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INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) engloba um grupo
heterogéneo de pacientes, com apresentagdes ja na primeira
infancia de déficits na socializa¢do e comunicagio, além de
alteragdes comportamentais repetitivas e interesses especificos. O
espectro inclui um grupo complexo e heterogéneo de condi¢des
e alteragdes do comportamento’'®. Sua clinica pode ser ampla,
€ 0s principais sintomas sao comportamentos estereotipados e
comprometimento caracteristico na comunicagao, sociabilidade
e cognicdo. Outras caracteristicas associadas ao autismo sao
retardo no desenvolvimento da fala, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e epilepsia, além de regressdo dos marcos de
desenvolvimento ja atingidos'®.

O autismo pode ser associado a até 10% de doencas gené-
ticas ja bem descritas, como a esclerose tuberosa, sindrome do
x fragil, sindrome Rett ou sindrome de Down. Com o avanco
de tecnologias, principalmente na area gendmica, foi analisado
o aspecto hereditario, associado aos fatores ambientais, na etio-
logia de transtornos de sociabilidade ou de comportamentos. Os
dados estudados trazem distin¢do entre 0 TEA ndo sindromica
ouidiopatica e asindromica. Hoje, pode-se afirmar que diversos
genes podem ser responsaveis por atividades neuronais a nivel
molecular, e podem estar associados com mudangas neurobio-
l6gicas que afetam as habilidades sociais, percepgio sensorial
e execucdo de tarefas’!?.

Poucas mutagdes ja foram identificadas como causa do
TEA, mas a relagdo entre determinados rearranjos cromos-
somicos e a suscetibilidade do autismo ja foi confirmada.
Revisdo de 15 estudos internacionais mostrou que 7,4 % dos
pacientes autistas tinham anormalidades cromossomicas, € esses
rearranjos sugerem outras regides cromossomicas candidatas
a serem estudadas. Além disso, outros pacientes autistas com
rearranjos cromossomais em regides proximais ou distais ja
foram identificados recentemente?.

Fatores que modulam a expressdo dos genes, ou modifi-
cadores genéticos, provavelmente estdo presentes no DNA dos
pacientes que tém espectros opostos da doenga. Assim, a heranga
genéticado TEA pode ser poligénica e ter diversos modificadores
genéticos, sendo 10% deles em forma de variagdo do numero

de copias (CNVs), além de mutagdes double-hit, influéncia
epigenética, efeitos relacionados ao sexo, entre outros'.

O array-CGH (array comparative genomic hybridization)
¢ usado para identificar CNVs. Com o avango tecnoloégico
dos estudos de cromossomos com base em microarray, foi
possivel identificar a prevaléncia das variagdes do numero de
copias (CNVs). Assim, a analise por microarray cromossomal
¢ importante e uma ferramenta essencial na investigacao clinica
de pacientes com autismo. Apesar disso, a interpretacdo clinica
dessas alteragdes pode ser desafiadora em fungdo do amplo
espectro fenotipico dos pacientes. Uma justificativa para essas
inconsisténcias pode estar relacionada a interagdes complexas
de CNVs potencialmente patogénicas. Outros fatores dubios
no estudo dos casos podem ser efeitos especificos de géneros
ou fatores ambientais'®.

O objetivo desse artigo foi discutir o diagnostico do trans-
torno do espectro autista ¢ a relevancia da analise molecular
por array-CGH (array-Comparative Genomic Hybridization),
avaliando a variagdo genética encontrada no paciente e sua
associagdo com o TEA.

RELATO DO CASO

Este estudo foi aprovado pelo CEP da Sociedade Evangélica
Beneficente de Curitiba (no. 241.525). Foi realizada avaliagdo
retrospectiva do prontuario do paciente com diagnostico molecular
confirmado de TEA utilizando-se a técnica de a-CGH na rotina
de investigacao clinico/laboratorial de laboratorio de genética.
Os dados foram coletados do prontuario e fornecidos pela familia
através da anamnese. As variaveis estudadas foram a histéria
pregressa, as principais caracteristicas do desenvolvimento,
o material utilizado para diagnostico, e os resultados obtidos
através de a-CGH.

Paciente masculino, nasceu pesando 3.375 g, com estatura
de 46 cm, e perimetro cefalico de 36 cm, que estava dentro dos
padrdes. Durante a gestagdo, a mae apresentou descolamento de
placenta, e utilizou antibiéticos para o tratamento de infecgao
urinaria. Na ecografia morfoldgica no segundo trimestre da
gestacao, foi detectado que o feto apresentava artéria umbilical
unica, sendo o ideal ele tivesse duas artérias umbilicais euma veia,
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para adequada vascularizagdo entre a mae e o feto; porém, este
achado isolado foi considerado sem conotagao patologica. O parto
foi cesariana realizado com 37 semanas devido a intercorréncias
com a mae, que desenvolveu a doenga hipertensiva especifica
da gestacdo e fez uso de metildopa para o controle da doenga. O
apgar no primeiro minuto foi de 3; em Smde 7 e em 10 m de
8. O recém-nascido apresentou parada cardiorrespiratoria que
necessitou de 2 ciclos de ventilagdo com pressao positiva para
reanimacdo; evoluiu com geméncia e esforgo respiratorio, sendo
transferido para UTI neonatal. Devido ao baixo débito cardiaco
e ao esforco respiratdrio, ele iniciou o uso de soro fisiologico
para a expansdo pulmonar, dopamina e dobutamina, mas apds
apresentou taquicardia e a medicagao foi suspensa.

Durante a permanéncia na UTI teve quadro de infecgao
apresentando a contagem de plaquetas com valor de 190.000 mm?,
e o volume globular de 37,5 fl. Fez tratamento com ampicilina e
gentamicina durante 5 dias. Além disso, apresentou hipertensao
pulmonar, sendo medicado com citrato de sildenafila, para me-
lhorar a vasodilatagdo pulmonar. Com 3 dias estava ictérico, com
bilirrubina total de 11,7 mg/dL, sendo tratado com fototerapia.
Apresentou oliguria, hipotensao e crise convulsiva, sendo tratado
com soro fisioldgico com furosemida, fenobarbital e dobutamina,
respectivamente. Realizou-se ecocardiograma que demonstrou
disfungdo do ventriculo direito, em que foi utilizado 6xido nitrico,
prostaglandina E2 e dopamina, a fim de aumentar a vasodilatagdo
dos pulmdes. Com 5 dias, a gasometria mostrou-se alterada e ele
apresentou hipoalbuminemia, realizando a corre¢do com bomba
de infusdo continua, albumina endovenosa e plasma. Devido a
uma hemorragia pulmonar, recebeu também adrenalina, e infusdo
de plasma e plaquetas. Com 6 dias, ndo teve melhora do quadro
de hemorragia pulmonar, quando foi entdo utilizado adrenalina
em canula endotraqueal, e, por conta da dosagem de bilirrubina
total de 18,27 mg/dL, retornou a fototerapia. Com 7 dias iniciou
cefepima durante 8 dias e sulfato de amicacina por 5 dias para
controle da infec¢@o. Com 8 dias apresentou febre, e novamente
teve aumento na dosagem de bilirrubina total com valor de 19,4
mg/dL, retornando para fototerapia. Realizou ecografiaabdominal,
que demonstrou lama biliar, aumentando os riscos de litiase biliar.
Com 10 dias houve melhoras no quadro de infecgdo, a contagem
de plaquetas estava 267.000 mm®. Com 11 dias, necessitou de
aumento da pressdo de distensdo continua de vias aéreas para
melhora da oxigenagdo. Recebeu alta com 18 dias com peso de
3.355 g, 50 cm e perimetro cefalico de 35 cm. Foi encaminhado
para acompanhamento ambulatorial geral e especializado, com
e eletroencefalograma e vitamina D para uso continuo.

No primeiro ano realizou fisioterapia para melhora da fungdo
motora pois apresentou dificuldades para andar, foi acompanhado
por oftalmologista para tratamento do estrabismo e com o fono-
terapeuta, pois apresentou dificuldades na fala.

Com 1 ano e 9 meses, ao exame fisico ele apresentava difi-
culdades na fala, necessidade de ajuda para andar e estrabismo.
Aposrealizar o exame laboratorial, foi identificada a deficiénciade
G6PD. O exame citogenético convencional apresentou cariotipo
com resultado normal, porém a analise pelo método de a-CGH
identificou perda intersticial no ntimero de copias naregido 7q22.1.
De acordo com o exame molecular, esta perda tem tamanho
aproximado de 104 kb e envolve 2 genes CYTH3 e FAM220A.

Com 4 anos ele apresentava transtorno opositor desafiador.
Retornando a consulta com 6 anos permanecendo sem falar, e
obteve o diagnostico de transtorno obsessivo compulsivo. Faz
uso de melatonina para dormir, toma cloridrato de metilfenidato
para estimulagéo do SNC, risperidona para tratamento do TEA e
acido folico para o tratamento da deficiéncia de G6PD.

DISCUSSAO

Tendo sido aplicada a técnica de hibridizagdo gendmica
comparativa — a-CGH para analise molecular do paciente em
estudo, foi possivel detectar a presenca de duas perdas intersticiais
no numero de copias na regido 7p22.1. Essa perda tem tamanho
aproximado de 104 kb e envolve dois genes, CYTH3 e FAM220A.

O gene CYTH3, também conhecido como GRP1, ARNO3
¢ PSCD3, codifica um membro da familia PSCD (homologia da
pleckstrina, Sec7 ¢ dominios da bobina enrolada), que parecem
mediar a regulagdo da triagem de proteinas e do transporte de
membranas através do complexo de Golgi®’. Um estudo evidenciou
que o fator de crescimento do nervo ¢ o fator de crescimento
epidérmico sdo dependentes deste gene. O fator de crescimento
donervo éum polipeptidio envolvido naregulagdo do crescimento
e diferenciacao de neurdnios simpaticos e sensoriais'. O fato do
paciente ter a delegdo do gene CYTH3, pode estar relacionado
com quadro conhecido como “falha nos neurénios-espelhos”, que
¢ comumente encontrado em pacientes com TEA!!. Os neuronios-
-espelhos sao responsaveis pelo desenvolvimento da linguagem
e aprendizado®, que estdo prejudicados no paciente. O fator de
crescimento epidérmico € um polipeptidio biologicamente ativo,
queao seradministrado em fetos de animais, demonstrou evidéncias
dehiperplasia epitelial das vias aéreas condutoras, principalmente
traqueia e bronquios, e aumento da maturagdo pulmonar. Com
estes achados o fator de crescimento epidérmico demonstrou ser
um horménio do crescimento humano'®. A auséncia do fator de
crescimento epitelial, pode estar relacionada com a imaturidade
pulmonar do paciente, que nasceu com esforco respiratorio,
gemeéncia e necessitou de ventilagdo mecanica e medicagao para
a expansao pulmonar.

O gene FAM220A, codifica uma proteina que tem como
fung¢io a ligagdo as proteinas da familia STAT?, que sdo fatores de
transcrigdo que participam do desenvolvimento e sobrevivéncia
do embrido e de muitos processos celulares. Estas proteinas,
ao serem fosforiladas com tirosina, ativam genes alvo sobre
estimulagdo de citocinas e fatores de crescimento'>. Um estudo
revelou alta taxa de expressdo deste gene em diversas regides
cerebrais durante o periodo pré-natal, entre 15 a 21 semanas de
gestagdo'. A auséncia do gene pode ter influéncia no atraso de
desenvolvimento fetal, condizente com o quadro do paciente que
apresentou baixo apgar, dificuldades respiratorias e baixo débito
cardiaco, necessitando de UTI neonatal.

Estudo realizado com 8555 amostras de 570 doadores de
51 tecidos, mostra a expressdo dos genes CYTH3 e FAM220A
em uma variedade de tecidos do corpo humano, dentre eles,
o cérebro®. Para o gene CYTH3 no total 531 amostras foram
expressas no cortex, hipocampo ¢ hipotalamo, que equivalem
a 6,2% da expressao total deste gene nos tecidos®. Para o gene
FAM220A a quantidade total foi de 1671 amostras expressas em
areas encefalicas emedulares, que representam 19,5% da expressao
total deste gene®. Estes achados mostram a relag@o destes genes
com o desenvolvimento neural e, portanto, sdo sugestivos de
que os CYTH3 e FAM220A poderiam estar modulando os sinais
clinicos do paciente, tendo em vista que foi observado atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, necessitando de sessoes de
fisioterapias durante 1 ano, e atraso na linguagem.

Sabe-se que os eventos de fosforilagao oxidativa sio importantes
para o bom desenvolvimento e funcionamento cerebral. Quando
ha mutagdes genéticas que resultam em alteragdes metabdlicas,
havera estresse oxidativo que pode contribuir na patogénese do
TEA. Adeficiéncia de glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) é
considerada um dos fatores que contribuem para o desequilibrio




das reagdes metabolicas, aumentando o estresse oxidativo, além
de causar danos no DNA e neurodegeneragao, contribuindo para
a patogénese do TEA. Isso ocorre porque um dos papéis dessa
enzima ¢ produzir o fosfato de dinucledtido de nicotinamida e
adenina (NADPH), que ¢ doador de elétrons e age na defesa contra
agentes oxidantes. Baixos niveis de NADPH ja foram associados
com o autismo, o que sugere que a deficiéncia da G6PD pode
contribuir para o desbalango do estresse oxidativo na patogénese
do TEA". Além disso, a deficiéncia de G6PD ativaria microglias
e astrocitos por uma cascata de sinalizagdo que envolve citocinas
eaumento de espécies reativas de oxigénio, que podem gerar neu-
roinflamagdo, que, emtiltima instancia, causa disfungao sinaptica,
hipomielinizagdo e morte de neurdnios®. A neuroinflamagao ja
foi relacionada como uma das principais contribuintes de muitas
doengas neurodegenerativas e condi¢des neuropsiquiatricas®. Nesse
sentido, ja foram observados em tecido cerebral post-mortem de
11 individuos autistas processos neuroinflamatorios ativos no
cortex cerebral, na substincia branca e no cerebelo!’. Entretanto,
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0 mecanismo completo da neuroinflamagdo na TEA ainda nio
foi totalmente elucidado®.

A G6PD também atua no metabolismo do acido folico,
que usa na biossintese a NADPH, sendo que sua deficiéncia
gera diminuigao do metabolismo desta vitamina, prejudicando o
desenvolvimento do sistema nervoso e a formagao de sinapses, o
que gera diminuigao das fung¢des cognitivas, contribuindo para o
surgimento de doengas neuroldgicas®. Ademais, a deficiéncia dele
resultano aumento do estresse oxidativo do eritrécito, diminuindo
sua sobrevida e provocando hemolise e anemia hemolitica. Com
oaumento dos componentes presentes nessa célula no plasma, ha
oaumento da bilirrubina, provocando também anemia hemolitica
e ictericia, como visto no paciente deste estudo®.

Por fim, o presente caso clinico permitiu explorar a impor-
tancia dos exames genéticos, como o array-CGH, no diagnostico
do TEA na infancia. Também foi possivel verificar a necessidade
de investigagdo de alteragdes comportamentais em pacientes com
deficiénciade G6PD,umavez que podemser consequénciado TEA.
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