graus Celsius. As andlises bioquimicas foram realizadas por profissionais capacitados no
Laboratorio de Biomedicina Translacional da UNESC através do método ELISA (DuoSet,
R&D Systems). Seguindo as orientacdes dos fabricantes, foram mensurados 0s niveis
plasméticos de IL-1B, IL-4, TNF-a, FKN, BDNF, S100B e PCR. Apds as analises
bioquimicas, as sobras de material bioldgico foram descartadas através de servico terceirizado

especializado prestado pela empresa DESCARPAC.

3.2 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram organizados e analisados com auxilio do programa I1BM
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 21.0. As varidveis quantitativas
foram expressas por meio de média e desvio padrdo. As variaveis qualitativas foram expressas
por meio de frequéncia e porcentagem. As analises estatisticas inferenciais foram realizadas
com um nivel de significancia a = 0,05, isto é, 95% de confianca. A distribui¢do dos dados
guanto a normalidade foi avaliada por meio da aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk. A
investigacdo da variabilidade das variaveis quantitativas foi investigada por meio do teste de
Levene. A comparacdo das médias das variaveis quantitativas entre os grupos Controle e DI
foi realizada por meio dos testes t de Student e U de Mann-Whitney. A associacdo entre as
varidveis qualitativas e os grupos Controle e DI foi investigada por meio dos testes Qui-
qguadrado de Pearson e Razdo de verossimilhanca. A correlacdo entre os indicadores
quantitativos do teste de WISC-IV com os marcadores inflamatorios foi investigada com o
calculo do coeficiente de correlacdo de Spearman. As representacdes graficas foram

produzidas utilizando o software GraphPad\Prism5.
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4 RESULTADOS

A amostra do presente estudo foi composta por 34 individuos entre criangas e
adolescente, alocados em dois grupos, a saber, Grupo DI composto por individuos com a
carateristica em estudo, deficiéncia intelectual de causa ndo especificada (n = 16) e Grupo
Controle (n=18) equiparado ao grupo DI de acordo com sexo e idade. Durante a coleta de
dados algumas variaveis nao contemplaram o numero total da amostra devido a diferentes
intercorréncias como, ndo recordar as lembrancas do periodo gestacional ou dados do
nascimento; desisténcia do individuo durante a pesquisa, tendo em vista a necessidade de
varios encontros com a psicologa para o fechamento do diagnostico; e também durante as
analises bioquimicas algumas amostras ndo se mostraram reagentes ao teste ou nao havia
amostra se soro suficiente para todas as analises. Segue abaixo os resultados das avaliacdes

realizadas.

4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICA, HISTORICO GESTACIONAL,
PERINATAL E NUTRICIONAL DOS INDIVIDUOS

Foram coletadas e analisadas as variaveis: sexo, idade, complicacfes e doencgas na
gestacéo, tipo de parto, peso e estatura ao nascer e atuais (Tabela 2). Observou-se auséncia de
diferencas estatisticas entre 0s grupos quanto as variaveis sexo e idade. O histérico
gestacional foi avaliado pela presenca de doenca na gestacdo e o tipo de doenca, 40,0% das
mées do grupo controle informaram ter ficado doente durante a gestagédo, enquanto 43,8% no
grupo DI, sendo que ndo houve diferenca entre as médias (p = 0,833). Quando questionadas
sobre o tipo de enfermidade que acometeram as méaes durante a gestacdo dos individuos
pesquisados, prevaleceu a hipertensao arterial, referida por 57,1% das maes do grupo controle
e 25% no grupo DI, as médias ndo apresentaram diferenca estatistica (p = 0,109). O tipo de
parto, peso e altura ao nascer tambem ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos
(p = 0,588; p = 0,601; p = 0,632, respectivamente). O estado nutricional da amostra foi
avaliado através do calculo do IMC onde o peso em quilos é divido pela altura em metros
elevada ao quadrado, os valores obtidos foram classificados individualmente de acordo com
as categorias delimitadas pela Organizacdo Mundial da Satide em 2007 para criangas maiores

de cinco anos de acordo com o sexo e idade. O estado nutricional normal correspondeu a 76%
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dos individuos do grupo controle, enquanto no grupo DI a classificagdo normal foi de 46,2%,
os valores encontrados ndo representam diferenca estatistica significativa (p = 0,406).

Tabela 2: Caracteristicas demogréaficas, historico gestacional, perinatal e nutricional.
Criciima, Santa Catarina, Brasil, 2019.

Caracteristicas da Controle (n = 18) DI (n =16) Valor-p
Populagao n (%), Média(xdp) n (%), Média (xdp)
Sexo
Masculino 10 (58,8) 9 (56,3) 0,881"%
Feminino 7 (41,2) 7 (43,8)
Tipo de Parto
Normal 7 (50,0) 9 (60,0) 0,588
Ceséria 7 (50,0) 6 (40,0)
Doenca na Gestante
Anemia 0 - 1 (12,5) 0,109%
Anemia Falciforme 0 - 1 (12,5)
Depresséo 1 (14,3) 0 -
Desl. de Placenta 1 (14,3) 0 -
Diabete 1 (14,3) 0 -
Eclampsia 0 - 1 (12,5)
Heperémese Gravidica 0 - 2 (25,0)
Hipertensao Arterial 4 (57,1) 2 (25,0)
Infeccdo Urinaria 0 - 1 (12,5)
Idade (anos) 17 10,71 (¢3,35) 16 10,81 (x2,71) 0,9267
Peso ao Nascer (kg) 10 2,95 (+0,65) 13 2,82 (+0,47) 0,6017

Estatura ao Nascer (cm) 10 48,35 (£3,11) 10 47,70 (£2,85) 0,6327

IMC
Magreza Severa 0 - 1 (7,7 0,406
Magreza 0 - 1 (7,7)
Normal 10 (76,9) 6 (46,2)
Excesso de Peso 1 (7,7) 3 (23,1)
Obesidade 2 (15,4) 2 (15,4)
Né&o Informado 5 - 3 -

Caracteristicas da populacdo em estudo agrupadas em grupo controle e DI. "Valores obtidos por meio da
aplicacdo do teste t de Student para amostras independentes. ""Valores obtidos por meio da aplicagdo do teste
Qui-quadrado de Pearson. Valores obtidos por meio da aplicag¢io do teste Razdo de verossimilhanga. *p<0,05
**p<0,001. DI — Deficiéncia Intelectual; Desl. — Deslocamento; IMC — indice de Massa Corporal.
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4.2 AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA

A avaliacdo neuropsicolégica mensurou a capacidade intelectual dos individuos
participantes da pesquisa, atraves do teste psicométrico WISC-IV (Escala Wechsler de
Inteligéncia para Criangas — 42 edi¢cdo) onde os escore entre 65 - 75 pontos (70 +5) caracteriza
DI (APA, 2014). Existem evidéncias de média inferior no grupo DI quando comparado ao
controle em quatro das cinco medidas avaliadas, a saber: QIT (p < 0,001), IOP (p = 0,017),
IMO (p =0,001) e IVP (p = 0,024) conforme Figura 5. A avalia¢do individual do teste WISC-
IV juntamente com avaliacfes da funcdo adaptativa, intercorréncias durante periodo de
desenvolvimento e conjuntura socioecondmica, foram levados em consideracdo para delimitar

a insercdo dos individuos no grupo DI e realizar o pareamento do grupo controle.
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Figura 4: Avaliacdo neuropsicoldgica da capacidade intelectual utilizando protocolo de testes e tarefas da Escala
Wechsler de Inteligéncia para Criangas — 42 edi¢do (WISC-1V), nos grupos Controle e DI, n amostral de 18 e 16
individuos, respectivamente. (A) Média do célculo de QIT; (B) Média do Sub-teste I\VP; (C) Média do Sub-teste
IOP; (D) Média do Sub-teste ICV; (E) Média do Sub-teste IMO. Os resultados sdo mostrados com média +dp.
Diferengas significantes: *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001; DI - Deficiéncia Intelectual; QIT - Quoeficiente de
Inteligéncia Total; IVP - indice de Velocidade de Processamento; IOP - indice de Organizacéo Perceptual; ICV -
indice de Compreenséo verbal; IMO - indice de Memdria Operacional.



4.3 AVALIAGAO BIOQUIMICA DOS MARCADORES INFLAMATORIOS
SERICOS

As analises bioquimicas dos marcadores inflamatorios séricos IL-1p, TNF-a, PCR,
FKN, IL-4, BDNF e S100p estdo descritas na Tabela 3, ao comparar as médias dos grupos
controle e DI referente aos marcadores citados, somente a média de fraquitalquina obteve
diferenca significativa, sendo superior no grupo controle se comparada ao grupo DI (p <
0,001).

Tabela 3: Niveis séricos dos marcadores inflamatorios IL-1B, TNF-a, PCR, FKN, IL-
4, BDNF e S100p. Criciima, Santa Catarina, Brasil, 2019.

. Controle (n = 18) DI (n = 16)

Biomarcadores Média (xdp) o Média (xdp) Valor-p
IL-1p 17 3,58 (x0,97) 15 3,45 (+0,76) 0,970
TNF-a 18 1,45 (+0,89) 16 1,80 (+0,81) 0,175
PCR 13 2,39 (5,00) 12 0,82 (x0,76) 0,538
FKN 14 0,37 (x0,06) 16 0,24 (+0,08) <0,001***
IL-4 14 124,60 (£22,52) 16 120,00 (+9,45) 0,918
BDNF 16 1957,91 (+£1958,68) 14 1116,29 (+1265,81) 0,110
S1008 14 359,07 (+464,80) 16 272,60 (+£248,20) 0,728

Anélise bioquimica através do método Elisa (DuoSet, R&D Systems). Valores obtidos por meio da aplicagdo do
teste U de Mann-Whitney, exceto o biomarcador FKN que foi calculado por meio da aplicacdo do teste t de
Student para amostras independentes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. DI — Deficiéncia Intelectual; IL-1 —
Interleucina-1B; TNF-a — Fator de Necrose Tumoral a; PCR — Proteina C Reativa; FKN — Fraquitalquina; I1L-4 —
Interleucina-4; BDNF — Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro.

4.4 CORRELACAO DO TESTE WISC-IV E MARCADORES INFLAMATORIOS
SERICOS

Apos correlacionar os indicadores quantitativos do teste WISC-1V com os marcadores
inflamatorios séricos por meio do coeficiente de correlacdo de Spearman (Tabela 5),
observou-se que alguns dos marcadores inflamatdrios, apresentaram correlacdo positiva com
alguns dos indicadores quantitativos do teste WISC-1V, em especifico: FKN com QIT e IOP
(rs = 0,671 e p = 0,002; rs = 0,679 e p = 0,003 respectivamente), correlacbes com forga
considerada forte (Figura 5). Enquanto que, o marcador inflamatério TNF-o apresentou
correlagdo negativa com o indicador quantitativo do teste WISC-IV ICV (rs = -0,470 e p =

0,049), correlacdo considerada com forga regular (Figura 6).Tabela 4: Correlacéo entre teste
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psicométrico WISC-1V e marcadores inflamatdrios séricos, na amostra total (n = 34).

Criciima, Santa Catarina, Brasil, 2019.

Is QIT ICV IOP IMO IVP
IL-1p 20,111 0,263 0,015 -0,065 -0,109
TNF-0 -0,310 -0,470% -0,105 -0,466 -0,060
PCR 0,288 0,108 0,344 0,243 0,252
FKN 0,671%* -0,062 0,679%* 0,318 0,418
IL-4 -0,280 0,087 -0,253 -0,349 -0,322
BDNF 0,200 -0,120 0,273 0,217 0,368
$100p 0,077 0,413 0,010 0,482 0,076

Valores obtidos através do célculo estatistico rs - Coeficiente de correlagdo de Spearman; *p < 0,05; **p < 0,01;
IL-1B — Interleucina-1B; TNF-a — Fator de Necrose Tumoral a; PCR — Proteina C Reativa; FKN —
Fraquitalquina; 1L-4 — Interleucina-4; BDNF — Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro. QIT — Quoeficiente de
Inteligéncia Total; ICV — indice de Compreensdo Verbal; I0P — indice de Organizagdo Perceptual; IMO — indice
de Memoria Operacional; IVP — indice de Velocidade de Processamento.
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Figura 5: Andlises do biomarcador fraquitalquina. (A) Niveis séricos de FKN nos grupos controle e DI. (B)
Correlacéo entre FKN e QIT; (C) Correlagdo entre FKN e 10P. Os resultados sdo mostrados em (A) com média
+dp e em (B e C) através do r, coeficiente de correlagcdo de Spearman (rs= 0,671 e p = 0,002; rs=0,679 e p =
0,003 respectivamente). Diferencas significantes: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. DI — Deficiéncia Intelectual;
FKN — Fraquitalquina; QIT — Quoeficiente de Inteligéncia Total; IOP — indice de Organizacdo Perceptual.
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Figura 6: Analises do biomarcador TNF-a. (A) Niveis séricos de TNF-o nos grupos controle e DI. (B)
Correlacdo entre TNF-a e ICV. Os resultados sdo mostrados em (A) com média +dp e em (B) através do rs
coeficiente de correlacdo de Spearman (rs = -0,470 e p = 0,049); Diferengas significantes: *p<0,05. DI —
Deficiéncia Intelectual; TNF-a — Fator de Necrose Tumoral a; ICV — Indice de Compreenséo Verbal.

45 CORRELACAO DO PESO AO NASCER E 0OS MARCADORES
INFLAMATORIOS SERICOS

O peso ao nascer (Kg) foi correlacionado com os marcadores séricos de inflamacédo por
meio do coeficiente de correlacdo de Spearman, observou-se correlacdo negativa entre peso
ao nascer com o biomarcador inflamatério PCR (rs = -0,574 e p = 0,016), esta correlacdo é

considerada com forga regular (Figura 7).
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Figura 7: Correlagdo entre peso ao nascer e PCR. Os resultados sdo mostrados através do rs coeficiente de
correlacdo de Spearman; Diferengas significantes: *p<0,05; **p<0,01. PCR — Proteina C Reativa.
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5 DISCUSSAO

A DI é um transtorno complexo de origem multifatorial, muitos pacientes nao
identificam a origem ou causa dos sintomas, dificultando o diagnostico enquanto a falta de
marcadores para determinar a DI leve pode também subdiagnosticar este transtorno. Ao
desconhecer a existéncia da patologia, o tratamento é negligenciado e a crianga pode ainda
sofrer com estigmas e/ou preconceitos decorrentes dos déficits intelectuais e adaptativos
caracterizados por desempenho escolar insatisfatorio e dificuldades globais no dia-a-dia. As
alteracOes caracteristicas da DI leve tornam-se mais evidentes com o ingresso da crianga na
educacao formal, ja que durante o periodo escolar as criangas passam a conviver com Sseus
pares e é esperado delas certo nivel de desenvolvimento cognitivo compativel com a idade. As
causas da DI sdo desconhecidas de 30 a 50% dos casos, dentre as causas conhecidas se
destacam as genéticas, congénitas ou adquiridas, as manifestacdes de DI mais conhecidas sdo
Sindrome de Down, Sindrome alcodlica fetal, Intoxicacdo por chumbo, Sindromes
neurocutaneas, Sindrome de Rett, Sindrome do X-fragil, malformacdes cerebrais, epilepsia e
desnutricdo proteico-calorica (Hosseinpoor et al., 2013). O diagnoéstico preciso e estratégias
terapéuticas eficazes garantiriam o pleno desenvolvimento dos individuos com DI leve que
hoje séo classificados como de causa nédo especificada.

A amostra selecionada para o estudo foi dividida em dois grupos, a saber, Grupo
DI (n = 16) composto por individuos com deficiéncia intelectual leve e 0 Grupo Controle (n =
18) equiparados de acordo com as variaveis: sexo, idade, indice de massa corporal, doencas
cronicas e fatores sociais, com o objetivo de equiparar os dois grupos em estudo. As analises
estatisticas confirmaram o correto pareamento entre 0s grupos pois ndo houveram diferencgas
significativas entre 0s grupos nas varidveis de caracterizacdo da amostra, como pdde ser
observado na Tabela 2, considerando que a auséncia de diferencas é o objetivo central nos
estudos de pareamento. O correto pareamento foi uma preocupacdo constante na selecédo dos
individuos em estudo visto que as caracteristicas avaliadas afetam o desenvolvimento e a
resposta cognitiva e também podem alterar os niveis de marcadores quimicos. E sabido que
diferengas socioecondémicas podem afetar o desenvolvimento e a resposta cognitiva, tornando
as diferencas sociais um fator preponderante para diferencas cognitivas (Poh et al., 2019) A
equiparacdo entre os grupos mostra que os resultados obtidos foram realmente alteracdes nas
funcgdes cognitivas e ndo devido a fatores socioeconémicos.

A obesidade é um fator que aumenta o estado inflamatério no organismo, que

contribui para sindrome metabolica e alteragdes cardiovasculares (Villarroya et al., 2018). O
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IMC pode estar associado ao risco de deméncia, sabe-se que na obesidade as fungdes
enddcrinas do tecido adiposo estdo aumentadas, hormonios do tecido adiposo e adipocinas,
podem desencadear mecanismos associados com desfechos clinicos de deméncia (Kiliaan et
al., 2014) Tendo em vista que a maior parte da producdo de citocinas pré-inflamatorias se da
pelos adipdcitos, a relagdo entre maior secrecdo e altos niveis de citocinas inflamatérias como
TNF-o e IL-1p em pessoas com obesidade seria esperado, predispondo ao risco de
desenvolver sindrome metabdlica (Volp et al., 2008). A gordura corporal em excesso tem sido
relatada como um fator de inflamagdo cronica de baixo grau que afeta diversos tecidos,
inclusive o SNC, causando alteragdes na fungédo cognitiva. Ao avaliar o estado nutricional dos
individuos através do célculo do IMC observou-se que os individuos do Grupo DI ndo
apresentaram diferenca no IMC guando comparados com o Grupo Controle, mostrando que o
pareamento foi feito de maneira correta e excluindo a variavel obesidade dos fatores que
afetariam a cognicdo. Este resultado mostra-se significativo considerando que fatores
alimentares podem alterar a resposta a teste cognitivos, portanto os membros de ambos os
grupos apresentaram caracteristica semelhante em relacdo a fatores alimentares, devido a
proximidade social e ndo tinham sua composicdo corporal alterada, excluindo o fator excesso
de peso como componente dos fatores correlacionados a DI.

A avaliagdo neuropsicoldgica realizada através do teste WISC-1V evidenciou médias
inferiores para o grupo DI no célculo do QIT — Quoeficiente de Inteligéncia Total, e nos
dominios especificos: 10P — indice de Organizacdo Perceptual. IMO — indice de Meméria
Operacional, e IVP — indice de Velocidade de Processamento (Figura 5). Os valores
encontrados evidenciam a correta alocacdo dos individuos nos grupos em estudo e
corroboram a consideracdo de Malloy-Diniz (2010) onde referiu-se ao teste WISC-1V como o
teste padrdo ouro de avaliacdo da capacidade cognitiva global.

Determinar a origem e os fatores que afetam a cognicdo levando a DI é de
fundamental importancia pois obtendo um diagndstico preciso 0s processos de tratamento e
estimulacdo também serdo especificos e irdo possibilitar uma melhor insercdo dessas pessoas
na sociedade, sendo necessario ter o cuidado de ndo criar estigmas que possam ser alvo de
possiveis discriminacdes e/ou “bullying” (Pletsch, 2014). Justificando assim a necessidade e
o0 cuidado de ter um marcador que seja mensuravel e possa auxiliar no processo de tratamento
dos individuos com DI. Um dos fatores mais comuns que afetam o0s processos cognitivos é a
inflamacdo, considerando que doencas que causam déficit cognitivo ou deméncia tem

inflamac&o em sua etiologia como sepse, HIV, obesidade e doenca de Alzheimer.
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Pesquisadores nas Gltimas décadas demonstraram um crescimento exponencial no
interesse por células imunes como reguladoras do desenvolvimento normal e anormal do
cérebro, em resposta a perturbacgdes da vida inicial, lesdo e neurodegeneracéo (Lenz e Nelson,
2018). Transtornos do neurodesenvolvimento, como transtornos do espectro do autismo,
comprometimento cognitivo, paralisia cerebral, epilepsia e esquizofrenia foram relacionados a
inflamagdo precoce da vida; os mediadores inflamatorios afetam o cérebro durante o
desenvolvimento e avancgos recentes mostraram os efeitos da inflamagdo sistémica no
neurodesenvolvimento infantil (Bordon, 2017; Jiang et al., 2018).

A ativacdo da imunidade materna durante a gestacdo em resposta a algum insulto
como uma infeccdo, possui origem protetora mas também pode ser um fator de risco para
condicdes neuroldgicas na crianga mais tarde (Chen e Gur, 2019). Concentrac@es elevadas de
citocinas relacionadas a inflamacédo, presentes no soro materno, no Utero e no periodo pos-
natal estdo associadas a piores resultados no desenvolvimento neuroldgico, enquanto a 1L-4
parece ser protetora (Jiang et al., 2018). A presenca de enfermidade durante a gestacdo dos
individuos pesquisados (Tabela 2) ndo apresentou relevancia estatistica, do mesmo modo 0s
tipos de enfermidades enfrentados, descartando a possibilidade de que a ativacdo imune
materna possa ter influenciado o desenvolvimento cognitivo dos individuos participantes
deste estudo.

Também foram analisados o peso e estatura ao nascer, para conhecer o0 crescimento
uterino dos individuos em estudo (Tabela 2). Pesquisas tém demonstrado que a restri¢cdo do
crescimento intra-uterino afeta severamente o desenvolvimento cerebral fetal, a funcédo
cerebral de curto e longo prazo e 0 neurocomportamento, especialmente em termos de fatores
associados a neuropsicologia (Gilchrist et al., 2018; Mazarico et.al, 2018). As médias de peso
e altura ao nascer dos individuos ndo apresentaram valores que caracterizassem restricdo de
crescimento intra-uterino e também ndo houve diferencas nas comparagdes entre 0S grupos
para peso e altura ao nascer. Deste modo conclui-se que o desenvolvimento gestacional dos
individuos pode ser considerado normal, ndo representando risco para o desenvolvimento de
DI.

Quando correlacionado o peso ao nascer com os marcadores de inflamagéo, observou-
se uma correlacdo negativa entre peso ao nascer X PCR (rs = -0,574 e p = 0,016) (Figura 7)
indicando que conforme o0 peso ao nascer aumenta nos individuos a concentracdo de PCR na
idade atual diminui. Corroborando os resultados encontrados no presente estudo uma meta-
regressao realizada para estabelecer se as adversidades precoces contribuem para fenétipos

pro-inflamatorios patogénicos revelou maiores tamanhos de efeito em amostras clinicas para a
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associacdo entre trauma na infancia e PCR mas ndo para IL-6 ou TNF-a. (Baumeister et al.,
2016). Estudo de Gilchrist et al., (2018) afirma que a regulacdo negativa do BDNF no cérebro
de individuos adultos com restricdo de crescimento intrauterino esta provavelmente associada
a neurogénese reduzida e a conectividade neuronal enfraquecida no hipocampo, e isso pode
explicar a cognicdo e a memoria prejudicadas mais tarde na vida, fornecendo evidéncias
indiretas do efeito da restricdo de crescimento intrauterino no hipocampo esta presente até na
idade adulta. Deste modo concluimos que mesmo ndo sendo considerado bebés de baixo peso
ao nascer, aqueles que nasceram com mais massa corporal apresentaram menores niveis
séricos de PCR na idade atual.

Estudos com crianca durante os primeiros 2 anos de vida tém relacionado inflamacéo e
um pobre desenvolvimento neuroldgico com microbiota disbidtica e enteropatia ambiental -
alteracdes funcionais e morfologicas da mucosas jejunal decorrentes do ambiente
desfavoravel (Jiang et al., 2018). O estresse precoce gerado por maus-tratos e traumas na
infancia, (como por exemplo: privagdo dos pais, negligéncia, abuso ou exposi¢do a ameacas)
alteram a sinalizacdo imunoldgica no momento de exposicao, podendo causar uma resposta
imune aumentada a estressores mais tarde na vida; a resposta inflamatoria crbnica e
sustentada também pode levar a excitotoxicidade e impedir o desenvolvimento tipico do
cérebro (Brenhouse, 2018);

Em criancas, a exposicdo a infecgdes repetidas e marcadores inflamatorios elevados
estdo associados ao risco de neurodesenvolvimento comprometido, implicados na cognicdo e
nos disturbios neuroldgicos (Mackinnon et al., 2017). As infec¢es virais também podem
afetar a cognicdo, o virus da imunodeficiéncia humana (sigla em inglés HIV) causa
comprometimento neurocognitivo ao desencadear uma cascata de processos inflamatorios no
cérebro, possivelmente através da transmigracdo de células T ativadas e mondcitos infectados
através da barreira hematoencefalica; em criancas a encefalopatia do HIV, uma grave forma
de comprometimento neurocognitivo, tornou-se menos comum ap6s 0 amplo acesso a terapia
anti-retroviral (Ananworanich et al., 2014);

O processo inflamatdrio periférico pode afetar o SNC e modificar a funcdo cognitiva
(Medzhitov, 2008). A ativagdo da microglia é expressa por um fendtipo pro-inflamatorio no
cérebro, onde atrai células do sistema imune periféricos para o SNC causando apoptose
neuronal, este processo pode afetar o metabolismo cerebral e a fungdo cognitiva
caracterizando a neuroinflamacdo (Streit et al., 2004). As infeccbes virais, podem gerar
sequelas subagudas e cronicas, incluindo comprometimento cognitivo a longo prazo e

neuropatias imunes agudas (Agner e Klein, 2018). Algumas citocinas s&o marcadores do
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processo inflamatorio e ja tem estabelecida sua relagdo com o déficit cognitivo (Akiyama et
al., 2000). A resposta neuroinflamatéria crénica compreende a continua liberacdo de
mediadores quimicos inflamatodrios a partir do insulto inicial (Acarin et al., 2002) e € mais
relevante no contexto do desenvolvimento de doencas no SNC, ndo somente aquelas que
envolvem a entrada e permanéncia de patdgenos ao cérebro, como a encefalite crénica em
portadores do virus HIV (Garden, 2002), mas também aquelas relacionadas a instalagdo de
processos neurodegenerativos permanentes, como Doenca de Alzheimer, Parkinson e
Huntington (Akiyama et al., 2000).

No presente estudo foram mensuradas e analisadas as citocinas inflamatérias mais
comuns na inflamacdo e ndo foram evidenciadas alteracbes no sangue entre os Grupos DI e
Controle, mostrando que os individuos do trabalho ndo apresentaram nenhum tipo de
inflamacdo, nem mesmo de baixo grau como é comum em alguns estudos que associam
obesidade com déficit cognitivo (Miller e Spencer, 2014).

Marcadores de inflamacdo estdo associados com diferentes fases do processo
inflamatdrio, mais classicamente a fase aguda, crénica e o processo de reparo com citocinas
anti- inflamatdrias (Kolahdouzan et al., 2019). A PCR é um reconhecido marcador de fase
aguda do processo inflamatdrio (Nasser et al., 2017) e tem sido relatada uma relacéo inversa
com a funcédo cognitiva em pacientes em fase aguda de alguma patologia, como por exemplo
esquizofrenia (Fathian et al, 2018) ou em idosos que apresentaram baixo escores em testes
cognitivos mas que também tinham altera¢fes socioeconémicas (Tsui et al., 2018) além disso
em criangas obesas a PCR foi correlacionada positivamente com problemas de internalizacao
e externalizagdo e inversamente com uma leve alteracdo no volume cerebral (Adelantado-
Renau et al., 2019). A populacgdo do presente estudo ndo tinha nenhuma doenga diagnosticada
tampouco foi constatada obesidade, portanto a PCR ndo se mostrou como um possivel
marcador da DI uma vez que parece afetar mais agudamente o processo inflamatorio e ser
alterada em processos mais severos de doencas.

A IL-1B também é um marcador de fase aguda do processo inflamatdrio, esta
aumentada em doengas cronicas e associada com alteracdes nos processos cognitivos (Song e
Suk, 2017) A IL-1p e seus receptores exercem importantes fungdes, incluindo neurogénese,
formacéo de sinapses e plasticidade do SNC, desde o periodo de desenvolvimento pré-natal,
infancia até a idade adulta. A IL-1p funciona dentro de um faixa homeostéatica; os desvios
acima ou abaixo dos niveis fisiologicos levam a prejuizos na potenciacdo de longo prazo e na
plasticidade sinadptica, lembrando que sdo estes 0s processos que fundamentam a

aprendizagem e a memoria (Estes e McAllister, 2015). Artigo de revisdo de literatura
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consistente afirma que individuos autistas apresentam alteracbes nos niveis de citocinas no
sangue e isso reflete mudancas nos niveis de citocinas no cérebro, aumentos no GM-CSF, IL-
6, IL-8, TNF e IFNy no cortex frontal, ¢ aumento nos niveis de IL-6, TGFp e CCL2 no
cingulado anterior giro e cerebelo, acrescentando evidéncias adicionais de potencial
neuroinflamac&o, microglia no cortex pré-frontal dorsolateral exibindo aumento da expresséo
de MHCII (um marcador de ativacdo), morfologia ativada (forma amebdide) e aumento da
densidade (Estes e McAllister, 2015). Durante o envelhecimento e a doenca de Alzheimer a
IL-1B tem sido um marcador bastante associado com prejuizo da funcdo cognitiva e um alvo
para possiveis tratamentos destas patologias. Atualmente a IL-1p tem sido considerada de
efeito dual, observando-se que em alguns modelos o processo cognitivo € estimulado pela sua
expressao, e seu déficit gera deficiéncia em modelos animais (Takemiya et al., 2017).
Entretanto no presente estudo ndo houve diferenca estatistica nos niveis de IL-1p estre os
Grupos Controle e DI, mostrando que esta citocina tem um efeito mais pronunciado em
doencas mais caracterizadas e provavelmente mais severas, 0 que ndo é o caso da DI leve.
Além disso esse resultado mostra que os individuos com DI neste estudo ndo apresentavam
nenhum processo inflamatdrio de grau elevado e que provavelmente alteraces mais sutis
estejam envolvidas nesta patologia.

O processo inflamatorio intracelular tem sua sinalizacdo tambem regulada pelo TNF-
a, que ird induzir a ativacdo de genes pro-inflamatorios e assim perpetuar 0 processo
inflamatdrio, esse mecanismo esta envolvido no processo de inflamagédo crénica e afeta o
desenvolvimento cognitivo (Huang et al, 2005). Os resultados deste estudo ndo demonstraram
nenhuma alteracdo entre os Grupos Controle e DI em relacdo aos niveis séricos de TNF-a,
evidenciando uma vez mais que os pacientes DI ndo apresentavam nenhum processo
inflamatdrio classico, o que nos leva a dizer que 0s processos cognitivos nesses pacientes
poderiam ser alterados por outros fatores que ainda nao foram descritos classicamente
envolvidos em processos de alteracdo da cognicdo. Interessantemente quando avaliada a
correlacéo entre os niveis séricos de TNF-a com os valores quantitativos do teste WISC_IV
para o fator de dominio especifico indice de compreensdo verbal (Figura 6), observou-se
valores estatisticamente significativos e uma correlagdo negativa quando todos os sujeitos do
estudo foram colocados em conjunto, mostrando que essa citocina apesar de ndo ser um fator
preponderante para a etiologia da DI leve, ¢ fundamental pelo menos para o dominio da
compreensdo verbal, e que altos niveis de TNF-a sdo prejudiciais para o essa valéncia, OU Seja
quanto maior os niveis séricos de TNF-a uma citocina pro-inflamatdria, menor os scores dos

individuos no dominio compreensao verbal. Este resultado estd de acordo com os resultados
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encontrados por Kim et al. (2017) onde apontam que o TNF-a diminui a performance
cognitiva.

Uma metandlise, realizada por Baumeister e colaboradores (2016) demonstrou
associacdo significativa entre o trauma infantil e marcadores inflamatérios, sendo o
tamanho do efeito maior para o TNF-a ( z = 0,20, 1C95% = 0,10-0,29), seguido pela IL-6
(z= 0,09, IC95% = 0,04-0,15) e, em seguida, PCR (z= 0,08, 1C95% = 0,04-0,11),
fornecendo fortes evidéncias de que eventos traumaticos na infancia impactam
significativamente no sistema imune inflamatdrio, com trajetdrias atingindo a idade adulta,
oferecendo assim um potencial caminho molecular pelo qual o trauma precoce confere
vulnerabilidade ao desenvolvimento de disturbios psiquiatricos e fisicos mais tarde na vida.

O processo inflamatorio é induzido pela producéo de citocinas pro-inflamatorias e a
resolucdo da inflamacdo ocorre pela producdo de citocinas anti-inflamatdrias que irdo
diminuir o estado inflamatorio (Streit et al., 2004). A IL-4 é uma citocina anti-inflamatéria
que tem a funcdo de diminuir a sinalizagcdo das citocinas TNF-a e IL-6, modulando a
inflamacaéo intracelular (Casella et al, 2016). Em uma coorte avaliada por Jiang et al. (2018) a
concentracdo elevada de IL-4 foi encontrada e associada a melhores resultados cognitivos,
sabe-se que a IL-4 possui atividade e propriedades anti-inflamatoria, este achado levanta a
hipGtese de um desequilibrio entre citocinas prd e anti-inflamatérias em resultados adversos.
A IL-4 em modelos de roedores, foi considerada importante para processos cognitivos
normais; em camundongos knockout para IL-4, o comprometimento cognitivo foi exibido;
sendo este revertido apds o transplante com medula éssea competente para IL-4 (Derecki, et
al., 2010) Outros dois modelos de lesdo neural (lesdo por esmagamento do nervo Optico e
lesdo contusiva da medula espinal) também encontraram evidéncias de que a IL-4 produzida
por células T CD4 possui efeito neuroprotetivo de acordo com Jiang et al., (2018). No
entanto, em estudo com criangas com Sindrome de Down os niveis de IL-4 e IL-10 foram
significativamente aumentados (anti-inflamatorias) enquanto os niveis de 1L-6 e TNF-a (pro-
inflamatorias) estavam diminuidos, caracterizando um estado anti-inflamatdrio, este estado
continuado pode explicar a causa da infeccéo recorrente em pacientes com sindrome de down
(Cetiner et al., 2010). Os niveis séricos de IL-4 no presente estudo ndo foram alterados entre
os Grupos Controle e DI, provavelmente isto aconteceu devido a auséncia de processo
inflamatdrio classico nesses individuos como demonstrado anteriormente pela ndo alteracéo
nos niveis séricos de IL-1B e TNF-a. Considerando as evidéncias de que ndo ocorreu

inflamacdo nem aguda e nem cronica nos sujeitos, entdo o processo anti-inflamatdrio torna-se
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desnecessério. Estes resultados apontam uma vez mais para a conclusdo de que os individuos
do estudo apresentam normalidade em relacdo aos mecanismos cléassicos de inflamacéo.

Os biomarcadores podem demonstrar alteracbes em processos lesivos que estejam
ocorrendo no SNC e afetando a funcdo cognitiva (Sun e Feng ,2013). Um marcador de dano
cerebral, mais especificamente de dano glial é a S100pB. Esta proteina € produzida e secretada
em resposta a algum estimulo nocivo que afete 0 metabolismo cerebral (He et al., 2018). Em
modelos de trauma, doenca de Alzheimer e até mesmo durante impactos seguidos como
durante algumas atividades esportivas, ocorre aumento nos niveis séricos da citocina S1003
(Stocchero et al., 2014). Os individuos do presente estudo ndo apresentaram nenhuma
alteragdo nos niveis séricos de S100f, mostrando que esses jovens ndao apresentavam nenhum
dano cerebral como trauma ou algum estresse mais marcante, tdo pouco neuroinflamacéo,
demonstrando uma vez mais que os individuos do Grupo DI leve apresentam alteracGes sutis
em relacdo aos controles. A auséncia de S100p caracteriza a falta de ativacdo do processo
neuroinflamatério (Bohmer et al., 2011).

As neurotrofinas sdo proteinas essenciais no processo de aprendizagem e memodria,
devido ao seu papel de trofismo nas sinapses, formacdo de espinhas dendriticas e
potencializagdo do sinal excitatério do glutamato (Benussi et al., 2017). O BDNF é um dos
fatores troficos mais caracteristicos envolvido no processo cognitivo, sendo 0s seus niveis e
sua sinalizacdo essenciais para o desenvolvimento cognitivo (Stranahan et al., 2009). Os
individuos avaliados nos Grupos DI e Controle ndo apresentaram alteracdes significativas nos
niveis séricos de BDNF. Uma limitacdo do presente estudo em relacdo aos niveis de BDNF é
que foram avaliados somente 0s niveis séricos e ndo a a¢do direta do BDNF no cérebro, sendo
desconhecida sua influéncia no SNC dos individuos com DI, mas podemos descartar essa
proteina como biomarcador sérico de DI leve. Este resultado mostra que essa patologia tem
caracteristicas bastante distintas de outras, onde ja se tem alguns marcadores bastante
definidos e portanto uma linha de acdo mais direta no sentido de tratamento. Portanto a busca
por um marcador especifico de DI leve se faz necessario para auxiliar no tratamento destes
pacientes.

A quimiocina FKN, é uma proteina bastante interessante uma vez que é a Unica
qguimiciona altamente expressa em neurdnio e também a Unica que tem um receptor especifico
nas células gliais (CX3CR1), principalmente na microglia, portanto é uma proteina de
comunicacdo entre neurénios e microglia e que esta sendo reconhecido atualmente como
fundamental para os processos de aprendizagem e memdria (Collares et al., 2006). Os

resultados do presente estudo evidenciaram niveis séricos de FKN significativamente
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diminuidos nos individuos do Grupo DI em relagdo ao Grupo Controle (p < 0,001). A FKN ao
contrario dos outros marcadores, mostrou-se especifica em relacdo ao grupo DI e pode ser um
biomarcador para essa patologia, considerando que os outros biomarcadores avaliados ja
citados anteriormente ndo apresentaram alteracOes estatisticas entre os grupos do estudo e
estes mesmos marcadores em patologias mais severas mostram-se mais alterados.

Estudos indicam mdltiplas funcdes para a FKN e seu receptor CX3CR1, podendo
exercer efeitos neuroprotetores ou neurotoxico (Luo et al., 2019). Os efeitos da ativacdo da
sinalizacdo FKN / CX3CR1 sdo dependentes do contexto: FKN pode promover o
recrutamento cerebral de diferentes células imunes que expressam o receptor CX3CR1, mas a
combinagdo da expressdo de FKN com conjuntos particulares de citocinas, fatores de
crescimento e outros fatores sollveis (isto €, o microambiente local onde FKN opera) pode
promover um desequilibrio entre sinais neuroprotetores ou neurotoxicos, dependendo da
forca, duracdo e natureza do estimulo téxico (Lauro et al., 2015). Deste modo o papel do
conjunto FKN / CX3CR1 é diferente de acordo com o variagdo do microambiente no sistema
nervoso central, podendo exercer efeitos neurotoxicos ou neuroprotetores na sinapse e no
neurdnio; sabe-se que o0s niveis de expressao da proteina FKN e seu receptor CX3CRL1 séo
induzidos por citocinas proprias e pro-inflamatorias, incluindo TNF-o e IL-1f (Luo et al.,
2019), estas mesmas citocinas incluindo ainda a IL-6 podem ativar a micrdglia, enquanto as
citocinas anti-inflamatorias, a sinalizacdo de FKN e CD200 dos neurbnios demonstraram
manter a micréglia num estado ndo neurotoxico ndo ativado. (Jiang et al., 2018). O eixo FKN
/| CX3CR1 desempenha um papel critico na comunicacdo entre as células da glia e os
neurdnios, por vias diretas ou indiretas no SNC, regulam a ativacdo e a funcdo da microglia
envolvendo a sobrevivéncia neuronal e funcédo sinéptica, controlando a liberagdo de citocinas
e a plasticidade sinaptica no curso da doenca neurolégica (Luo et al., 2019).

A FKN esta altamente expressa no hipocampo cerebral e isto a coloca como uma
possivel reguladora da funcdo cognitiva, o déficit de FKN tém sido associado com a doenga
de Alzheimer (Sheridan, Murphy, 2013)- A FKN parece envolver uma protecdo bastante
importante a microglia, e isto esta sendo associada com uma maior sobrevivéncia e protecdo
neuronal (Boehme et al., 2000). O mecanismo envolvido na funcdo protetiva da FKN, esta na
supressdo de citocinas inflamatdrias, relacionadas a supressao da ativacéo e / ou translocacao
do NFkB; a FKN pode impedir que a microglia ativada produza citocinas pro-inflamatorias e
espécies reativas de oxigénio, promovendo a liberacdo de adenosina neuroprotetora que ird
estimular o astrocito a suprarregular a expressdo do transportador de glutamato, e assim

modular a entrada de leucocitos hematogénicos no cerebro influenciando a neuroinflamacéo
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(Boehme et al., 2000; Liu et al., 2016). Cada vez mais se entende o papel de outras células
além dos neurdnios nos processo cerebrais como aprendizagem e memoria, e a glia tem
recebido cada vez mais atencao na regulacdo destes processos sendo tdo importante quanto os
neurdnios (Lee et al., 2012). Acredita-se que a micrdglia desempenhe um papel no processo
de neurogénese, ou na diferenciagdo e maturacdo de precursores em neurdnios, estudos in
vitro sugerem que os fatores secretados pela microglia sdo necessarios para a auto-renovagao
das células neuropoiéticas (Jiang et al., 2018); A partir do 5° dia po6s-natal a maturacao e
desenvolvimento das sinapses corticais, depende das interacGes reciprocas entre neurdnio e
células microgliais via FKN / CX3CR1 gerando circuitos funcionais (Hoshiko et al., 2012).

Estudo realizado por Lauro et al., (2015) relata que em camundongos geneticamente
modificados pela auséncia de sinalizacdo FKN / CX3CR1, o estado de ativacdo da microglia
pode ser modificado, em outro estudo a sinalizacdo FKN / CX3CR1 também foi identificada
como comprometida no hipocampo de camundongos variantes do M BDNF (polimorfismo
Val66Met do BDNF) enquanto a microinjecdo de FKN no hipocampo poderia resgatar os
déficits de memoria dependentes do hipocampo no BDNF Met/ Metcamundongos, indicando
que a FKN pode ser uma opc¢éo de tratamento eficaz para distirbios de memaoria em humanos
com esta variacdo genética do BDNF (Wang et al., 2014). O BDNF, um fator de crescimento
essencial, é de grande importancia para atividades neuronais e plasticidade sinaptica no SNC,
a microinjecdo de FKN no hipocampo reduz os déficits de memdria em camundongos BDNF
(Met / Met) (Wang et al., 2014). A micréglia também pode estimular a formacdo de coluna
dendritica e sinapse via liberacdo de BDNF, novas e profundas pesquisas precisam ser feitas
sobre a funcdo neuroimune da micréglia e € alta a promessa de que poderia ser alvo viavel
para evitar ou tratar distarbios cerebrais (Lenz e Nelson, 2018).

Quando foram realizadas as andlises de correlacdo dos indicadores quantitativos do
teste WISC-IV com os marcadores inflamatdrios através do coeficiente de correlacdo de
Spearman, ficou evidente a interferéncia dos niveis de FNK na cognicdo (Tabela 4). Os
dominios especificos QIT e IOP apresentaram correlacdo positiva com a FKN (rs= 0,671 e p
=0,002; rs= 0,679 e p = 0,003 respectivamente), ou seja quanto maior a concentragéo de FKN
sérica, maior o escore alcangado pelos individuos nos dominios de inteligéncia total e
organizacdo perceptual, os valores de rs permitem afirmar que a forca (poder) de ambas as
correlag@es sdo fortes. Demostrando o efeito neuroprotetor exercido pela sinalizagdo da FKN
nesses individuos e que pode ser um marcador correlacionado a funcdo cognitiva em criangas
e adolescentes com DI leve. Estudos em modelos murinos in vivo de ocluséo permanente e

transitdria da artéria cerebral média comparando animais tratados e ndo tratados com injecoes
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intracerebroventriculares de FKN resultaram em um menor tamanho do infarto e déficits
neuroldgicos mais leves nos animais tratados em comparacdo com 0s animais ndo tratados
(Lauro et al., 2015). Também ha evidéncia de funcdo protetora da FKN em pacientes com
comprometimento cognitivo leve, uma condicao clinica que freqlientemente precede a doenca
de alzheimer, estes apresentam niveis circulantes mais altos de FKN em comparagdo com
pacientes com a doenga ja estabelecida; e o nivel de FKN é inversamente correlacionado com
a gravidade da doenca de alzheimer (Lauro et al., 2015). Finneran e Nash (2019) destacaram a
funcdo da FKN na reducéo da expressao de genes pro-inflamatdrios na microglia ativada, em
estudo com camundongos hTau sem receptor CX3CR1 observaram tauopatia
significativamente maior e também o aparecimento de deficiéncias cognitivas. A sFKN
exerce efeitos neuroprotetores seletivos em modelo de rato da doenca de Parkinson, sendo
capaz de reduzir o comprometimento da coordenacdo motora, diminuir a perda de neurénios
dopaminérgicos e modificar a ativacdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias pela
microglia (Lauro et al., 2015). Além disso, a FKN ¢ altamente expressa nos neurdnios lesados
do hipocampo e do cortex cerebral em pacientes com DA, sendo o nivel de FKN no plasma
significativamente maior entre os pacientes com DA leve a moderada, em compara¢cdo com
pacientes com DA grave (Strobel et al., 2015).

No geral, o FKN / CX3CR1 desempenha um papel importante na manutencdo da
homeostase cerebral, mas outros fatores neurotréficos também sdo necessarios para promover
sinergicamente a interacdo de neur6nios e células gliais para manter um ambiente estavel no
cérebro (Luo et al., 2019). A FKN pode desencadear a liberacdo de fatores neurotréficos no
soro ou nos tecidos, e depois regular sinergicamente a funcdo biol6gica do cérebro com
A2AR (Albasanz et al., 2008 apud Luo et al., 2019), a FKN também pode atuar como um
potencializador da maturacdo, atividade e plasticidade sinaptica (Paolicelli et al., 2014)
animais que nao apresentam a sinalizacdo de FKN evidenciam déficit cognitivo, mostrando a
essencial importancia dessa quimiocina nesse processo (Rogers, et al., 2011).

A plasticidade sinaptica € necessaria para uma aprendizagem espacial eficaz e melhor
funcdo cognitiva, a FKN é regulada positivamente no hipocampo durante uma breve janela
temporal ap6s a aprendizagem espacial em ratos adultos, exercendo influéncia sobre a
plasticidade sinéptica associada a memdria e inibindo o LTP, melhora a aprendizagem
espacial e regula a transmissao sinaptica (Sheridan et al., 2014). De acordo com Lauro et al.,
(2015) durante o periodo de desenvolvimento da crianca, o par FKN / CX3CR1, participa da
maturagdo funcional dos circuitos neuronais das sinapses talamo-corticais e do

posicionamento celular; em particular, o par desempenha um papel de controle do
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recrutamento de micrdglia para o correto reconhecimento dos botdes sinapticos durante a
poda, uma vez que foi mostrado em ratos que a falta de FKN resulta nimero de células
microgliais transitoriamente reduzido e poda sinaptica tardia no cérebro em desenvolvimento,
com um consequente excesso de espinhas dendriticas, sinapses imaturas e uma persisténcia de
marcas eletrofisiologicas e farmacoldgicas de circuitos cerebrais imaturos. De acordo com
Jiang et al., (2018) ratos sem o receptor de FKN (CX3CR1), expressaram numero de
micrdglia transitoriamente reduzidos no cérebro em desenvolvimento e nos terminais
sinapticos a poda foi atrasada.

O presente estudo demonstrou que as criancas e adolescentes que foram enviados ao
CERII da UNESC e que apresentaram DI leve com causa ndo determinada, sem nenhuma
doenca associada ou outro fator social alterado, ndo apresentaram caracteristicas de
inflamacdo classica, mas apresentaram niveis séricos diminuidos de FKN, o que pode ser um
novo marcador para essa doenca que até hoje ndo apresenta nenhum marcador, sendo esse
novo marcador sérico fortalecido pela evidéncia aqui apresentada de correla¢do positiva com
0 Quoeficiente de Inteligéncia Total, propomos portanto que durante o processo cognitivo seja
necessario uma comunicacgdo entre as diversas células cerebrais e individuos com DI leve
apresentam uma diminuicdo desta “conversa intercelular” 0 que acarreta em prejuizo
cognitivos. Maiores investigacdes a procura de como modular a acdo desta proteina através de
fatores ambientais ou mesmo farmacolédgico se faz necessario e mais estudos serdo bem
vindos para elucidar o exato mecanismo de acdo desta quimiocina, seja utilizando modelos in
vitro, animais ou até mesmo buscando quantificar a FKQ em resposta a diversos tipos de

estimulos.
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6 CONCLUSAO

Através dos resultados apresentados concluimos que os individuos em estudo foram
avaliados quanto sua capacidade cognitiva sendo alocados corretamente nos grupos DI e
Controle. Sendo que estes grupos foram equiparados em relagcdo as varidveis sexo, idade e
indice de massa corporal. Foi evidenciado que o histérico de doencas durante a gestacao, tipo
de parto, peso e estatura ao nascer ndo apresentaram valores estatisticos, da mesma forma os
biomarcadores IL1-B, IL-4, TNF-a, S100B e PCR. A quimiocina FKN mostrou-se especifica
ao grupo DI, ao diminuir significativamente sua expressao sérica no grupo DI e quando
correlacionada a FKN com os marcadores quantitativos do teste WISC-IV apresentou valores
significativos e correlacdo positiva com o dominio organizacdo perceptual e com o
quoeficiente de inteligéncia total. Portanto a FKN pode ser utilizada como um biomarcador
sérico de acompanhamento do desenvolvimento intelectual em individuos que ndo apresentem
comorbidades pois ao contrario dos marcadores inflamatorios, a quimiocina FKN mostrou-se
especifica em relacdo ao grupo DI, ao diminuir sua expressao serica em proporcao aos deficits
cognitivos. Futuros estudos poderdo aprofundar as evidéncias aqui inferidas sobre a FKN
como biomarcador sérico de DI leve, a fim de compreender a modulagdo da FKN por fatores
ambientais a diferentes estimulos, sua correlacdo com outros marcadores de inflamacéo,
células e sinais celulares esperados na neuroinflamacéo, tecidos imunes e ativacdo microglial,
respostas adaptativas dinamicas ou neuromoduladoras, com o objetivo de elucidar o exato
mecanismo de acdo da FKN e seu papel na cognicdo e assim poder auxiliar no complexo
diagnostico da DI propondo acdes efetivas de tratamento e desenvolvimento pleno dos

individuos com DI, visando melhorar sua qualidade de vida.
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APENDICE A — Tabela de classificacio do estado nutricional de acordo com sexo e idade
(WOH, 2011).

BMI-for-age BOYS

5 to 19 years (z-scores)

Mantne 1 9 36 9
Years 10 14

Age (completed months and years)

BMI-for-age GIRLS

5 to 19 years (z-scores)

BMI (kg/m?)

10 11 12 13

Age (completed months and years)
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