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Resumo

Introducdo:O transtorno do espectro do autismo (TEA) é um disturbio do
desenvolvimento caracterizado por um quadro que envolve as areas da
interacdo social, da comunicacdo e do comportamento como também
sensibilidade sensorial. Até o momento ndo existem biomarcadores que
definam o TEA.Objetivo: Detectar metabodlitos em urina de criancas com
TEA por meio de diferentes técnicas analiticas e comparar com metabolitos
de grupos controle com a finalidade de compor perfil metabdlico especifico
para individuos com TEA.Material e métodos:A pesquisa consiste em um
estudo observacional retrospectivo, de desenho caso-controle. Os casos
foram criangas (n=22) com TEA, do sexo masculino na faixa etaria de 3 a 10
anos que foram comparados com criancas (n= 22) com desenvolvimento
tipico, pareadas por sexo e idade. As técnicas laboratoriais utilizadas para a
identificacdo de metabdlitos foram: quantificacdo de proteinas totais,
separacéo e determinacao da composi¢cao de aminoacidos por cromatografia
liguida CLUE, determinacdo da concentragdo de creatinina, perfil
eletroforético de compostos proteicos, analise de espectrometria por método
MALDI-TOF e estudo protebmico por meio de LC-ESI-IT-
TOF/MS.Resultados:A concentracao de proteina do grupo de criangas com
TEA foi significativamente inferior ao grupo controle constituido por criancas
neurotipicas. Na andlise dos aminoéacidos foi observado que amostras de
urina de criancas com TEA apresentaram maior concentracdo dos
aminoécidos arginina, glicina, leucina e treonina e menor concentracdo dos
aminoacidos 4&cido aspartico, alanina, histidina e tirosina quando
comparadas com amostras do grupo controle. A concentragdo de creatinina
nas amostras de urina ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
observados. Na analise de eletroforese SDS-PAGE um composto com peso
molecular de 250 kDa foi identificado com elevada frequéncia em urina de
criancas com TEA. A busca em literatura sugere que seja a fibronectina
plasmatica. Na analise de espectrometria de massa foi identificado espectro

de 654 Da com maior frequéncia em amostras de criancas neurotipicas e



também um espectro de 1911 Da presente em maior nimero de amostras
de criancas com TEA. A pesquisa em banco de dados sugeriu coproporfirina
Il e IV, gangliosideo GT2 (d18:0/14:0) respectivamente. A analise protedbmica
identificou o espectro de 1911 Da como fragmento da glicoproteina
uromodulina. Conclus@es:A concentracao de creatinina em urina ndo € um
marcador metabdlito consistente. As analises da concentracdo total de
proteina e perfil de aminoacidos podem ser consideradas fortes candidatas a
biomarcadores. Apesar do resultado da analise protedmica divergir da
andlise de espectrometria de massa em relagcdo a natureza dos compostos
identificados, ndo pode ser excluida a possibilidade da existéncia de todos
0os compostos identificados nas amostras de urina dos grupos de

participantes.



Abstract

Introduction: Autism spectrum disorder (ASD) is a developmental disorder
characterized by a framework that involves the areas of social interaction,
communication and behavior as well as sensory sensitivity. To date there are
no biomarkers that define TEA. Objective: To detect metabolites in the urine
of children with ASD through different analytical techniques and to compare
them with metabolites of control groups in order to compose specific
metabolic profile for individuals with ASD. Material and methods: The study
consists of a retrospective observational study of case-control design. The
cases were children (n = 22) with ASD, males aged 3 to 10 years who were
compared with children (n = 22) with typical development, matched by sex
and age. The laboratory techniques used for the identification of metabolites
were: quantification of total proteins, separation and determination of amino
acid composition by CLUE liquid chromatography, determination of creatinine
concentration, electrophoretic profile of protein compounds, analysis of
spectrophotometry by MALDI-TOF method and study by LC-ESI-IT-TOF /
MS.Results: The protein concentration of the group of children with ASD
was significantly lower than the control group constituted by neurotypical
children. In the analysis of the amino acids, it was observed that urine
samples from children with TEA had a higher concentration of the amino
acids arginine, glycine, leucine and threonine and lower concentration of the
amino acids aspartic acid, alanine, histidine and tyrosine when compared
with samples from the control group. The creatinine concentration in the urine
samples did not present statistical difference between the groups observed.
In the SDS-PAGE electrophoresis analysis a compound with a molecular
weight of 250 kDa was identified with high urine frequency in children with
ASD. The literature search suggests that it is plasma fibronectin. In mass
spectrometry analysis we identified 654 Da spectrum with the highest
frequency in samples of neurotypical children and also a 1911 spectrum of
the present in the largest number of samples of children with ASD. The

database search suggested coproporphyrin Il and IV, ganglioside GT2 (d18:



0/14: 0) respectively. Proteomic analysis identified the 1911 Da spectrum as
a fragment of the wuromodulin glycoprotein.Conclusions:Creatinine
concentration in urine is not a consistent metabolic marker. Analyzes of total
protein concentration and amino acid profile may be considered strong
biomarkers. Although the result of the proteomic analysis diverges from the
mass spectrometry analysis in relation to the nature of the identified
compounds, the possibility of the existence of all the compounds identified in

the urine samples of the participant groups can not be ruled out.
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1- Introducéao

1.1- Historico

Na literatura psiquiatrica, desde o inicio do século dezoito, sdo
encontradas descrigcdes de casos isolados do que hoje se reconhece como
autismo. Apesar de algumas descricbes serem muito ricas e denotarem
transtornos psiquiatricos que partilhavam caracteristicas autisticas, nenhum
estudioso viu conexdes entre os casos individuais até a ultima metade do
século XIX (Wing, 1997; Goldberg, 2005).

Henry Maudsley em 1867 sugeriu que criangas com um
comportamento “muito estranho” poderiam ser classificadas como
portadoras de algum tipo de psicose infantil. Inicialmente essa ideia foi um
choque para a sociedade da época, no entanto, varios pesquisadores
comecaram a descrever e a agrupar criancas e adolescentes com algum tipo
de comportamento “bizarro” (Maudsley, 1867; Wing, 1997; Goldberg, 2005).

Em 1906, Plouller introduziu o adjetivo autista na literatura
psiquiatrica, ao estudar pacientes que tinham diagnéstico de deméncia
precoce, mas foi Bleuler, em 1911, o primeiro a difundir o termo autismo,
como transtorno béasico da esquizofrenia caracterizado por uma limitacédo
das relacdes pessoais e com 0 mundo externo, parecendo excluir tudo que

parecia ser o “eu” da pessoa (Bleuler, 1911; Camargos Jr et al., 2007).

O termo “autismo”, aplicado a esquizofrenia, propagou-se
rapidamente na literatura médica europeia. Na Alemanha, em 1920, Kinkel
se referiu a um grupo de criangas esquizofrénicas como “autistas”. A
psiquiatra russa Grunja Jefimov Ssucharewa (1926) adotou o conceito de
“atitude autista” para nomear o comportamento observado em seis criancas
portadoras de transtorno de personalidade esquizoide. Posteriormente,
Potter (1933) e Despert (1938) descreveram criangas com problemas de

relacéo afetiva e outros tracos de comportamento autista.
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No ano de 1943, duas descricdes de criangcas que apresentavam
déficits sociais graves e incomuns foram publicadas. Os autores usaram o0
termo “autista” para designar uma condi¢ao clinica que se diferenciava da
esquizofrenia e psicose infantil. Essas publicacbes s&o consideradas as
primeiras descri¢cdes relevantes sobre o autismo (Lyons & Fitzgerald, 2007).

O psiquiatra Léo Kanner, em Baltimore, EUA, sistematizou a
cuidadosa observacdo de um grupo de onze criancas com idades que
variavam entre dois e oito anos, em seu artigo “Autistic Disturbance of

Affective Contact™

. Em seu trabalho, afirmou ter identificado uma condicao
rara e com sintomas presentes desde o inicio da vida. Ele descreveu
alteracdes comportamentais que se repetiam e permaneciam inalteradas ao
longo do tempo como: apego completo as rotinas do dia a dia, isolamento
extremo e preferéncia por objetos inanimados em detrimento das pessoas.
Relatou, ainda, atraso na aquisicdo da linguagem, uso ndo comunicativo da
linguagem apds o seu desenvolvimento, tendéncia a repeticdo da fala do
outro (ecolalia), uso reverso de pronomes, brincadeiras repetitivas e
estereotipadas, falta de imaginacdo, boa memodria mecéanica e aparéncia
fisica normal. Todas as caracteristicas descritas, muitas vezes, estavam
associadas a deficiéncia intelectual. No ano de 1944, Kanner deu a esse
conjunto de sinais e sintomas o nome de “autismo infantil precoce”. O
trabalho deteve grande relevancia para a construcédo do conceito de autismo
por ter sido editado nos Estados Unidos, onde alcancou uma notavel difusao

no campo da psiquiatria infantil (Wolff, 2004; Brasil, 2014).

Hans Asperger desconhecedor do trabalho de Kanner, defendeu sua
tese intitulada “Die ‘Autistischen Psychopathen’im Kindesalter’?, a qual foi
publicada no ano de 1944. Nela relatou casos de quatro meninos na faixa
etaria de sete a onze anos. Ele afirmava que a “psicopatia autista” era uma
condicao frequente, mas rara em meninas. Os pacientes identificados por

Asperger mostravam um padrao de conduta semelhante aos dos pacientes

* Autistic Disturbance of Affective Contact- Distdrbios Autisticos do Contato Afetivo

2 Die ‘Autistischen Psychopathen’ im Kindesalter - A Psicopatia Autista na Infancia
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de Kanner, exceto pela preservacdo da capacidade verbal e cognitiva. O
quadro clinico era caracterizado por falta de empatia, ingenuidade, pouca
habilidade para fazer amigos, linguagem pedante e repetitiva, comunicacao
nao verbal pobre, interesse exagerado por um determinado tema, inabilidade
motora e falta de coordenacéo. Por efeito, de todos os seus trabalhos terem
sido escritos em alem&o durante a era nazista foram praticamente ignorados
pela psiquiatria e neurologia na maioria dos paises. O reconhecimento
comecou por volta de 1981, apos a publicacdo das traducgdes (alemé&o para o
inglés) de suas obras feitas por Lorna Wing. Em retribuicdo ao trabalho a
condicdo descrita por ele recebeu seu nome a Sindrome de Asperger
(Artigas-Pallarés & Paula-Pérez, 2012; Volkmar, McPartland, 2014; Artigas-
Pallarés & Paula-Pérez, 2017).

1.2- Evolucéo do conceito e classificacdo do autismo

Durante 0os anos cinquenta e sessenta, houve muita confusao sobre
a natureza do transtorno e sua etiologia. Nesse periodo uma das principais
linhas de pesquisa focava na crenca de que pais ndo emocionalmente
responsivos eram responsaveis pelo transtorno em seus filhos (a hipétese
da “mae geladeira”). Concomitantemente houve um forte movimento que
considerava o autismo como a primeira manifestacdo de psicose infantil ou
esquizofrenia por isso, durante muito tempo, o0s conceitos de autismo,
psicose e esquizofrenia se confundiram e foram usados de maneira
intercambiavel (Klin, 2006; Lima, 2014). Nos anos 60 ocorreu um aumento
do numero de evidéncias cientificas de que o autismo era um transtorno
neurobiolégico (Rimland, 1964). No final da década de setenta, 0s primeiros
estudos com gémeos apresentaram uma forte base genética para a
condicdo (Folstein & Rutter 1977). Um grande passo para classificacdo do
autismo ocorreu a partir da publicacdo dos estudos de Kolvin (1972) e Rutter
(1972). Neles os autores comprovaram que o autismo era diferente da
esquizofrenia (mesmo na esquizofrenia infantil) em termos de aparecimento,

caracteristicas clinicas e historia familiar (Volkmar & McPartland, 2014).
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Apenas no inicio da década de 80, o autismo recebeu seu
reconhecimento oficial, como patologia distinta da esquizofrenia e com um
contexto evolutivo proprio. O autismo foi retirado da categoria de psicose no
DSM3-Ill e na CID-10, passando a fazer parte dos transtornos invasivos do
desenvolvimento (TID) juntamente com o transtorno invasivo do

desenvolvimento sem outra especificacdo (TID-SOE) (Bosa, 2002).

No ano de 1994 o DSM-IV trouxe o autismo como integrante dos
TID, juntamente com TID-SOE, transtorno desintegrativo da infancia,
sindrome de Rett e sindrome de Asperger. Tanto a CID-10 quanto o DSM-IV
estabeleceram como critério para o autismo, o comprometimento em trés
areas principais: alteracfes qualitativas das interacdes sociais reciprocas;
modalidades de comunicacdo; atividades e interesses restritos,
estereotipados e repetitivos. A partir das mudancgas citadas, os sistemas de
classificagdo do DSM-IV e da CID-10 tornaram-se equivalentes (WHO, 1992;
Bosa, 2002; Klin, 2006; APA, 2013).

A quinta edicdo do DSM foi publicada em maio de 2013 e trouxe
uma grande mudanca no conceito do autismo. Nessa Ultima versdo, com
excecdo da sindrome de Rett, os transtornos pertencentes ao TID, que
possuiam diagnéstico distinto, foram condensados em um Unico diagnéstico,
o “transtorno do espectro do autismo” (TEA). A nova edicdo também trouxe
uma nova estrutura de sintomas, e a triade de sintomas que modelava
déficits de comunicacédo separadamente de prejuizos sociais do DSM-1V, foi
substituido por um modelo de trés dominios composto por um dominio
relativo a déficit de comunicagéo social, 0 segundo aos comportamentos e
interesses restritos e repetitivos, e o terceiro integrado por sensibilidade
sensorial. A distincdo entre os casos € feita de acordo com o nivel de
gravidade que cada dominio foi afetado (Araujo & Lotufo Neto, 2014;
Volkmar & McPartland, 2014).

3 Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders - Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais.
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1.3- Quadro clinico, prevaléncia, etiologia e diagnéstico do TEA

O TEA é um disturbio do desenvolvimento caracterizado por um
quadro comportamental peculiar e que envolve sempre as areas da
interagc&o social, da comunicagédo e do comportamento. O transtorno por ser
um espectro de condi¢des, manifesta de forma heterogéneo o que implica
em manifestacdes clinicas com grande variabilidade quanto a intensidade
dos prejuizos presentes em cada area de comprometimento (Brunoni,

Mercadante, Schwartzman, 2014).

O surgimento dos sintomas ocorre geralmente antes dos trés anos
de idade. Na primeira infancia, existe uma tendéncia de vinculagéo a objetos
incomuns, tipicamente rigidos. A crianca tende a insistir na realizagdo de
rotinas particulares e rituais de carater nao-funcionais. Verificam-se, em
alguns casos, interesses tais como: datas, itinerarios e estereotipias
motoras. Além desses aspectos diagnosticos especificos, as criancas com
TEA frequentemente demonstram uma série de outros problemas néo
especificos, como medos, fobias, ataques de birra e agresséao. Os prejuizos
na comunicacao e linguagem séao frequentes e, em geral, severos. Outros
sintomas também comuns referem-se a uma hiper ou hiporreacdo a
estimulos sensoriais, como luz, dor ou som. Muitas criangas ndo conseguem
identificar situacdes de perigos reais como veiculos em movimento ou

grandes alturas (Camargos Jr et al., 2007; Masi et al., 2017).

Condicdes severas coexistem com o quadro de TEA. A deficiéncia
intelectual estd presente em niveis de severidade variados em
aproximadamente 30% a 50% dos casos e mais da metade dessa populacéo
sofre de um distlrbio psiquiatrico como transtorno bipolar, depressao,
ansiedade, transtorno do déficit de atencédo e hiperatividade (Chakrabarti &
Fombonne, 2005; Baird et al., 2006; Masi et al., 2017). Algumas condi¢des
meédicas também estdo presentes entre elas destacam-se: disturbios do
sono e de alimentacdo, epilepsia, alteracbes metabolicas relacionadas a
proteinas e lipideos, disfungdo mitocondrial, anormalidades do trato

digestorio (TGl) e sistema imunolédgico, deficiéncias auditiva e visual.
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Existem também quadros de TEA identificados coexistentes com outras
patologias como a sindrome de Down, paralisia cerebral, sindrome do X-
fragil, sindrome de Tourette (Devlin & Scherer, 2012; Masi et al., 2017). A

figura 1 ilustra o quadro clinico do TEA que € composto pelos sintomas

centrais do transtorno e diversas condicdes médicas.

Deficiéncia
Intelectual

TEA

Diferentes graus de
comprometimento

N

1- comportamentos e interesses
restritos e repetitivos

2- déficit de comunicagdo social

3- sensibilidade sensorial

Disturbios
Psiquiatricos

Figura 1- Quadro clinico heterogéneo do TEA. Os sintomas centrais associados com uma
gama variada de comorbidades.

Fonte - Adaptado de Devlin & Scherer, 2012.

Os estudos sobre a prevaléncia do TEA apresentam resultados
heterogéneos e inconsistentes. Até o0 momento nenhum trabalho
epidemioldgico oferece suporte para explicar as diferencas na prevaléncia
entre regides geograficas ou variabilidade com base em etnia ou fatores
socioeconémicos (Elsabbagh et al., 2012; Masi et al., 2017).

Uma revisdo sistematica de estudos epidemiologicos publicada em
2012 indicou uma prevaléncia média de 62/10.000 (Elsabbagh et al., 2012).
No Brasil, um estudo piloto realizado na cidade de Atibaia, interior do estado

de S&o Paulo, aponta para uma estimativa de 27.2/10.000 (Paula et al.,
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2011). Em 2000, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) iniciou
0 monitoramento da prevaléncia do TEA em crian¢as de oito anos em seis a
onze estados dos EUA. Relatdrios iniciais estimaram a taxa de prevaléncia
6,7/1000, mas o ultimo publicado em 2016 aponta para um indice de
14.6/1000 (CDC, 2007; Christensen et al., 2016).

Segundo literatura o0 aumento da prevaléncia esta relacionado a uma
combinacéo de fatores como a adocdo de definicbes mais amplas do TEA,
maior conscientizagdo entre especialistas e comunidade ndo médica sobre
as diferentes manifestagdes, melhor deteccéo de casos sem retardo mental
e disponibilidade de servicos de atendimento especializado (Klin, 2006; Masi
et al., 2017). Alguns estudos associam esse fato ao aumento da exposicéo
pré ou pos-natal precoce materna a poluentes ambientais, tabaco e alcool
(Lyall et al., 2014; Koufaris & Sismani, 2015).

O sexo masculino é mais afetado, sendo a propor¢cdo médiade 4 a5
homens para 1 mulher. Pesquisas sugerem que essa peculiaridade entre
sexo é mediada por fatores biologicos ainda desconhecidos (Jacquemont et
al., 2014).

A heterogeneidade das entidades clinicas que compde o TEA é
resultante de uma interacdo complexa entre genes de susceptibilidade
multipla e varidvel, efeitos epigenéticos e fatores ambientais. Estudos
familiares e em gémeos evidenciam a base genética da etiologia do TEA: a
taxa de concordancia entre gémeos monozigoticos € alta (60% - 90%) em
comparacao com a taxa de concordancia entre os gémeos dizigéticos (0% -
30%) (Ronald et al., 2011; Sandin et al., 2014). O risco de recorréncia entre
irméos € de 12,9% a 18,7% e a herdabilidade calculada entre 40% a 80%
(Constantino & Todd, 2003; Ronald et al., 2006; Ozonoff et al., 2011; Sandin
et al., 2014).

Apesar do reconhecimento do peso do fator genético sobre a
etiologia do TEA apenas 10 a 20% dos individuos tém o mecanismo
etiologico identificado (Abrahams & Geschwind, 2008). A arquitetura

genética do transtorno € altamente heterogénea, resultante da interacdo de
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fatores genéticos complexos, os quais sdo compostos por diferentes formas
de variacdo genética, incluindo as anormalidades cromossOmicas, variacao
no numero de copias (CNV - copy number variation); desordens
monogénicas, polimorfismos de nucleotideo unico (SNP - single nucleotide
polymorphism), mutacfes de novo e processos epigenéticos (Devlin &
Scherer, 2012). Atualmente estima-se que 400 - 1000 genes estédo
relacionados ao TEA (Masi et al., 2017).

Estudos com gémeos fornecem fortes evidéncias sobre o peso da
contribuicdo dos fatores ambientais e genéticos para o desenvolvimento do
transtorno. Um grande estudo independente baseado no Registro Nacional
da Populacdo Sueca, com uma amostra constituida por 2.049.973 irmaos,
na qual incluiu gémeos dizigéticos e monozigoticos, estimou a
responsabilidade etiolégica de 50% para herdabilidade e 50% para influéncia
ambiental (Sandin et al., 2014).

A natureza do gatilho ambiental ainda € controversa, estudos sobre
fatores de risco associados ao TEA nos periodos pré-natal, perinatal e
neonatal identificaram diabetes gestacional, ocorréncia de infeccfes durante
a gestacao, hipertensao e proteindria materna, pré-eclampsia, sangramento
gestacional, idade materna e paterna avancada durante a concepcéao,
migracdo materna, apresentacdo fetal anormal, complicacbes do cordéo
umbilical, score Apgar baixo/ 5-min, baixo peso ao nascer (<15009),
aspiracdo de mecénio, anemia neonatal, incompatibilidade ABO ou de Rh e
hiperbilirrubinemia, deficiéncia de &acido folico materna durante os periodos
perinatal e gestacional (Gardener, Speigelman, Buka, 2009, 2011).
Pesquisas também relataram uma consistente associacdo do TEA com
exposi¢ao in Utero a conhecidos medicamentos teratogénicos, a talidomida e
valproato, ou o abortivo misoprostol (Stromland et al., 1994; Miles, 2011,
Chaste & Leboyer, 2012; Schmidt et al., 2012; Bromley et al., 2013; Surén et
al., 2013).

Atualmente fatores ambientais emergentes relacionados ao

transtorno estdo sendo estudados, entre eles se destacam a exposi¢cao pré
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ou pos-natal precoce materna a poluentes ambientais (metais pesados,
fertilizantes, pesticidas organofosforados, poluentes de transito), exposicao
materna ao tabaco e alcool, obesidade materna e paterna, elevado ganho de
peso materno durante a gestacao, ingestdo materna de dieta rica em acidos
graxos saturados e deficiente em dmega - 3 e vitamina D durante a gestacéo
(Koufaris & Sismani, 2015; Neggers, 2014). A figura 2 ilustra a interacéo
entre fatores de risco e fatores genéticos que contribuem para o fendtipo do
TEA.

Figura 2 - llustragcdo da interacdo entre os fatores genéticos e ambientais para o
desenvolvimento do TEA

Fonte - Adaptado de Geschwind, 2008.

Os fatores ambientais de risco agem interrompendo o genoma como
também epigenoma dos neurbnios ou vias biolégicas que afetam o
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). Estudos de imagem e
autopsias indicam desregulacdo da neurogénese, migracdo e maturacao
neuronal. O processo de desenvolvimento é vulneravel no periodo pré-natal
(primeiro trimestre) e no periodo pos-natal precoce. Dentro desses periodos
as janelas de maior susceptibilidade variam de acordo com o0 agente
ambiental (Landrigan, 2010; Dietert, Dietert, Dewitt, 2011; Lyall, Schmidt,
Hertz-Picciotto, 2014; Kim & Leventhal, 2015). Na figura 3 esta exposto um
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resumo que contempla alguns fatores ambientais com suas respectivas
janelas de susceptibilidade.

ITrimestre Primeiro Segundo Terceiro I
[semana Gestacional 1 2 3 L 5 3 7 8 9 16 20 22
IS S ME e e B gé LA
ol I B bt e £ B0 S N PN
Neurogénese 1-20 semanas
Migragdo neuronal 1-16 semanas

Maturagdo neuronal 1-24 semanas

Exposi¢do

Proximidade de
auto estrada

Poluigdo do ar
(trafego)

Pesticidas

Deficiéncia vitaminas
pré-natal

Deficiéncia acido
félico

Infecgdo rubéola

Febre

Talidomida

Acido valproico

*ISRS

IEs(ressores pré - natais 25-28
semanas

i Janelas de risco c/ fortes evidéncias cientificas
Janelas de risco c/ resultados inconclusivos
* |Inibidor seletivo de recaptacéo de serotonina

Figura 3 - Fatores de risco ambientais para o TEA e suas respectivas janelas de
susceptibilidade.

Fonte - Adaptado de Lyall, Schmidt, Hertz-Picciotto, 2014.

O diagnoéstico € fundamentalmente clinico e baseado na presenca
dos sintomas referidos anteriormente. Os manuais de classificagdo mais
utilizados sdo o DSM-5 - Manual de Classificacdo Diagnostica da Academia
Americana de Psiquiatria, lancado em 2013; e a CID-10 - Caddigo
Internacional de Doencas da Organizacao Mundial de Saude, publicado em
1994 (Brunoni, Mercadante, Schwartzman, 2014).

Até o momento ndo existem marcadores biol6gicos ou endofenétipos

que definam o diagndstico do TEA. A avaliacdo requer uma equipe
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multidisciplinar e o uso de uma série de instrumentos com o objetivo de uma
maior padronizacdo da maneira de diagnosticar entre os profissionais com
diferentes formacfes e niveis de conhecimento sobre o assunto. Esses
instrumentos devem ser utilizados para a avaliagdo tanto do comportamento
social das criangas (atencdo conjunta, contato visual, expresséo facial de
afeto) quanto da sua capacidade de imitacdo (Gadia, Tuchman, Rotta 2004;

Brunoni, Mercadante, Schwartzman, 2014).

Apoés o diagnoéstico é necessaria uma apreciacao clinica cuidadosa
com avaliacbes de linguagem e neuropsicologica, bem como exames
complementares em casos especificos. Entre os exames complementares
destacam-se os estudos genéticos (cromossomas e CNVs), estudos de
neuroimagem ou de neurofisiologia (Gadia, Tuchman, Rotta 2004; Brunoni,

Mercadante, Schwartzman, 2014).

1.4- Biomarcadores

O termo "biomarcador" € uma abreviacdo de "marcador bioldgico" e
sua primeira aparicdo em titulo de publicacdo ocorreu em 1980, referindo-se
a um biomarcador do soro sanguineo de pacientes com cancer de mama.
Posteriormente, as vantagens do uso de biomarcadores em estudos sobre
cancer e doencas cardiacas foram discutidas amplamente (Strimbu & Tavel,
2010; Beach, 2017). Para esclarecer ambiguidades crescentes, 0 termo
recebeu uma definicdo de consenso postulada pelo National Institutes of

Health Biomarkers Definitions Working Group, que diz o seguinte:

“Marcadores biologicos (biomarcadores): uma
caracteristica objetivamente medida e avaliada
como um indicador de processos biologicos
normais, processos patogénicos ou respostas
farmacolégicas a uma intervencdo terapéutica
(2001; p. 91)".
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Existem vérias possibilidades para a utilizacdo dos biomarcadores.
Eles podem ser empregados nas primeiras avaliacbes de eficacia e
seguranca de estudos in vitro (amostras de tecido), estudos in vivo (modelos
animais) e nos ensaios clinicos de fase inicial para estabelecer prova de
conceito (NIH, 2001). Apesar do reconhecimento dos beneficios que os
biomarcadores podem trazer e dos esforcos realizados para a descoberta de
novos, poucos deles estdo sendo utilizados na pratica clinica (Paulovich et
al., 2008).

1.4.1- Urina humana fonte de biomarcadores

O uso de biomarcadores urinarios ndo € uma pratica recente, o
filbsofo Hermogenes (cinco séculos antes da era comum) descreveu a cor
da urina e outros atributos como indicador certo de doencas. Durante muito
tempo a glicose foi detectada em urina avaliando se formigas eram atraidas
pela mesma. A presenca de albumina na urina tem sido usada por séculos
como indicador de doencas renais, avaliando sua capacidade de formar
espumas apos agitacdo. Nessa tradicdo, estudos para identificar
biomarcadores de doencas em urina tém sido um latente componente de
investigacdo da medicina em todo século XX e inicio do XXI (Pisitkun,
Johnstone, Knepper 2006; Decramer et al., 2008; Harpole, Davis, Espina,
2017).

7

A urina é composta por substancias resultante da filtracdo do
sangue, secrecdo de proteinas dos tubulos renais e células especificas dos
rins. Em individuos saudaveis, 70% das proteinas da urina provem dos rins e
trato urinario, enquanto os 30% restantes representam proteinas filtradas
pelos glomérulos. Esses fatos, fazem com que a urina seja uma fonte de
informacdes dos rins, trato urindrio e também de dérgdos mais distantes
(Decramer et al., 2008;). Ela, quando comparada com outros fluidos
corporais possui caracteristicas que a tornam o fluido de primeira escolha

para pesquisas de biomarcadores. A principal vantagem do uso da urina nos
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estudos de biomarcadores, além da natureza ndo invasiva e facil
acessibilidade, é que o paciente ndo €é exposto a procedimentos
desconfortaveis e ndo tem sua rotina de tratamento alterada. Os peptideos e
proteinas de baixo peso molecular sédo geralmente sollveis. A solubilizacao
desses compostos é o processo de maior influéncia sobre a andlise
protedmica de ceélulas ou tecidos. Em geral, o conteudo de proteina é
relativamente estavel provavelmente pelo fato de que a urina permanece
estagnada por horas na bexiga e o processo de hidrélise endégena ocorre
totalmente antes do esvaziamento (Decramer et al., 2008; Pejcic, Stojnev,
Stefanovic, 2010; Kalantari et al., 2015).

Contudo, esse fluido corporal apresenta algumas desvantagens que
devem ser superadas. A baixa concentracdo de alguns compostos, como por
exemplo, proteinas, torna necesséria a adocdo de etapas adicionais de
concentracdo das mesmas podendo levar a perdas. Ainda para o caso de
proteinas, existem algumas delas que sédo abundantes, como a albumina,
gque podem mascarar outras proteinas, e dessa forma, uma etapa de
deplecéo deve ser realizada. Por fim, a urina apresenta alto contetdo de sal,
0 que é incompativel com algumas técnicas analiticas (Decramer et al.,
2008; Kalantari et al., 2015).

1.5- Alteracdes fisiologicas fonte de biomarcadores em individuos
portadores de TEA

N&o existem biomarcadores que definam o TEA, mas as disfuncdes
do trato digestorio e sistema imunolégico assim como alteracdes
metabdlicas podem ser fontes de marcadores biolégicos capazes de
fornecerem informacbes que sirvam como uma linha de base para
rastreamento e identificacdo de diferentes subgrupos mais homogéneos, de

acordo com a manifestacdo comportamental e etiologica.
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1.5.1- Alterag8es do trato digestorio

A primeira evidéncia da relacédo entre disfuncbes do TGl e TEA foi
descrita em 1971 por “Goodwin et al. que observaram em um grupo de
criancas com TEA o quadro de ma absorgdo intestinal. O resultado da
pesquisa estimulou a investigacdo do aparelho digestorio dessa populacdo e
diferentes alteracdes foram identificadas como: baixa atividade de enzimas
digestivas responsaveis pela hidrélise de carboidratos, refluxo
gastroesofagico, alergia alimentar e disfuncdo da producdo de secretina
(White, 2003; Hsiao, 2014).

Diversos estudos relataram elevada frequéncia de doengas
inflamatdrias em criancas com TEA e sintomas gastrointestinais submetidas
a exames endoscopicos e histolégicos. As lesbes identificadas séo
caracterizadas por hiperplasia nodular linfoide ileocolénica e ileocolite.
Alguns trabalhos também relatam grande ocorréncia do quadro de esofagite,
gastrite focal atipica e enterite (Horvath et al., 1999; Torrente et al., 2002;
Torrente et al., 2004; Balzola et al., 2005; Krigsman et al., 2010).

Pesquisas de lesdes inflamatdrias do intestino curto e célon de
individuos com TEA comparadas com lesdes de grupos controle revelaram
que as lesbes observadas em individuos com TEA séo distintas daquelas
encontradas em doencas inflamatorias conhecidas (colite ulcerativa e
doenca de Crohn) (Furlano et al., 2001; Torrente et al., 2002; Ashwood et al.,
2004; Torrente et al., 2004). As lesdes do célon sdo caracterizadas por
elevada densidade intraepitelial do nimero de células T CD8" e células T yJ,
proeminente infiltrado de neutréfilos e eosindfilos, reduzida expressdo do
antigeno leucocitario humano (HLA-DR) na superficie de células da mucosa
colénica, sugerindo uma resposta imunolégica dominante do tipo T helper 2
(Th2) (Anthony et al., 1998; Furlano et al., 2001).

A presenca de disbiose no intestino de individuos com TEA é um
problema relatado em varios estudos. Uma das causas provaveis € a

elevada incidéncia de doencas infecciosas nessa populacdo durante a
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infancia que conduz ao consumo constante de antibidticos que tem como
consequéncia o desequilibrio da microbiota intestinal. Rosseneu (2003)
avaliou oitenta criangcas com diagnéstico de TEA e que manifestavam
sintomas gastrointestinais. Ele identificou crescimento anormal de bactérias
em 61% da populacao avaliada, sendo Staphylococcus aureus e Escherichia
coli as bactérias de maior prevaléncia. Outras pesquisas também relataram
crescimento elevado de diferentes espécies de Clostridium (exemplos C.
tetani, Clostridium bolteae e C. histolyticum) e Candida bem como membros
do género Sutterella (Bolte, 1998; Song, Liu, Finegold, 2004; Parracho et al.,
2005; Williams et al., 2012; De Angelis et al., 2013; Kantarcioglu , Kiraz,
Aydin, 2016.) .

Nos ultimos anos aumentou o numero de evidéncias de que a
elevada prevaléncia de alteragcbes do TGl entre criancas com TEA esta
relacionada aos fatores genéticos. Um gene de susceptibilidade que é
particularmente interessante a este respeito € o gene de transicao epitélio-
mesenquimal (MET), um proto-oncogene, localizado no cromossomo 7,
responsavel pela codificacdo do receptor de tirosina quinase c-MET (c-MET).
O fator de crescimento do hepatdcito (HGF- hepatocyte growth factor
receptor) € o unico ligante conhecido para esse receptor. O c-MET dimeriza
e autofosforila através da ligacdo com seu ligante, gerando uma cascata de
sinais que regula uma variedade de processos bioldgicos, incluindo divisdo
celular, angiogénese, funcéo imune, desenvolvimento do epitélio intestinal e

desenvolvimento do cérebro (Organ & Tsao, 2011).

Campbel et al. (2009) identificaram a variante rs1858830 no gene
MET que reflete um polimorfismo de nucleotideo simples que esta
relacionada ao fendtipo de criancas com TEA acometidas por comorbidades
relacionadas ao trato digestério. Consistentemente com esse resultado,
Russo et al. (2009) relataram baixo nivel de HGF no soro do grupo de
criancas com TEA quando comparado com grupo controle. Esses resultados

sugerem que a hipofuncéo de c-MET devido a variante genética rs1858830
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predispde especificamente ao fendtipo de um subgrupo de individuos com

TEA que manifestam altera¢cdes do trato digestoério (Hsiao, 2014).

Outro gene que esta associado ao aumento da susceptibilidade para
o TEA e disfuncdo do TGl é o SLC6A4, que codifica o transporte de
membrana da serotonina (Coutinho et al.,2004; Sutcliffe et al., 2005; Weiss
et., 2005). A atividade elevada em plaquetas circulantes pode causar
hiperserotonemia, ou aumento de serotonina no sangue, condicdo replicada
em varios estudos e que acomete aproximadamente 30% de individuos
portadores de TEA (Schain & Freedman, 1961; Mulder et al., 2004). O
polimorfismo identificado em individuos com TEA est4 relacionado a
disfuncdo do metabolismo da serotonina pelo TGI. Alteracdes do nivel de
serotonina e sinalizacdo serotoninérgica no TGI estdo associadas com uma
variedade de condigbes patolégicas incluindo a sindrome do intestino
irritavel, doencas inflamatdrias intestinais e constipacao idiopética (Costedio,
Hyman, Mawe, 2007; Manocha & Khan, 2012).

Apesar das evidéncias, a diversidade das condi¢des relacionadas ao
TGl e auséncia de um quadro especifico ndo permitem até o momento
definir uma relacdo causal. A elevada prevaléncia de sintomas
gastrointestinais (24% - 84%) nessa populacéo é o fator que permite apenas
uma associacdo (Goodwin et al., 1971; Horvath et al.,, 1999; Molloy &
Manning-Courtney, 2003). De acordo com os trabalhos publicados os
sintomas comumente observados em criancas com TEA sdo: constipacao,
diarreia, inchaco, flatuléncia e desconforto abdominal (White, 2003; Hsiao,
2014).

O significado clinico da elevada prevaléncia de sintomas no TGI em
criancas com TEA se estende além da resolucdo de sintomas
gastrointestinais cronicos, especialmente devido & associagdo dos sintomas
com caracteristicas comportamentais do transtorno. Valcienti-McDermott et
al.(2008) observaram uma relacdo entre a regressdo da linguagem e
padroes de fezes anormais em criancas com TEA. Mazurek et al. (2013)

relataram aumento da ansiedade e diminuicdo da capacidade de resposta
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social em pacientes com comportamento autista e sintomas gastrointestinais
(constipacdo, dor abdominal, inchaco e nauseas). Em um estudo recente
Peters et al. (2014) relataram uma relacdo entre comportamentos rigidos

compulsivos e sintomas de constipacao severa e diarreia.

1.5.1.1- Biomarcadores urinarios relacionados ao trato digestorio

Existem hipdteses para explicar a relacdo entre alteragdes do TGl e
distarbios de funcdo e/ou desenvolvimento neurolégico que resultem em
TEA. Uma das teorias mais difundidas é a “teoria do intestino permeavel’.
De acordo com essa teoria, 0s processos inflamatérios, intolerancia a
alimentos, o desequilibrio da microbiota intestinal e alteracdo da producéo
de serotonina podem levar ao aumento da permeabilidade intestinal. Essa
condicdo permite a passagem de moléculas que normalmente n&o
ultrapassam a parede intestinal para a corrente sanguinea e que podem ser
prejudiciais ao SNC como toxinas de bactérias e substancias que possuem

afinidade por receptores do cérebro (Hsiao, 2014).

1.5.1.2- Peptideos opioides exdgenos de origem alimentar

O sistema opioide é formado por um conjunto de receptores (u, O,k )
e peptideos enddgenos ligantes, distribuidos abundantemente no SNC e nos
tecidos periféricos como o sistema imune, cardiovascular, enddécrino e TGI.
Os receptores tém o comportamento de interagir com peptideos exégenos e
diferentes substancias sintéticas. Esse sistema é crucial para a manutencéo
da homeostase e sobrevivéncia do organismo e devido a sua ampla
distribuicdo regula diversas respostas fisiologicas como a transmissédo da
nocicepcao, atividade cardiovascular e ciclo circadiano. Ele também regula
0os niveis de ansiedade, carater depressivo, perfil locomotor, memoria,

comportamento e atua no desenvolvimento do SNC, pois opera nha



42

proliferagdo, migracdo e diferenciacdo celular cerebral (Janecka, Fichna,

Janecki, 2004; Koneru, Satyanarayana, Rizwan, 2009).

Em 1978 Kalat escreveu um artigo sobre a similaridade entre TEA e
drogadicdo por opioides. No mesmo ano Panksepp e colaboradores
desenvolveram varios experimentos com animais jovens de diferentes
espécies. Eles observaram que ap0s a administracdo de baixas doses de
drogas psicoativas e peptideos opioides o0s animais manifestaram
comportamento semelhante ao de criancas com TEA. Em 1979, com base
nos resultados obtidos em artigo intitulado “A neurochemical theory of

n4

autism,” Panksepp postulou a teoria de que o TEA é um disturbio emocional

resultante da sobrecarga do sistema opioide.

Estudos posteriores com humanos reforcaram a teoria. Andlises
revelaram elevada concentracao de B-endorfina no liquido cefalorraquidiano
e plasma de individuos com TEA (Gillberg, Terenius, Lonnerhom, 1985;
Ross, Klykylo, Hitzemann, 1987; Tordjman et al., 1997; Leboyer et al., 1999).
Leboyer e colaboradores (1994) identificaram elevada concentracdo do
fragmento da regido do C-terminal da B-endorfina (20-29) no plasma de
criancas com TEA. Tordjaman et al. (1997) encontraram valores
significativamente maiores de endorfinas e hormdnio adrenocorticotréfico

(ACTH) em criangas com TEA.

Paralelamente a esses estudos, Dohan pesquisando o hébito
alimentar da regido das ilhas do Pacifico Sul, associou o consumo de uma
dieta livre de trigo, centeio, cevada e aveia desta populacdo com menor
ocorréncia de esquizofrenia e também maior prevaléncia de casos menos
severos. Em estudos posteriores, relatou melhora do quadro clinico de
esquizofrénicos submetidos a dieta isenta de gluten e/ou caseina. Alguns
grupos de pesquisa concluiram que a teoria de Dohan se aplicava ao TEA
(Dohan, 1966, 1983; Dohan, Grasberger, 1973; Elder, 2008).

4 . . . P .
A neurochemical theory of autismo - Uma teoria neuroquimica do autismo.
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A teoria de sobrecarga do sistema opioide por peptideos exdgenos
de origem alimentar em individuos com TEA e esquizofrénicos postula que a
deficiéncia da enzima dipeptidil peptidase IV (DPPIV) e/ou outras proteases
que clivam o aminoédcido prolina, conduzem a producdo excessiva de
peptideos opioides derivados do gliten e da caseina dentro do lumen
intestinal. Relacionado a este fato o aumento da permeabilidade da parede
intestinal, decorrente de diversas condi¢cdes e doencas, permite a passagem
dos peptideos opioides para a corrente sanguinea. Assim, estes compostos
por terem afinidade por receptores opioides e capacidade de ultrapassar a
barreira hematoencefalica desencadeiam sobrecarga do sistema opioide
resultando em disfuncbes no cérebro e também de sistemas periféricos
contribuindo para o agravamento dos sintomas do TEA e da esquizofrenia
(Shattock & Whiteley, 2002; White, 2003; Elder, 2008).

Essa teoria ganhou forca a partir da publicacdo de estudos que
analisaram o perfil de compostos proteicos dos fluidos corporeos utilizando
método de filtracdo por gel, cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC - high performance liquid chromatography) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS - Liquid
chromatography—mass spectrometry). Neles foram descritas elevadas
concentracfes de peptideos e presenca de exorfinas derivadas do glaten e
caseina na urina de individuos com TEA (Reichelt et al., 1981; Shattock et
al., 1990; Reichelt et al., 1997; Reichelt et al., 2012).

Shanahan et al. (2000) utilizando espectrometria de massa com
ionizagcdo por electrospray (ESI-MS - electrospray ionisation mass
spectrometry) identificaram em urina de criangas com TEA fragmentos de [3-
casomorfina, a-gliadina e outros compostos com elevado potencial biolégico
que ndo sao de origem dietética. Entre eles se incluem a deltorfina, um
peptideo modulador da morfina e a dermorfina que é um potente peptideo

alucinégeno isolado na pele de anfibio (Phyllomedusa sauvagei).

Em estudo mais recente, Sokolov et al. (2014) desenvolveram um

método de ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) ultrassensivel
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para deteccdo e quantificacdo de peptideos opioides derivados da caseina
em urina. Nesse trabalho os autores identificaram elevada concentracédo de
B-casomorfina 1-7 em amostras de urina de individuos com TEA em
comparagcdo com grupos controle e também observaram uma correlagdo
entre concentragéo de B-casomorfina 1-7 e severidade do quadro clinico.
No quadro 1 estdo resumidos alguns peptideos identificados na urina de

individuos com TEA e suas respectivas fontes alimentares

Quadro 1- Resumo de peptideos identificados em urina de individuos com

TEA e sua respectiva fonte exdgena de origem alimentar.

Fonte Nome Sequéncia identificada em urina de
alimentar criangas autistas
B-casomorfina 1-4 Tyr-Pro-Phe-Pro
-casomorfina 1-6 Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-
_ B-casomorfina 1-7 Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle
ete -casomorfina 1-8 Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle-Pro
a-gliadina 1-4 Tyr-Pro-GIn-Pro
Trigo a-gliadina 1-5 Tyr-Pro-GIn-Pro-GlIn
a-gliadina 1-6 Tyr-Pro-GIn-Pro-GIn-Pro
a-gliadina 1-8 Tyr-Pro-GIn-Pro-GIn-Pro-Phe-Pro

Fonte - Adaptado de Shanahan et al.,2000.

1.5.1.3- Outros compostos

Alguns compostos foram identificados em urina de criangas com
TEA. Esses compostos foram associados com alteracées da microbiota
intestinal. O quadro 2 resume 0S COmMpPOStOS € 0S micro-organismos

relacionados.
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Quadro 2 - Resumo de compostos identificados na urina de grupo de

criancas com TEA resultantes de alteracdes da microbiota intestinal.

Composto Micro-organismo Estudos
relacionado
trans-indolil-3-acriloilglicina Desequilibrio Anderson et al.
microbiota intestinal? (2002)

Producédo endégena?

p-cresol Espécies de Altieri et al. (2011)
Clostridium Gabriele et al. (2014)
Pseudomonas stutzeri
acido 3-(3hidroxifenil) propidnico Espécies de Xiong et al. (2016)
acido 3-hidroxifeni lacético Clostridium

acido 3-hidroxi hipurico

1.5.2- AlteracBes do sistema imunolégico

Anormalidades da resposta imunolégica foram descritas pela
primeira vez em individuos com TEA no ano de 1977 por Stubbs e Crawford.
Posteriormente, alguns grupos de pesquisa identificaram condicbes
heterogéneas que demonstram um comprometimento de diferentes vias do

sistema imunoldgico.

Diversos estudos em cérebros de autistas post-mortem relataram
alteracbes imunologicas que caracterizam diferentes quadros de
neuroinflamacdo. Entre os achados incluem proeminente ativacdo da
micréglia, aumento de citocinas inflamatoérias e producdo de quimiocinas
incluindo, interferon gama (IFN-y), interleucina-1$ (IL-1B), interleucina-6 (IL-
6), interleucina-12p40 (IL-12p40), fator de necrose tumoral- alfa (TNF-a). A
elevada concentragdo de quimiocina C-C motif ligante (CCL)-2 foi
identificada nos tecidos do cérebro e também no liquido cefalorraquidiano
(Vargas et al., 2005; Li et al., 2009; Morgan et al., 2010).
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O perfil de expressao génica dos tecidos de cérebros post-mortem
de individuos com TEA revelaram um aumento de niveis de transcricdo do
RNA mensageiro de varios genes relacionados ao sistema imune,
principalmente aqueles associados aos processos de neuroinflamacao
(Garbett et al., 2008). Voineagu et al. (2011) observaram o padréo de
transcricdo de células neuronais e concluiram que a rede de co-expressao
génica reflete anormalidades da modulacéo cortical do cérebro de individuos
com TEA. Esses achados foram associados com altera¢gées da microglia e
ativacdo imune; sugerindo um papel causal para a desregulagdo imune no
curso da disfuncdo neuroldgica e plasticidade da sinapse do cérebro de

individuos com TEA.

1.5.2.1- Resposta celular inata

A resposta celular inata apresenta-se alterada em autistas. Estudos
evidenciaram capacidade reduzida de células natural killer (NK) para destruir
células alvo (Warren, Foster, Margaretten, 1987; Enstrom et al., 2009;
Vojdani et al., 2008). Em pesquisas foram observadas atividade litica
reduzida das células NK de individuos com TEA e alteracdes de fatores que
contribuem para a atividade das células NK, como perforina, granzima B e
IFN-y. As células NK parecem produzir niveis mais altos de perforina,
granzima B e IFN-y enquanto estdo em condi¢gbes de repouso em criangas
com TEA (Enstrom et al., 2009). Estes dados sugerem que, in vivo, hd um
aumento da ativacdo das células NK, no entanto, apés uma forte
estimulacao in vitro, como, por exemplo, com células alvo, as células NK de
criancas com TEA sdo incapazes de aumentar a producdo de suas
moléculas efetoras, levando a reducdo de sua capacidade de destruir 0s
alvos (Enstrom et al., 2009).

Os monocitos estdo entre os primeiros respondentes durante a
inflamagéo e s&o produtores robustos de citocinas, criando um meio de

citocinas que promove a atividade das células imunes vizinhas. Os
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mondcitos também servem como precursores para uma série de células de
linhagem mieldides especificas de tecidos, incluindo macréfagos, células
dendriticas e microglia (Djukic et al., 2006; Geissmann et al., 2010). Um
ndamero aumentado de mondcitos circulantes foi relatado em individuos com
TEA (Sweeten, Posey, Mc Dougle, 2003). No estudo de Estrom et al. (2010)
foi observado um padrao atipico de respostas de citocinas apés estimulacéo
agonista de receptores do tipo Toll-like - 4 (TLR) de mondcitos CD14+
isolados de criangas com TEA. Especificamente, o aumento da produgéo de
citocinas inflamatorias, IL-18, TNF-a e IL-6, foi observado em resposta ao

acido lipoteicoico.

1.5.2.2- Resposta adaptativa

Alteracbes da resposta humoral foram observadas em individuos
com TEA. Niveis elevados de IgE, IgG foram relatados em pesquisa,
evidenciando uma resposta tipo alérgica. Criancas com TEA que possuem
anticorpos anti-sarampo ou anti-herpes humano também apresentaram
anticorpos anti - SNC (anti- proteina basica de mielina, proteinas de
neurofilamentos dos axoénios), os quais ndo foram observados no soro de
grupos controle. Contudo ndo esta explicito se estes anticorpos podem
contribuir com a patogénese do TEA. Embora ndo esteja claro como esses
anticorpos poderiam contribuir para a patogénese do TEA, evidéncias
provenientes de doencas autoimunes como ldpus eritematoso sistémico,
coreia de Sydenham e outros disturbios neuropsiquiatricos autoimunes
pediatricos associados com infeccdo estreptocdcica (PANDAS®) mostram
que a presenca e titulo dos anticorpos anti - CNS correlacionam-se com

sintomas neuropsiquiéatricos (Libbey & Fujinami, 2010).

A resposta celular adaptativa também se manifesta de forma atipica

em pessoas com TEA. Em diversos estudos diferentes aspectos das células

> 0 nome PANDAS foi escolhido por ser o acronimo de: P (pediatrico, porque ocorrem em criangas),
A (auto-imune), N (neuropsiquiatrico), D (doenca), A (associada) e S (Streptococcus).
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T foram observados. Gupta et al. (1998) identificaram uma predominancia da
producdo de IL-4 e IFN-y na populagdo de células T CD4+ circulante em
individuos com TEA. A analise da producdo de citocinas intracelulares
mostrou aumento na producdo de TNF-a, mas reduzida de IL-10 de células
T presentes no tecido periférico e mucosa intestinal de criangas com TEA.
Esta tendéncia para um fenotipo de resposta TH2 elevada e TH1 reduzida

foi relatada em diferentes estudos (Ashwood et al., 2004).

O perfil de ativacao de fendtipos de células T circulantes também foi
diferente em células T CD3+ de pessoas com TEA. Essas células
apresentam niveis mais altos de antigeno leucocitario humano classe Il DR,
um marcador de ativacao celular tardia (Ashwood et al., 2011a; Ashwood et
al.,, 2011b). O aumento da ativacdo das células T também pode ser
associado a diminuicdo da apoptose levando a sobrevivéncia de células
ativadas que seriam eliminadas. Essa caracteristica ja foi descrita em
condicBes inflamatdrias cronicas tais como doenca de Crohn (Monteleone et
al., 2006; Ashwood et al., 2011a).

As alteracfes crbnicas da resposta imunolégica podem constituir um
endofendtipo para individuos com TEA. Explorando essa hipétese, Saresella
et al. (2009) estudaram criancas com TEA e seus irmdos saudaveis em
comparacao com criangas neurotipicas. Os resultados demonstraram que
criancas com TEA e seus irmdos saudaveis apresentavam desregulacéo
imune similar. Esse resultado sugere que alteragcdes do sistema imune
podem constituir um endofenétipo, contudo, mecanismos genéticos e

epigenéticos ainda séo desconhecidos e precisam ser investigados.

1.5.2.3- Biomarcadores urinarios relacionados ao sistema imunoldgico

Atualmente existem poucos estudos publicados, os quais

BN

identificaram compostos candidatos a biomarcadores relacionados com

alteracdes do sistema imunoldgico presentes em urina. I1sso se deve ao fato
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de que a maioria dos estudos investigou células do sangue e tecidos de

cérebro post mortem.

A neopterina, 2-amino-4-hidroxi-6-(D-eritro-1',2'3'- trihidroxipropil)-
pteridina, € uma pteridina gerada durante diversos processos inflamatorios,
incluindo os neuroinflamatérios. O aumento da producdo e liberacdo de
neopterina é regulado transcricionalmente por concentracdes de IFN-y, IL-
18, TNFa, fator de crescimento do nervo (NGF) e peroxido de hidrogénio
(D'Sa et al., 1996; Bauer et al., 2002; Franscini et al., 2003; Ishii et al., 2005).
Esse metabdlito ganhou grande importancia nas sindromes psiquiatricas e
neurodegenerativas quando foram observadas concentragcbes aumentadas
em liquido cefalorraquidiano e sangue de individuos acometidos por essas
doencas (Ota et al., 2007; Chittiprol et al., 2010; Hagberg et al., 2010).

Esse composto foi o primeiro metabdlito identificado em urina de
portadores de TEA que tem uma relacdo com alteracbes do sistema
imunoldgico. Trés estudos avaliaram a concentracdo de neopterina em
criancas com TEA comparados com controles. Messahel et al. (1998)
relataram niveis significativamente mais altos de neopterina nas amostras de
urina (sem pré-tratamento oxidativo) de criancas com TEA quando
comparadas com amostras de criancas do grupo controle. Harrison e
Pheasant (1995) obtiveram resultado semelhante, mas quando submeteram
as amostras de urina a um pré-tratamento com oxidantes, no entanto,
descobriram que os niveis de neopterina entre criancas com TEA e controles
nao foram significativamente diferentes. Em contraste, na pesquisa de Eto,
Bandy e Butterworth (1992), na qual o pré-tratamento oxidativo foi
empregado, encontraram menor concentracdo de neopterina urinaria em

criancas com TEA em comparagao com criancas neurotipicas.

Com o advento da protebmica e metabolémica novos compostos
foram identificados. Yang et al. (2016) analisaram amostras de urina de oito
individuos com TEA e oito controles pareados por idade e sexo. As amostras
passaram por marcacao isobarica para a quantificacdo absoluta e relativa,

em seguida, foram submetidas a um protocolo de andlise de espectrometria
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de massa. No estudo as principais proteinas identificadas, as quais, as
concentracbes estavam aumentadas em individuos com TEA em
comparacdo com o grupo controle tinham relacdo com processos
inflamatorios e alteragbes do TGl como, por exemplo, a alfa-1-glicoproteina
acida e alfa-2-glicoproteina rica em leucina.

1.5.3- Alteragdes de vias metabolicas

Na definicdo do TEA nédo existe qualquer citagcdo sobre ocorréncia
de alteracdes metabolicas, mas a prevaléncia de biomarcadores metabdlicos
anormais é de 30% em criancas com TEA (Cheng, Rho, Masino, 2017).
Diferentes alterag6es metabdlicas foram identificadas entre elas destacam-

se alteracOes relacionadas aos aminodacidos e creatina.

1.5.3.1- Biomarcadores urinarios relacionados a alteracdes metabdlicas
— creatina

A creatina € um composto que desempenha um papel importante na
transmissdo e estoque de energia em células de tecidos com grande
demanda de energia. Os tecidos como a retina, cérebro, espermatozoide,
musculo esquelético e cardiaco contém elevada concentracdo da enzima
creatina quinase (CK), que catalisa a fosforilacdo reversivel da creatina pelo
trifosfato de adenosina (ATP) gerando difosfato de adenosina (ADP) e
fosfocreatina. Quando ocorrem demandas energéticas, a CK catalisa a
transferéncia do grupo fosfato da fosfocreatina para o ADP restaurando
reservas de ATP e creatina (Wallimann, 1994; Verhoeven, Salomons,
Jakobs, 2005).

A manutencdo do pool de creatina é feita por meio da ingestado de
alimentos de origem animal e producdo enddgena que ocorre primariamente
nos rins, pancreas e figado. A biossintese da creatina envolve a acao das

enzimas L-arginina:glicina amidinotransferase (AGAT, EC 2.1.4.1) e S-
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adenosil-L-metionina:N-guanidinoacetato  metiltransferase = (GAMT. EC
2.1.1.2) que sintetizam a creatina a partir de unidades de aminoacidos:
glicina, L-arginina e metionina. A enzima AGAT catalisa a transferéncia do
grupo amidino da arginina para dlicina produzindo ornitina e
guanidinoacetato (GAA). A enzima GAMT promove a transferéncia reversivel
do grupo metil da S-adenosil-L-metionina para o GAA originando creatina S-
adenosil-L-homocisteina (Wallimann et al., 1992; Wyss & Kaddurah-Daouk,
2000; Verhoeven, Salomons, Jakobs, 2005).

Varios tecidos do corpo contém o transportador de creatina SLC6A8
dependente de sédio e cloro, que transfere a creatina através da membrana
plasmatica contra um gradiente de concentracdo de aproximadamente
50umol/L no plasma para mais de 40mmol/L no meio intracelular
(Stromberger, Bodamer, Stockler-Ipsiroglu, 2003). Desta forma, tecidos com
pouca ou nenhuma sintese de creatina tém suas necessidades supridas pela
acao desse transportador (Verhoeven, Salomons, Jakobs, 2005). A creatina
e fosfocreatina sdo convertidas enzimaticamente a uma taxa relativamente
constante (1,5% a 1,7% ao dia) em creatinina, que se difunde passivamente
através da membrana celular para fora da célula e é excretada pelos rins por

meio da urina (Schulze, 2003; Verhoeven, Salomons, Jakobs, 2005).

Pesquisas identificaram erros inatos do metabolismo decorrentes do
comprometimento da funcdo das enzimas AGAT e GAMT que estédo
envolvidas na biossintese de creatina assim como a proteina responsavel
por seu transporte, a SLC6A8 que coletivamente constituem as sindromes
de deficiéncia de creatina (CDS - Creatine deficiency syndrome) (Salomons
et al., 2001; Salomons et al.,, 2003; Stromberger, Bodamer, Stockler-

Ipsiroglu, 2003; Comeaux et al., 2013).

As apresentacdes clinicas das CDS séo variaveis e comprometem a
fungdo do SNC. Os sintomas ndo sédo especificos e incluem atraso do
desenvolvimento, declinio cognitivo, deficiéncia intelectual, prejuizo da fala e
linguagem, elevada atividade epiléptica, epilepsia refrataria, sindromes de

movimento extrapiramidal e comportamento autista (Schulze, 2013).
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As CDS conduzem a deplecéo da creatina/ fosfocreatina no cérebro.
O sistema creatina-fosfocreatina desempenha um papel essencial da
homeostase da energia celular do SNC. Esse sistema atua como uma fonte
de energia espacial e temporal, participa da transducdo de energia e
desempenha uma fungdo importante na regulagcdo de energia celular
(Wallimann et al., 1992). Estudos indicaram também sua a¢do no processo
de alongamento dendritico e axonal e no crescimento do cone de migracao
do neurbnio (Wang, Esbensen, Bentley, 1998; Braissant & Henry, 2008).
Esse sistema desempenha ainda um papel fundamental na prote¢édo do SNC
em processos neurodegenerativos como nas doencas de Parkinson e
Huntington (Andres et al., 2005ab).

O comum denominador dessas alteracfes metabdlicas € a virtual e
completa auséncia de creatina e fosfocreatina no cérebro que pode ser
observada in vivo por espectroscopia de ressonancia magnética (MRS -
magnetic resonance spectroscopy). O diagnostico também pode ser feito a
partir de uma amostra de urina ou sangue, por meio da determinacdo da
concentracéo de creatina e GAA (Stockler et al., 1994; Schulze et al., 1997,
Schulze, 2013). A determinacdo da concentracdo de creatinina em urina
pode ser considerada um método simples e rapido para a deteccdo de
defeitos da biossintese de creatina, uma vez que a excrecdo de creatinina

reflete diretamente o pool intracelular de creatina.

Whiteley et al. (2006) identificaram baixa concentracdo de creatinina
em amostras de urina de criangcas com TEA (n=24) quando comparadas com
amostras do grupo controle formado por criancas neurotipicas (n=50). Wang

et al. (2009) em pesquisa posterior também obtiveram resultado semelhante.

1.5.3.2- Biomarcadores urinarios relacionados a alteragcfes metabdlicas
- aminoacidos

Os aminoacidos atuam como precursores de coenzimas, hormoénios,

acidos nucleicos e outras moléculas essenciais para o funcionamento do
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organismo. O perfil de aminoacidos no plasma e na urina tem sido usado
para elucidar um numero crescente de desordens metabdlicas desde a
introducdo de métodos de cromatografia por meado de 1945 (Bradley &
Feinerman, 2003). Vérias linhas de pesquisas mostraram que mudancas na
disponibilidade, metabolismo e /ou atividade de receptores dos amino&cidos
neuroativos associados as fun¢des do SNC podem desempenhar um papel
na patogénese e / ou na farmacoterapia de varios disturbios psiquiatricos
que apresentam sintomas, como deficiéncia cognitiva e problemas de

interac&o social (Zheng et al., 2017).

A identificagcdo de variacbes na concentracdo de serotonina,
catecolaminas e neurotransmissores opioides em liquido cefalorraquidiano,
plasma e urina de individuos com TEA conduziram ao estudo de alteracfes
no metabolismo dos amino&cidos que participam da neurotransmissao
como o glutamato, glutamina, acido y-aminobutirico, glicina, fenilalanina e
histidina. Os resultados dos estudos publicados sobre concentracdo desses
aminoacidos em urina de criancas com TEA séo divergentes (Young et al.,
1978; Reichelt et al., 1981; Gillberg, Terenius, Lonnerhom, 1985; Reichelt
et al., 1997; Dhossche et al., 2002; Shinohe et al., 2006; Tirouvanziam et.,
2012).

A arginina é um precursor essencial para a sintese de proteinas e
oxido nitrico. Esse aminoacido pode poupar a glutamina, desintoxicar
amonia e aumentar o fluxo sanguineo cerebral (Good, 2011). Comparado
com grupo controle, o nivel de arginina no plasma de pacientes com TEA foi
reportado como elevado.

A leucina, isoleucina e valina sdo denominados aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAA) e coletivamente representam aproximadamente
33% de todos os aminoacidos do corpo. Uma grande proporcdo desses trés
aminoacidos € encontrada no musculo esquelético, onde atuam como um
elemento estrutural e reserva de nitrogénio sistémico (Cole, 2015). Eles
possuem a caracteristica de atravessarem a barreira hematoencefélica mais

facilmente que outros aminoacidos e também participam de forma direta
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como também indireta em uma variedade de fun¢gBes bioquimicas
importantes no cérebro. Entre essas funcdes incluem: sintese de proteinas,
producdo de energia, compartimentalizacdo do glutamato e sintese dos
neurotransmissores serotonina, dopamina e norepinefrina, que sao
derivados dos aminoécidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina
(Nellis et al., 2003; Fernstrom, 2005).

Arnold et al. (2003) relataram baixos niveis dos aminoacidos
essenciais, valina, leucina e lisina no plasma de pacientes com TEA em
comparacdo com grupo controle formado por individuos neurotipicos.
Embora haja uma escassez de estudos sobre os niveis de aminoacidos de
cadeia ramificada em liquido corporeos de individuos com TEA, a maioria
dos resultados aponta para uma reducdo dos niveis desses compostos em
urina (Evans et al., 2008). Os resultados de estudos de outros aminoacidos
gue néao foram relatados na revisédo estdo resumidos no quadro 3. Apesar da
identificacdo de diferentes concentracbes de aminoacidos em urina de
pessoas com TEA, ainda nédo esta claro o papel que desempenham sobre o
quadro clinico, tornando necesséario o desenvolvimento de mais estudos

para estabelecer uma conexao entre esses compostos e a sindrome.

Quadro 3 - Resumo de resultados de estudos que determinaram a

concentracdo de aminoacidos em urina de individuos com TEA.

Aminoacidos | Concentragdo Estudo
em urina de
autistas
Alanina 1 Nadal-Desbarats et al. 2014; Noto et al. 2014
! Evans et al. 2008; Ming et al. 2012
Acido l Evans et al. 2008

aspapartico

Histidina ! Evans et al. 2008; Ming et al. 2012
Nadal-Desbarats et al. 2014

Homocisteina ! Noto et al. 2014; Puig-Alcaraz et al. 2015
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(continuagao)

Aminoacidos | Concentragdo Estudo
em urina de
autistas
Alanina 1 Nadal-Desbarats et al. 2014; Noto et al. 2014
! Evans et al. 2008; Ming et al. 2012
Acido l Evans et al. 2008
aspapartico
Histidina ! Evans et al. 2008, Ming et al. 2012,

Nadal-Desbarats et al. 2014

Homocisteina ! Noto et al. 2014; Puig-Alcaraz et al. 2015
Lisina 1 Noto et al. 2014
Prolina ! Evans et al. 2008
Serina ! Evans et al. 2008; Ming et al. 2012
Taurina 1 Yap et al. 2010; Nadal-Desbarats et al. 2014
! Ming et al. 2012
Tirosina 1 Noto et al. 2014
! Evans et al. 2008
Treonina ! Evans et al. 2008

1 elevada concentragdo em urina quando comparada com grupo controle
| baixa concentracdo em urina quando comparada com grupo controle

Fonte - Adaptado de Zheng et al., 2017.

De acordo com o que foi apresentado, perfis metabdlicos alterados
em urina de individuos com TEA devem ser investigados, pois dispde do
potencial de elucidar importantes alteracdes biolégicas subjacentes, que
podem possibilitar um diagnostico simples e objetivo de subtipos de TEA e
facilitar o desenvolvimento de terapias direcionadas, e consequentemente
promover maior individualizacdo de decisbes e também permitir o

monitoramento de tratamentos dos individuos com TEA.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo geral

Determinar metabdlitos em amostras de urina de criangas com TEA

e comparar com amostras de urina do grupo controle com a finalidade de

identificar perfil metabdlico especifico para individuos com TEA.

2.2- Objetivos especificos

Determinar a concentracdo total de proteina das amostras de urina de

criancas com TEA e grupo controle;

Quantificar a concentracdo de creatinina das amostras de urina de

criangcas com TEA e grupo controle;

Analisar a composicdo de aminoacidos das amostras de urina de

criancas com TEA e grupo controle;

Identificar compostos proteicos que possam estar relacionados com
TEA por meio da anélise de amostras de urina de criangcas com TEA e

grupo controle a partir de eletroforese;

Detectar compostos que possam estar relacionados com TEA a partir
da analise de amostras de urina de criancas com TEA e grupo
controle por espectrometria de massa;

Caracterizar por meio da andlise protebmica os compostos de
frequéncia relevante identificados em amostras de urina por método

de espectrometria de massa.
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3- Casuistica, material e métodos

3.1- Delineamento e periodo de estudo

Estudo transversal prospectivo, de desenho caso-controle,
desenvolvido pelo Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan. As atividades tiveram inicio em dezembro de 2014 e foram
encerradas em novembro de 2017. Foi realizada amostragem n&o
probabilistica onde entraram na amostra final dos casos criancas com TEA
do sexo masculino que tinham consentimento de pais ou responsaveis legais
para participar do projeto de pesquisa e que preenchiam os critérios de
inclusdo do estudo. O numero de participantes do grupo controle foi o

mesmo devido a metodologia do estudo.

3.2- Casuistica

Os casos estudados foram criangas (n=22) do sexo masculino com
diagnéstico de TEA na faixa etaria de 3 a 10 anos e grupo controle
constituido por criancas com desenvolvimento tipico, pareadas por sexo e
idade. A figura 4 resume as caracteristicas dos grupos observados no

estudo.

i

Caso Grupo controle pareado por
Criancas com TEA (n= 22) sexo e idade
) . Criancas neurotipicas (n= 22)
Sexo: masculino

Idade: 3 - 10 anos Sexo: masculino

Idade: 3 - 10 anos

Figura 4 - Caracteristicas dos casos e grupo controle.
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3.2.1- Triagem dos participantes

A triagem das criancas com TEA foi realizada no Centro de
Especializacdo Municipal do Autista situado na cidade de Limeira - SP e na
Associagdo de Pais e Amigos do Autista da Baixa Mogiana - Fonte Viva
localizada na cidade de Mogi - Guacgu - SP. As criangas participantes foram
inicialmente diagnosticadas por psiquiatras e pediatras e encaminhadas para
as instituicoes citadas. Nesses locais o diagnéstico foi confirmado por equipe
multidisciplinar de acordo com critério da CID 10. Os pais e responsaveis
legais foram convidados para participar de uma reunido nas instituicdes. Nas
reunides foi apresentado o projeto e feita leitura do termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE) (Anexo Il). As duvidas sobre a participacdo dos
voluntarios, etapas do projeto e procedimentos empregados foram
elucidadas.

A captacao de participantes do grupo controle formado por criancas
com desenvolvimento tipico foi feita em cinco escolas (Centro Infantil -
Lucinda Tank Kuhl, E.M.E.I.E.F- Pastor Ismael Pereira do Lago, E.M.E.|.E.F-
Maria Aparecida Machado Julianelli, E.M.E.I.E.F- Prof® Noedir Tadeu Santini,
E.E Leontina Silva Busch) e uma instituicdo religiosa (Dispenséario Madre
Teresa de Calcutd) da cidade de Limeira - SP. Em primeiro momento, foi
realizado contato com o responsdavel de cada instituicao e feita apresentacao
do projeto de pesquisa. Os diretores de todas as instituicbes entraram em
contato com 0s responsaveis legais de possiveis participantes. Em visita
domiciliar ou reunido nas instituicdes o projeto foi apresentado e realizada a
leitura do TCLE (Anexo Il). As duvidas sobre a participacao dos voluntarios,

etapas do projeto e procedimentos empregados foram elucidadas.

3.2.2- Critérios de incluséo e exclusao dos participantes com TEA

Os critérios de inclusdo foram: ser do sexo masculino, idade na faixa
etaria de 3 a 10 anos e vinculo das criangas com TEA com as instituicdes

participantes. Esse critério permitiu o controle de duas variaveis. A primeira
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foi garantir um diagnéstico homogéneo, uma vez que as instituicoes
elegeram procedimentos semelhantes e a segunda de que as intervencodes
psicopedagdgicas adotadas s&do equivalentes. Ambas as instituicdes
compartilham de atividades que associam o método de tratamento e
educagcdo para autistas e criancas com déficits relacionados com a
comunicacdo (TEACCH - Treatment and Education of Autistic and Related
Communication-handicapped Children) e analise do comportamento aplicada
(ABA - Applied Behavior Analysis). Os critérios de exclusdo empregados as
criancas com TEA foram: nao participar do tratamento das instituicoes
selecionadas, ser adepto de qualquer intervencédo nutricional, portar doenca
celiaca e alergia ou intolerancia ao leite de vaca, e ter doenca diagnosticada
gque comprometa 0 metabolismo e excrecdo de nutrientes como doencas

hepéticas e renais.

3.2.3- Critério de inclusao e exclusao dos participantes do grupo
controle de criancas com desenvolvimento tipico pareados por sexo e
idade

Os critérios de inclusdo foram: ter desenvolvimento tipico, ser do
sexo masculino e possuir idade equivalente de uma crianga com TEA
participante. Os critérios de exclusdo foram: ser adepto de qualquer
intervencao nutricional, apresentar doencga neuropsiquiatrica, portar doenca
celiaca e alergia ou intolerancia ao leite de vaca, e ter doenca diagnosticada
gque comprometa 0 metabolismo e excre¢cdo de nutrientes como doencas

hepéticas e renais.

3.2.4- Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a
resolucdo criada pelo Conselho Nacional de Saude n° 466 (2012). O

presente projeto foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa da
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Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de

14/12/2011 e aprovado com numero de protocolo 449/11 (Anexo ).

3.5- Material e Métodos

3.5.1- Material

A lista contendo os materiais e equipamentos utilizados nas analises
esta disposta no anexo IV.

3.5.2- Métodos

3.5.2.1- Coleta de amostras de urina

Os responsaveis pelos portadores de TEA e criancas com
desenvolvimento tipico receberam orientacbes antes da coleta das
amostras. As orientacdes foram passadas pela pés - graduanda, com auxilio

dos responsaveis técnicos e coordenadores das instituicdes participantes.

O procedimento foi realizado em domicilio. A primeira urina do dia foi
coletada e acondicionada em coletor universal estéril. As amostras foram
entregues em pontos de recebimento, acondicionadas em recipiente com
gelo seco, transportadas para o Laboratério de Bioquimica e Biofisica do
Instituto Butantan e armazenadas em temperatura de - 80 °C.

3.5.2.2- Descongelamento e fracionamento das amostras de urina

As amostras foram descongeladas de forma lenta em temperatura
de 4 °C, homogeneizadas, filtradas em filtro de PVDF 45 um e fracionadas
em volumes distintos. Duas aliquotas de 2,0 mL foram liofilizadas e

designadas para andlise de espectrometria de massa e protedmica. O
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volume restante foi subdividido em fracbes de 1,5 mL e direcionado para as
analises que foram feitas e serdo descritas na sequéncia. As amostras apos
novo fracionamento foram estocadas a temperatura de - 80 °C até o

momento do experimento. Abaixo a figura 5 mostra o fluxo do fracionamento

das amostras.

Amostra urina
coletor estéril - 80 °C

v

Descongelamento
lento 4 °C

v

Homogeneizagao
Filtracdo
Filtro PVDF 45 uM

v

Fracionamento
amostra

Figura 5 - Fluxograma fracionamento das amostras de urina armazenadas em coletores
a temperatura de — 80 °C.
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3.5.2.3- Quantificacdo de proteinas método de Bradford

A dosagem da concentracdo de proteinas totais foi realizada por
meio do método de Bradford (1976). O kit BioRad protein assay (BioRad®)
foi empregado na analise. A soroalbumina bovina (BSA) foi adotada como
padrdo de referéncia. O reagente de Bradford concentrado foi diluido em
agua Milli-Q (1:4). Posteriormente, a cada poco de uma placa de
microtitulacdo foram adicionados 10 uL da amostra ou solugéo padrao a
serem dosados e 200 pL do reagente de Bradford. A preparagdo foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. A
concentracdo das amostras foi estimada através da comparacdo com curva
padrao de BSA (1,0 -0,8-06-04 -0,2 - 0,1 - 0,05 mg/mL), plotada e
analisada por regressao linear. A leitura foi realizada por espectrofotdmetro a
595nm.

3.5.2.4- Separacao e determinacdo da composi¢cdo de aminoacidos por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

Em frascos tipo vials foram adicionados 40 pl de amostra e 30 ul da
solucado derivatizante (etanol 70% v/v, agua Milli-Q 10% v/v, trietilamina 10%
v/v e fenilisotiocianato 10% v/v), em seguida homogeneizados e deixados
em espera a temperatura ambiente por 15 minutos, posteriormente 170 ul de
agua Milli-Q foi adicionado. Para a analise de cromatografia o volume de
injecao foi de 50 uL e a deteccdo ocorreu através de comprimento de onda
de 254 nm. As condi¢des de operacao adotadas estao detalhadas no quadro
4.

A quantificagdo dos aminoacidos foi determinada com base no
tempo de retencao e area do pico obtida das concentra¢cdes conhecidas dos
aminoacidos &cido aspartico, acido glutamico, serina, glicina, histidina,
arginina, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina, metionina, cisteina,
isoleucina, leucina, fenilalanina e lisina. A formula geral para o calculo segue

abaixo:



area aminoacido amostra X concentracao aminoacido padréo =

aminoacido do padréo

Concentragéo
aminoacido
amostra
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(1)

Quadro 4 - CondicGes cromatograficas separacdo e determinagdo da

composicdo de aminoacidos de amostras de urina por CLUE.

Parametro

Descricéo

Coluna

Coluna C15250mm x 4.6.7um

Solucéo tampéo

Ajuste pH 6.4 com &cido acético glacial 100% e filtrar.

Solugéo tamp&o - Acetato de sodio 19 gr + Agua Milli-Q
1000 mL +Trietilamina 0,5 mL + Solugdo de EDTA 200uL

(pH 8,0).

Fase moével A

470 mL solugdo tampé&o + 30 mL de ACN

Fase moével B

400mL ACN + 100ul solugéo de EDTA (pH 8,0)

Volume de Injegéo 50 ul
Fluxo 0,3 mL/mim
Detector PDAUV - Vis 254nm
Temperatura amostra 8°C
Temperatura coluna 38°C
Tempo (min) % Fase % Fase Fluxo
movel A | mével B | mL/min
0 46 54 0,3
25-30 46 — 100 54-0 0,3
Gradiente 31-37 100 0 0,3
38 -46 100 0 0,4
47 0 100 0,3
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3.5.2.5- Determinagdo de creatinina método cinético da reacdo de Jaffé

A determinacdo da concentracdo de creatinina foi realizada pelo
meétodo cinético da reacdo de Jaffé. O método tem como principio a reacéo
da creatinina com 4cido picrico em meio alcalino para formar um croméforo
amarelo avermelhado. O kit comercial Creatinine (Laborlab Ltda®) foi
utiizado para a analise. O método indicado pelo fabricante sofreu
adaptacdes para leitura no espectrofotdmetro. A principio em pocos de placa
de microtitulagdo foram adicionados 25 uyl de amostras diluidas em agua
Milli-Q (1:50), agua Milli-Q (branco) e solugdo padrdao com 250 pL do
reagente de trabalho (4 partes solucdo A: &cido picrico 12,7 mmol/L e
laurilsulfato de sédio 8,4 mmol/L + 1 parte solucdo B: borato 53 mmol/L e
hidréxido de sddio 970 mmol/L). Logo ap6s a homogeneizacao a preparagao
foi imediatamente incubada a temperatura de 25°C, depois de 30 segundos
a absorbancia foi aferida, prosseguindo com a incubacao a absorbancia foi
medida novamente aos 5 minutos. A leitura espectrofotométrica foi feita em
comprimento de onda de 515nm e a determinacdo da concentracdo de
creatinina realizada a partir do conhecimento da absorbéncia da solucéao
padréo de creatinina (2,0 mg/dL).

3.5.2.6- Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE)

As proteinas também foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS) (Laemmli,
1970). Para a andlise os géis de poliacrilamida foram preparados,
apresentando um gel de empacotamento na concentracdo de 5% e gel de
corrida de 12,5%. As amostras foram diluidas em tampdo de amostras
redutor (350 mM de Tris/HCI; 10% de SDS; 30% de glicerol; 1,2 mg de azul
de bromofenol; 9,3% de 2-mercaptoetanol) na proporcao de 1:4 e aquecidas
em banho seco (100 °C) por 5 minutos. Logo depois, 12 puL da amostra
diluida e 5 uL de solucao dos padrdes de massa relativa foram aplicados em

cada poco do gel.
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A corrida foi realizada utilizando-se uma corrente constante de 110
volts durante 150 minutos. ApOs a corrida eletroforética os geéis foram
corados por imersdo em solucdo de Coomassie Blue R-250 overnight. No
dia seguinte, a descoloracéo do gel foi feita por imerséo em solugéo de acido
acético 10% (v/v), metanol 10% (v/v) e agua Milli-Q 80% (v/v). Vérias trocas
desta solucédo foram efetuadas até que ocorresse a observacao nitida das
bandas. Os géis foram armazenados em recipientes contendo agua Milli-Q.
Para as analises de eletroforese SDS-PAGE foi utilizado como padrdo um
marcador de massa molecular (10-250 kDa) que foi adquirido da Bio-Rad®

(Precision Plus Protein Unstained Protein Standards).

3.5.2.7- Anélise por espectrometria de massa com ionizagdo por
dessorcao a laser e analise por tempo de véo (MALDI-TOF)

Com a finalidade de tentar identificar compostos relacionados as
alteracdes metabdlicas, uma aliquota de 2 mL de urina dos grupos controles,
e de pacientes com TEA foi liofilizada. Em seguida, ressuspendido em 500
ML de solucdo 0,1% de TFA, dessalinizada e concentrada com o uso de
ponteiras do tipo Zip Tip C18. Ao término desta etapa um volume final de 7
ML foi obtido para cada amostra.

Logo, 2 uL de cada amostra foi co-cristalizada com 2 yL do acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) (solucdo supersaturada diluida em 50%
ACN / 0,1 % TFA - matriz) e depositada sobre o amostrador. As amostras
foram analisadas no modo linear positivo, compreendendo um intervalo de
400 - 5000 massal/carga (m/z), mantendo-se a poténcia do laser fixa em
61%. Antes da obtencdo dos dados, o aparelho foi previamente calibrado
utilizando-se o kit MALDI TOFMIX TM (LaserBio Labs®), sendo que a cada

seis amostras, o aparelho era novamente calibrado.
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3.5.2.8- Andlise protedbmica por cromatografia liguida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS)

Para a analise protedbmica as amostras foram processadas de acordo
com o protocolo empregado para espectrometria de massa. Os materiais
oriundos da digestéo por tripsina foram analisados através da cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), utilizando um
sistema UFLC binario acoplado ao espectrdmetro de massas do tipo
Electrospray - lon Trap - Time of Flight (ESI-IT-TOF). Para as analises por
LC-MS, as amostras foram ressuspendidas em agua / 0,1% Acido Acético e
analisadas em uma coluna C18 (Discovery C18, 5 ym, 50 mm x 2.1 mm),
tendo como solventes (A) Acido Acético / agua (0,1% viv, 99,9% viv) e (B)
Acido Acético / ACN / dgua (0,1% v/v, 90% viv, 99,9% v/v). Por meio de um
fluxo constante de 0,2 mL/min, o gradiente variou de 0 a 40% de solvente B,
durante 35 minutos, a 37 °C, e monitorado a 214 nm por um detector
Shimadzu SPD-M20A PDA.

Seguida a etapa cromatografica, foram realizadas as analises por
espectrometria de massas, de acordo com 0s seguintes parametros: a
voltagem utilizada da interface foi de 4,5 KV e a voltagem do detector, 1,8
KV, com temperatura de 200 °C; a fragmentacdo foi causada por gas de
colisdo argbnio, com 50% de energia; os espectros MS foram adquiridos no
modo positivo e coletados na faixa de 350 - 1400 m/z; os ions entre 390 -
1400 m/z foram selecionados automaticamente para serem fragmentados;

os espectros MS/MS foram coletados na faixa de 50 - 1950 m/z.

O padrao de fragmentacédo para cada amostra foi processado pelo
programa Peaks Studio V7 (MA et al.,, 2003) e para sequenciamento “de
novo” e andlises protedbmicas e de comparacdo de sequéncias as buscas
foram feitas contra o banco de dados SwissProt (taxonomy: Homo sapiens -
human) (taxon identifier: 9606).
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3.5.2.9- Anédlise estatistica

As informacdes foram digitadas em planilha eletrénica utilizando o
programa Microsoft® Excel. A analise estatistica foi realizada através do
Programa Bioestat, versdo 5.3 (Instituto de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraua). A analise descritiva do perfil de idade dos grupos de
participantes, das concentracdes de creatinina, proteina e aminoacidos
foram apresentadas como mediana com intervalo interquartil. Para verificar a
normalidade dos dados foi utilizado o teste Shapiro-Wilk, em seguida, para a
andlise da diferenca entre as medianas das concentracdes dos compostos
analisados foi empregado o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. Para
diferencas significativas consideraram-se os valores de p< 0,05. A analise
descritiva com o fornecimento das frequéncias absolutas e relativas foi
empregada para expressar os resultados da analise de eletroforese em gel
de SDS-PAGE, espectrometria de massa MALDI-TOF e analise protedmica
por LC/MS.
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4- Resultados

4.1- Caracterizacao da populagéo

A mediana da idade do grupo de criangas com TEA foi de 7 anos
(IQR, 6.0 - 7.7) e do grupo controle formado por criangcas neurotipicas
também foi observada mediana de 7 anos (IQR, 6.0 - 8.0). A figura 6 ilustra

a estatistica descritiva.

Estatistica descritiva da faixa etaria dos
grupos de participantes observados

=%
mm
|
1

101

Idade (anos)

(]
|
I

Criangas Criangas
com TEA neurotipicas

Figura 6 - Gréafico Box Plot ilustra a mediana da faixa etaria dos grupos de participantes
avaliados.

4.2- Resultado quantificacdo de proteinas método de Bradford

A mediana da concentracdo de proteina presente em urina do grupo
de criancas com TEA foi de 7.95 mg/mL (IQR, 6.30 - 12.60) e do grupo
controle formado por criangas neurotipicas 24.00 mg/mL (IQR, 13.25 -
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53.35). A andlise de comparacdo entre as medianas da concentracao de
proteina em amostras de urina (mg/mL) dos grupos de participantes
demonstra diferenca estatistica entre criancas com TEA e criancas
neurotipicas. A concentracdo de proteina em amostras de urina do grupo de
criangas neurotipicas € significativamente superior a observada em criangas
com TEA. A figura 7 ilustra a dispersdo dos valores da concentracdo de
proteina nas amostras de urina com respectivos valores de mediana dos
grupos de participantes.

Disperséo dos valores das concentracdes
de proteina em amostras de urina (mg/mL)
dos grupos de participantes observados
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Figura 7 - Gréfico de disperséo das concentracdes de proteina em amostras de urina dos
grupos observados com respectivos valores de mediana. Teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney. Valor de U= 114.50 e p= 0.0014.
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4.3- Separacéo e determinacdo da composi¢cdo de aminoacidos por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

Na analise foram identificadas diferencas intergrupos para oito
aminoacidos. As amostras de urina de criancas com TEA apresentaram
maior concentracdo dos aminoacidos arginina, glicina, leucina e treonina do
que amostras do grupo controle. A concentracdo dos amino&cidos acido
aspartico, alanina, histidina e tirosina em amostras de urina de criangcas com
TEA foi inferior & observada em amostras de urina de criancas neurotipicas.
A figura 8 ilustra o perfil cromatogréafico dos aminoacidos presentes em
amostra de urina de participantes avaliados, a tabela 1 resume o resultado
de todos os aminoacidos observados e a figura 9 demonstra a disperséao das

concentracfes dos aminoacidos com resultados significativos.
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Figura 8 - Cromatograma do perfil de aminoacidos de crianga com TEA e de seu respectivo
controle. Detecgdo em 254nm. Fase moével A (470 mL solu¢do tampéo + 30 mL
de ACN) e fase movel B (400ml ACN + 100pl solugdo de EDTA em pH 8,0).



Tabela 1 - Resultado da separac¢éo e determinagédo da composicdo de aminoacidos por cromatografia liquida de ultra

eficiéncia (CLUE).

Estatistica Descritiva

Teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney

Criangas Criangas Valor de U P valor
S com TEA neurotipicas
Aminoacidos Mediana (IQR) Mediana (IQR)
(mg/mL) (mg/mL)

Acido aspartico
Acido glutamico
Alanina
Arginina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina

Histidina

0.004 (0.002 - 0.009)
0.009 (0.003 - 0.018)
0.016 (0.008 - 0.037)
0.025 (0.011 - 0.036)
0.004 (0.003 - 0.007)
0.010(0.006 - 0.017)
0.038 (0.017 - 0.098)

0.004 (0.003 - 0.011)

0.025 (0.015 - 0.037)
0.010 (0.001 - 0.026)
0.047 (0.029 - 0.065)
0.000 (0.000 - 0.058)
0.001 (0.000 - 0.026)
0.013 (0.007 - 0.025)
0.026 (0.019 - 0.035)

0.101 (0.027 - 0.134)

71.00 < 0.0001
239.00 0.471
140.00 0.008
168.00 0.041
186.00 0.094
195.00 0.1350
167.00 0.039
72.00 < 0.0001

74



75

(continuacéo)

Estatistica Descritiva

Teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney

Criancas Criancas Valor de U P valor
o com TEA neurotipicas
Aminoacidos Mediana (IQR) Mediana (IQR)
(mg/mL) (mg/mL)
Isoleucina 0.003 (0.002 - 0.005) 0.013 (0.000 - 0.016) 192.00 0.120
Leucina 0.024 (0.015 - 0.047) 0.018 (0.006 - 0.030) 168.00 0.041
Lisina 0.017 (0.008 - 0.028) 0.013 (0.007 - 0.020) 220.00 0.302
Metionina 0.002 (0.001 - 0.004) 0.000 (0.000 - 0.020) 218.00 0.286
Prolina 1.226 (0.848 - 1.502) 1.192 (0.532 - 1.431) 205.00 0.192
Serina 0.058 (0.037 - 0.078) 0.052 (0.029 - 0.096) 239.00 0.471
Tirosina 0.017 (0.009 - 0.028) 0.042 (0.021 - 0.066) 127.00 0.0035
Treonina 0.025 (0.009 - 0.0659) 0.000 (0.000 - 0.018) 90.00 0.0002

Nota - IQR = intervalo interquartil
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Figura 9 - Gréficos de dispersao dos valores de aminoécidos identificados em amostras de urina que tiveram valores de p significativos.

Nota - B Criangas neureotipicas ‘ Criangas com TEA
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4.4- Determinacdo de creatinina método cinético da reacéo de Jaffé

A mediana da concentracdo de creatinina urinaria encontrada no
grupo de criancas com TEA foi de 0.68 mg/mL (IQR, 0.54 - 0.95) e no grupo
controle formado por criangas neurotipicas 0.84 mg/mL (IQR, 0.64 - 1.01). A
analise das medianas da concentracdo de creatinina em urina (mg/mL) dos
grupos de participantes ndo demonstrou diferenca estatistica. A figura 10
llustra a dispersao dos valores das concentracdes de creatinina nas
amostras de urina e mediana dos grupos de participantes.

Disperséao dos valores das concentracdes
de creatinina em amostras de urina (mg/mL)
dos grupos de participantes observados
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Figura 10 - Gréfico de disperséo das concentracdes de creatinina em amostras de urina dos
grupos observados com respectivos valores de mediana. Teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney. Valor de U= 187.50 e p = 0.1004.
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4.5- Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Em amostras de urina do grupo controle constituido por criancas
neurotipicas foi identificado o maior numero de bandas (n=77) quando
comparado com amostras do grupo de criangcas com TEA (n=54). A figura 11
ilustra o numero de bandas identificadas nas amostras de urina dos grupos

observados.

Total de bandas identificadas em amostras de urina
dos grupos de participantes observados por
método de eletroforese SDS-PAGE
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Figura 11 - Gréfico de barras ilustra a quantidade de bandas identificada em amostras
de urina dos grupos de participantes observados por método de eletroforese
SDS-PAGE.

Em relacdo ao peso molecular das bandas identificadas no grupo de
criangas com TEA (46%) ocorreu uma predominancia de bandas com peso

molecular na faixa de < 250 kDa a = 150 kDa e no grupo controle
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constituido por criangas neurotipicas ocorreu maior concentracdo de bandas
(31%) com peso molecular na faixa de < 150 kDa a 2100 kDa. A figura 12
ilustra a frequéncia das bandas em amostras de urina de acordo com 0 peso

molecular.

Frequéncia de bandas identificadas nas amostras
de urina dos grupos de participantes observados de
acordo com peso molecular (kDa)
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Figura 12 - Gréfico de barras empilhadas ilustra a frequéncia das bandas identificadas em
amostras de urina dos grupos de participantes observados por método de
eletroforese SDS- PAGE de acordo com peso molecular.

A maioria das bandas identificada é especifica para cada grupo de
participantes, mas algumas estavam presentes nos dois grupos. O resultado

demonstra trinta e cinco bandas especificas para criancas com TEA,
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cinquenta e oito para criangas neurotipicas e dezenove eram comum para 0s
dois grupos. A figura 13 ilustra a distribuicio das bandas em seus

respectivos grupos onde foram identificadas.

Numero de bandas identificadas em amostras de
urina por método de eletroforese SDS-PAGE
distribuidas de acordo com o grupo de participantes

que foram detectadas
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Bandas especificas p/ Bandas especificas p/ Bandas comum para
criangas com TEA  criangas neurotipicas todos os grupos

Figura 13 - Gréfico de barras ilustra a distribuicdo das bandas identificadas em amostras de
urina por método de eletroforese SDS-PAGE de acordo com o grupo de
participantes que foram detectadas.

Apesar do grande numero de bandas detectadas apenas duas
apresentaram frequéncia significativa. Elas estavam presentes nos dois
grupos de participantes com frequéncia distinta. A banda de peso molecular
de 10kDa teve maior frequéncia em amostras de urina de criancas
neurotipicas e a banda de 250kDa em amostras de urina do grupo de
criangas com TEA. A figura 14 ilustra os géis de SDS- PAGE da urina de
criancas com TEA e criangas neurotipicas corados em solugcdo de
Coomassie Blue R-25, e a figura 15 descreve a frequéncia das bandas 10

KDa e 250 kDa nos grupos observados.



Figura 14 - Gel de SDS-PAGE de urina de grupo formado por criancas com TEA e

criangas neurotipicas corado por imersao em solugcao de Coomassie Blue R-

250. Nessa figura podem ser observadas as bandas com peso molecular de
10 kDa e 250 kDa.

Nota - A= Crianga com TEA / C= Criancas neurotipica/ PM= Padréo molecular

81
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Frequéncia das bandas 10 kDa e 250kDa
identificadas por método de eletroforese SDS-
PAGE em amostras de urina dos participantes

observados
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Figura 15 - Gréfico de barras ilustra a frequéncia das bandas de peso molecular de 10 kDa
e 250 kDa identificadas por método de eletroforese SDS- PAGE nas amostras
de urina dos grupos de participantes avaliados.

Apbs identificacdo das bandas com maior frequéncia, foi realizada
uma busca nas bases de dados PubMed, Web of Science e Scopus com o
objetivo de identificar resumos de artigos ou artigos que relatassem uma

possivel relacdo entre TEA e proteinas com peso molecular de 10 kDa e 250
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kDa. Os termos de pesquisa incluiram: urine, protein, 10 kDa, 250 kDa,
autism, autism spectrum disorder e SDA. Nas bases de dados nao foram
identificadas informacdes cientificas sobre composto proteico com peso
molecular de 10 kDa, presente em urina, que tenha relagdo com TEA. A
fibronectina plasmatica (FN) foi identificada como possivel composto
proteico com peso molecular de 250 kDa. A figura 16 ilustra a estrutura da
FN plasméatica e seus dominios de ligacdo e a figura 17 demonstra a

estrutura quimica da FN1.
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Figura 16 - Estrutura quimica da fibronectina plasmatica e seus dominios de ligacdo com

diferentes compostos.

Fonte - https://commons.wikimedia.org/wiki/File:The_Modular_Structure_of Fibronectin_
and_its_Binding_Domains.png

Figura 17- Estrutura quimica da fibronectina I.

Fonte: Por Emw - Obra do préprio, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia .org/w/index.
php?curid=8814287
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4.6- Andlise por espectrometria de massa com ionizagdo por dessor¢ao
a laser e analise por tempo de vé6o (MALDI-TOF)

A analise identificou em amostras de urina do grupo de criancas com
TEA (n=23) maior nimero de espectros do que em amostras do grupo
controle (n=9). A figura 18 ilustra o nimero de espectros identificado nas

amostras de urina dos grupos observados.

Numero de espectros de massas identificados em
amostras de urina dos grupos de participantes
observados por método de espectrometria
de massa MALDI-TOF

25

20

15

10

NUmero espectros de massas

Criangas com TEA Criangas neurotipicas

Figura 18 - Gréfico de barras ilustra 0 nimero de espectros de massas identificado em
amostras de urina dos grupos de participantes observados por método de
espectrometria de massa MALDI-TOF.

Da mesma forma que ocorreu na analise por eletroforese SDS-
PAGE, a maioria dos espectros identificada é especifica para cada grupo de
participantes. Um total de dois espectros foi detectado em ambos 0s grupos.
A figura 19 ilustra a distribuicdo dos espectros em seus respectivos grupos

onde foram identificados.



85

NUmero de espectros de massas identificados em
amostras de urina por método de analise de
espectrometria de massa MALDI-TOF distribuidos
de acordo com o grupo de participantes que
foram detectados
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especificos p/ criangas com  especificos p/ criangas comum para todos 0s
TEA neurotipicas grupos

Figura 19 - Gréfico de barras ilustra o nimero de espectros de massas identificado em
urina por método de analise por espectrometria de massa MALDI-TO
distribuidos de acordo com o grupo de participantes que foram observados.

Os espectros com massa de 654 Da e 1911Da foram identificados
em todos 0s grupos de participantes com frequéncia significativa. O espectro
de massa 654 Da apresentou maior frequéncia nas amostras de urina do
grupo controle e o espectro de 1911 Da em amostras de criancas com TEA.
A figura 20 ilustra a frequéncia dos espectros de maior relevancia

identificados nas amostras de urina dos grupos de participantes.
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Frequéncia dos espectros de massa de maior
relevancia identificados em amostras de urina
dos grupos de participantes por método de
andlise por espectrometria de massa MALDI-TOF
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% frequéncia de espectros de massas
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Espectro Massa = 654 Da Espectro Massa = 1911 Da

B Criangas com TEA OCriangas neurotipicas

Figura 20 - Gréfico de barras ilustra frequéncia dos espectros de massas com maior
relevancia identificados em amostras de urina dos grupos de participantes por
meétodo de analise de espectrometria de massa MALDI-TOF.

Apbés a determinacdo dos espectros de maior relevancia, foi
realizada pesquisa nos bancos de dados sobre metabdlitos humanos HMDB
(The Human Metabolome Database) e METLIN com o objetivo de identificar
0S possiveis compostos dos espectros de maior relevancia. O quadro 5
apresenta de forma resumida o resultado obtido. A figura 21 ilustra a

estrutura quimica dos metabolitos sugeridos pelos bancos de dados.
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Quadro 5 - Compostos identificados em bancos de dados a partir do peso
molecular dos espectros de maior frequéncia em amostras de urina dos

grupos de participantes observados.

Coproporfirina Il HMDBO0000611 C*H*®N*0® 654
Coproporfirina IV HMDBO0000644 C*H*®N*0® 654
Gangliosideo GT2 (d18:0/14:0) HMDB0012023 | CgH150N4Osr | 1911

o) OH

Coproporfirina IV
654 Da

654 Da

Gangliosideo GT2
1911 Da

Figura 21 - Estrutura quimica dos metabolitos sugeridos pelos bancos de dados.

Fonte - <www.hmdb.ca/>. Acesso em: 20/04/2018.

4.7- Andlise protebmica por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS)

HO o
CH,
HFE /


http://www.hmdb.ca/
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A analise protedmica identificou o espectro de 1911 Da como sendo
fragmento da glicoproteina uromodulina. Nesse experimento também foram
identificados mais dois fragmentos de uromodulina em amostras de urina de
criancas com TEA e um fragmento encontrado em amostras do grupo

controle com frequéncia e peso molecular distintos.

A massa de 654 Da nao foi identificada por esse método. O quadro 6
resume O resultado da analise. As figuras 22, 23, 24 e 25 ilustram os
espectros de massas representativos, confirmando a identidade dos
peptideos e os quadros de ions fragmentados.

Quadro 6 - Compostos identificados a partir da analise protedmica e suas

respectivas frequéncias em amostras de urina dos grupos de participantes

observados.

Uromodulina | 981.59 VLNLGPITR 0% 4%
Uromodulina | 1679.96 VIDQSRVLNLGPITR 18% 0%
Uromodulina | 1767.00 SVIDQSRVLNLGPITR 14% 0%

Uromodulina | 1911.05 | SGSVIDQSRVLNLGPITR 7% 14%




Intensity (%) vi|§[n[e[pz[T[R

89

b3 Y5 Ye Y7
3
b y b bs
Y1 2 '
SN 1 T T
T T T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800
ST T T Gy PR B
2l 1 | |
T T T T T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800
£ b bHO BNH3 bQY) Seq  y  yHO yNH3 y@H) #
1 100.08 8207 8305 5054 Vv 9
2 | 21315 | 19515 | 196.13 | 107.08 L 883.54 86553 | 866.51 @ 44227 8
3132723 30919 | 31018 | 164.10 N 77049 | 75244 | 75342 38573 | 7
444034 | 42228 | 42326 220.64 L 656.48 63840 & 639.38 32870 6
5149724 47930 48028 @ 249.15 G 54330 | 52531 | 52630 27216 | 5
6 5436 57635 5733 29768 P | 48630 4830 4928 24366 4
7 045 604 604 342 1 3025 JIM | N2 155 3
8 | 80849 79048 79147 @ 404.75 T 276.15 25816 | 259.16 13858 2
9 R 17512 15711 | 15809 8806 1
©0.2 0.2
)
. [ |
0 [ ]
LILJ 00 “n [ . x
'0.2 | RN L A L I AL I B I R | '0.2
00 20 30 40 50 60 700 80 Mz

Figura 22 - Espectrometria de massas do tipo ESI-IT-TOF confirmando a identidade do
fragmento de uromodulina VLNLGPITR com peso molecular de 981.597 Da
como também o quadro de ions fragmentados.
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Figura 23 - Espectrometria de massas do tipo ESI-IT-TOF confirmando a identidade do

fragmento de uromodulina VIDQSRVLNLGPITR com peso molecular de

1679.968 Da como também o quadro de ions fragmentados.
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Figura 24 - Espectrometria de massas do tipo ESI-IT-TOF confirmando a identidade do
fragmento de uromodulina SVIDQSRVLNLGPITR com peso molecular de
1767.000 Da como também o quadro de ions fragmentados.
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Figura 25 - Espectrometria de massas do tipo ESI-IT-TOF confirmando a identidade do
fragmento de uromodulina SGSVIDQSRVLNLGPITR com peso molecular de
1911.053 Da como também o quadro de ions fragmentados.
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5- Discussao

Nos primeiros estudos sobre a composicdo da urina de autistas,
foram identificados compostos de origem proteica e padroes
cromatograficos especificos de compostos comecaram a ser detectados
(Gilberg, Trygstad, Foss (1982). Alguns grupos de pesquisa observaram
elevada concentracdo de proteinas em urina de criancas com TEA e
correlacionaram com severidade do quadro clinico (Reichelt et al., 1981;
Reichelt et al., 2012). A partir dessas constata¢fes varios estudos foram
feitos a cerca da composicdo de compostos de origem proteica. Estes
compostos foram inicialmente designados como "oligopeptideos” (Reichelt
et al., 1997).

Em nosso trabalho a concentracéo de proteina do grupo de criancas
com TEA foi estatisticamente inferior ao grupo controle constituido por
criangas neurotipicas. O resultado pode estar associado ao fato de que uma
grande parte da populacdo de criancas com TEA possui um padréo
alimentar restrito. Estudos indicaram correlacéo direta entre dieta pobre em
proteinas de elevado valor bioldgico e vitaminas do complexo B com baixos
niveis de aminoacidos em fluidos corpéreos de criancas com TEA (Arnold et
al., 2003; Katuzna-Czaplinska, Michalska, Rynkowski, 2011).

Existem poucos estudos publicados sobre a adequacdo do consumo
de nutrientes de individuos com TEA ou pesquisas que compararam a
ingestao com grupo controle. Os resultados dos trabalhos sédo conflitantes e
isso dificulta a definicdo do padrao alimentar ou uma tendéncia de consumo
de alimentos especificos do transtorno. Uma das razGes para ndo ser
possivel definir um padrdo alimentar para individuos com TEA esta
relacionada a elevada prevaléncia (30% a 90%) de comportamentos
inadequados concatenados a alimentacdo. De acordo com literatura o0s
comportamentos mais frequentes sdo escolha de uma variedade limitada de
alimentos, recusa constante de alimentos e atitudes de indisciplina durante

as refeicbes (crises de choro, agitacdo, agressividade, autoagressdo e
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comportamento disruptivo) (Munk & Repp, 1994; Field, Garland, Williams,
2003; Ahearn et al., 2011; Ranjan & Nasser, 2015).

As anormalidades comportamentais relacionadas a alimentacao
provavelmente estdo associadas aos disturbios centrais do TEA. O déficit de
interacdo social somado a falta de maturidade para a interacdo social e
modelos adequados de comportamentos para as refeicdes podem dificultar o
aprendizado de criancas com TEA em diversas atividades, por exemplo,
comer com utensilios apropriados. Muitos individuos com TEA néao
desenvolvem habilidades de comunicacdo. Esse fato os impede de
expressar suas necessidades como fome, saciedade, preferéncias

alimentares e desconforto apés as refeicdes (Lukens & Linscheid, 2008).

O comportamento repetitivo e o interesse restrito podem ter um
papel importante na seletividade dietética. As pessoas com TEA por serem
resistentes a novas experiéncias provavelmente transferem esse mesmo
padréo para a inclusédo de novos alimentos (Herdon et al., 2009; Ranjan &
Nasser, 2015).

Outro fato que também limita o consumo de alimentos é a elevada
prevaléncia de sintomas sensoriais em pessoas com TEA (de 69% a 93%)
(Baranek et al., 2006; Billstedt et al., 2007; Leekam et al., 2007; Klintwall et
al., 2011). Os principais problemas de modulag&o sensorial expressam como
hiper e / ou hipossensibilidade. Tais problemas tém um impacto no
desenvolvimento do individuo e na capacidade de realizar atividades da vida
diaria como comer (Mayes & Calhoun, 1999; Talay-Ongan & Wood, 2000;
Watling, Deitz, White, 2001; Rogers, Hepburn, Wehner, 2003; Baranek et al.,
2006; Leekam et al., 2007).

A refeicdo é uma experiéncia sensorial complexa que consiste nos
alimentos com sua aparéncia, odores, texturas e sabores, bem como a
presenca de outras pessoas, incluindo o componente auditivo de suas

conversas. A hipersensibilidade oral € mais frequente em criangas com TEA
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do que em criangas com desenvolvimento tipico (Watling, Deitz, White,
2001; Rogers, Hepburn, Wehner, 2003; Leekam et al., 2007).

N&o se pode descartar a hipétese de que a baixa concentracdo de
proteinas presente em amostras de urina de criangcas com TEA pode estar
relacionada com a digestdo inadequada de proteina dietética causada
principalmente por deficiéncia de enzimas. Essa hipétese ndo apresenta
provas diretas, mas alguns resultados de pesquisas dao sustentacdo para a

mesma.

Horvath et al. (1999) identificaram atividade reduzida de véarias
enzimas digestivas sacaroliticas em criancas com TEA e que manifestavam
sintomas gastrointestinais. No mesmo estudo a caracterizacdo da parte
superior do trato digestério revelou diminuicdo da atividade de uma ou mais
dissacaridases ou amilase em 58,3% das criancas com TEA em comparacao

com controles neurotipicos.

A identificacdo de peptideos de origem alimentar (principalmente
derivados do leite e trigo), ricos em prolina, em amostras de urina de
criangas com TEA conduziu a conclusdo de que uma das enzimas deficitaria
em individuos com TEA é a dipeptidil peptidase IV (DPPIV) (Shanahan et al.,
2000). Essa enzima pertence a familia das serina proteases, é uma
aminopeptidase com alta especificidade, crucial para a hidrolise de
peptideos pequenos e que possuem na penultima posicdo do N-terminal o
aminoécido prolina ou alanina em di-e-tripeptideos para serem transportados
pela parede intestinal (Durinx et al., 2000; Do et al., 2014).

Watanabe et al. (1993) observaram elevada excrecao de peptideos,
que continham o amino&cido prolina em sua estrutura, em amostras de urina
de ratos com deficiéncia de DPPIV . Essa enzima se expressa em diferentes
células em varias espécies de mamiferos, foi identificada na superficie
celular de tecidos envolvidos na mobilizacdo de pequenos peptideos como
0S que estdo na borda em escova do intestino, nas membranas caniculares
de formacédo da bile no figado e do cortex renal, na superficie de células T-

helper e outras de origem hematopoiética (Durinx et al., 2000).
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A DPPIV desempenha um papel fundamental na modificagéo,
processamento e / ou inativacdo de peptideos como peptideos com funcao
de hormoénio, vérias citocinas, quimiocinas, neuropeptideos e fatores de
crescimento (Mentlein, 1999; Cohen, Fruitier-Arnadin, Piot, 2004).

Apesar de nao ser citada em estudos a deficiéncia de prolil
oligopeptidase (POP) pode estar relacionada ao TEA. Essa enzima pertence
a mesma familia da enzima DPPIV, possui alta especificidade para
peptideos pequenos que contenham na regido do C-terminal o aminoacido
prolina (Garcia-Horsman, Mannistd, Venaldinen, 2007). Em humanos, a
atividade de POP medida em fluidos corporais (sangue, fluido seminal,
préstata) € muito menor do que em tecidos (Orlowski et al., 1979; Yoshimoto
et al., 1979; Taylor et al., 1980; Goossens et al., 1996).

Nos mamiferos, a atividade da POP foi detectada em diversos
orgdos e tecidos. Em ratos, alguns estudos indicam que a maior atividade
enzimatica é encontrada no cérebro, com quantidades decrescentes no
figado, coracao, rins, baco, e pulmdes (Yoshimoto et al., 1979; Taylor et al.,
1980). Existem poucos estudos sobre a distribuicdo da POP no SNC. Em
humanos, a maior atividade da POP foi encontrada no coértex cerebral e
menor no cerebelo (Kato et al.,, 1980; Irazusta et al., 2002). Atividade
considerada moderada foi identificada no estriado, no hipotdlamo, no
hipocampo e na amigdala. Alteracdo na concentracdo plasmatica de POP
esta relacionada com doencas psiquiatricas. Pesquisas relatam que
individuos com depressdo maior, depressao melancélica apresentam baixa
atividade da POP no plasma, inversamente pacientes maniacos e
esquizofrénicos demonstraram maior atividade no plasma (Garcia-Horsman,

Mannistd, Venalainen, 2007).

Algumas pesquisas descreveram que a introdugcdo de uma dieta
isenta de leite e trigo no tratamento de criancas com TEA contribuiu para a
melhora de sintomas comportamentais, bem como reducgao significativa da
excrecdo de peptideos em urina (Lucarelli et al.,1995, Reichelt et al., 1997,
knivsberg et al., 2002; Hsu et al., 2009; Whiteley et al., 2010).
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A digesté@o de proteinas também pode ser modificada por deficiéncia
da producéo de gastrina que € responsavel pela secrecéo de acido cloridrico
e pepsinogénio como também alteragcdes na producédo de colecistoquinina.
Horvath et al. (1999) demonstraram que a estimulagdo do pancreas de
individuos com TEA por meio de administragdo intravenosa de secretina,
produz maior excrecdo de fluido pancreatico em comparacdo com controles

saudaveis.

Os autores levantaram a hipétese de que a resposta hipersecretora
pode ser devido a auséncia de estimulacdo regular de secretina no
pancreas. No entanto, essa resposta também pode ser devida a insuficiéncia
pancreatica cronica, jA que o aumento do deébito pancreatico-biliar foi
observado em pacientes com insuficiéncia pancreatica exdcrina (Johansson,
Schmidt, Hellstrom, 1992). Embora este estudo nao tenha encontrado
evidéncias de insuficiéncia pancreatica em criancas com TEA, eles
observaram hipertrofia e hiperplasia das células de Paneth. Essas alteracdes
celulares também foram observadas em hamsters apds ligadura do ducto
pancreatico e pacientes com pancreatite cronica (Balas et al., 1980;
Senegas-Balas et al., 1982).

A deficiéncia enzimética pode ter multiplos mecanismos. O primeiro
€ a deficiéncia genética da producdo de enzimas que clivam as exorfinas.
Inicialmente a deficiéncia de uma Unica enzima € suficiente para
desencadear o quadro de elevada concentracdo de peptideos. Essa
condicao pode contribuir para a ocorréncia de deficiéncia de outras enzimas,
uma vez que peptideos sdo bons inibidores de proteases (Seim & Reichelt,
1995; Reichelt & Knivsberg, 2003; Sanctuary et al., 2018). Asano, Nio e
Ariyoshi (1991) demonstraram que fragmentos sintéticos de B-casomorfina

humana inibe a atividade da prolil oligopeptidase.

Alteracbes genéticas de funcbes bioldgicas que interferem na
producdo das enzimas também podem contribuir para o quadro de
hiperpeptidaria, hiperpeptidemia e baixa concentracdo de proteina em

fluidos corpodreos. Outra disfuncdo que pode estar associada é o aumento da
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producédo de peptideos enddgenos observado em individuos com TEA (ex.
elevada producado de B-endorfina, encefalinas, neuropeptideos e peptideos
precursores da ocitocina). Essa condicdo pode limitar a quebra de peptideos
opioides de origem alimentar e enddgena, pois como citado anteriormente 0s
peptideos sdo excelentes inibidores de proteases (Reichelt & Knivsberg,
2003).

Os quadros de inflamacéo intestinal também podem contribuir para a
reducdo da producédo de enzimas. Smith e Phillips (1990) relataram em seu
estudo a redugcdo da capacidade de expressao da enzima DPPIV dos
enterdécitos de criancas acometidas por doenca celiaca.

As reacOes autoimunes podem produzir anticorpos que inibem as
funcbes de enzimas. Jarmotowska et al. (2007) descreveram menor
atividade da enzima DPPIV em criancas que sofrem de sintomas de
dermatite atépica comparado com grupo controle formado por criancas
saudaveis, sem sintomas de alergia. Finalmente, agentes infecciosos,
possivelmente presentes na microbiota intestinal, podem produzir
substancias que inibem a atividade de enzimas (Reichelt & Knivsberg, 2003;
Sanctuary et al.,, 2018). Estudos relataram que antigenos de agentes
infecciosos e peptideos providos da dieta podem se ligar as enzimas de
tecidos e formarem autoanticorpos (Vojdani et al, 2002; 2003; 2004).

Alteracdes na concentracdo de aminoacidos em fluidos corpéreos
também podem ser sintomas de pertubacbes na digestdo de proteinas.
Arnold et al. (2003) constataram que criancas com TEA que consomem dieta
restrita (isenta de gliten e caseina) e criancas com TEA que consomem
dieta irrestrita apresentavam deficiéncia de aminoacidos essenciais. Adams
et al. (2011) encontraram nivel reduzido de isoleucina, fenilalanina, triptofano
e taurina em plasma de criangcas com TEA quando comparado com nivel
plasmatico de criancas neurotipicas; eles hipotetizaram que esse fato esta
associado a digestédo deficiente de proteinas, pois o nivel de grande parte
dos aminoacidos essenciais em amostras de plasma era equivalente entre

criangas com TEA e neurotipicas.
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Em nosso trabalho o resultado da analise do perfil de amino&cidos
demonstra elevada concentracdo dos aminoacidos arginina, glicina, leucina
e treonina em amostras de urina de criancas com TEA quando comparadas

com amostras de urina do grupo controle.

A arginina € um aminoacido proteinogénico semi-essencial
amplamente distribuido no cérebro e estd envolvido na producdo de vérias
moléculas bioativas como, por exemplo, oxido nitrico e L- citrulina pela
enzima Oxido nitrico sintase, L- ornitina e ureia pela enzima arginase e
agmatina pela enzima arginina descarboxilase. (Rose 1938; Moncada &
Higgs, 1993; Wu & Morris, 1998; Morris, 2002).

A arginina e oOxido nitrico (NO) atuam no sistema cardiovascular
como moléculas antiaterogénicas endbégenas que protegem o endotélio,
modulam a vasodilatacdo e interagem com a parede vascular e com as
células sanguineas circulantes (Boger, Bode-Bdger, Frolich, 1996; Cooke &
Dzau, 1997; Cooke, 2004; Li, Everson, Smart, 2006; Napoli et al., 2006).
Juntos, agem no cérebro como neurotransmissores noradrenérgicos néo-
colinérgicos e também atuam sobre as funcdes de aprendizagem e memoria,
plasticidade sinaptica e neuroprotecdo (Bohme et al., 1993; Paakkari &
Lindsberg, 1995). Eles também influenciam o sistema imunoldgico,
desempenhando um papel fundamental na regulacdo dos processos
inflamatorios e do estresse redox; modulam o metabolismo da glicose e a
atividade da insulina; e regulam a neurogénese. (Potenza, Nacci, Mitolo-
Chieppa, 2001; Jobgen et al., 2006).

Acredita-se que a arginina em excesso pode induzir ao estresse
oxidativo via producédo de NO (Delwing et al., 2008). A elevada concentracéo
de NO foi observada em plasma de criancas com TEA (Zoroglu et al., 2003).
Estudos sobre a concentracdo de arginina em fluidos corporeos de
individuos com TEA apresentam resultados controversos. Kuwabara et al.
(2013) identificaram elevada concentracdo de arginina em amostras de
plasma de individuos com TEA quando comparadas com grupo controle.

Shimura et al. (2011) néo identificaram alteracdo na concentragéo
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plasmatica de arginina em criangas com TEA. Anwar et al. (2018)
observaram uma reducédo do clearance renal de arginina em criancas com
TEA.

Por outro lado, estudos demonstram uma relagcéo entre transtornos
psiquiatricos e doencas neurodegenerativas e concentracdo de arginina em
fluidos corporeos. Liu et al. (2016) identificaram em estudo post-mortem
concentracdo alterada de arginina e seus principais metabdlitos L -citrulina, L
ornitina e agmatina em amostras de matéria cinzenta do coértex frontal
esquerdo de pacientes esquizofrénicos quando comparadas com amostras
do grupo controle. Salvatore et al. (2011) em estudo clinico observaram
aumento da producdo de hormdnio de crescimento em 53% de pacientes
com diagnéstico de doenca de Huntington apés tratamento com infusédo de

arginina.

A natureza precisa da relacdo entre arginina e estresse oxidativo
em distlrbios neuropsiquiatricos ndo € clara; no entanto, os genes de
suscetibilidade comuns para TEA e esquizofrenia, TCF4 e NOS1, foram
sugeridos como participantes na via da arginina-NO (O’Donovan et al., 2008;

Kim et al., 2009; Talkowski et al., 2012) .

7

A glicina € um importante neurotransmissor inibitério do SNC de
mamiferos. A acdo da glicina € mediada por receptores ionotrépicos da
familia de receptores nicotinicos de acetilcolina que contém um poro
seletivo ao ion cloreto (Spencer, Wenthold, Baker, 1989). Ela atua como
transmissor inibitério pos-sinaptico predominantemente na medula
espinhal e no tronco encefélico e exibe também uma acdo excitatoria
como co-agonista do receptor NMDA ativado por glutamato modulando
sua atividade particularmente no cortex e prosencéfalo. Esse aminoacido
esté envolvido na locomocéao, audi¢do e fungdes cognitivas que podem ser
importantes durante o rapido periodo de crescimento do cérebro (Hunter,
Doi, Wenthold, 1992; Thiels, Barrionuevo, Berger, 1994; Aragon & Lopez-
Corcuera, 2003; Lynch, 2004).
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A glicina € um aminoacido ndo essencial que pode ser produzida a
partir do aminoacido serina, por intermédio da acdo da enzima serina -
hidroximetil - transferase ou da conversdo da colina em sarcosina que,

posteriormente, € metabolizada em glicina pela enzima sarcosina-

desidrogenase (Danysz & Parsons, 1998).

A degradacéo da glicina se inicia com a sua conversao para piruvato
e posteriormente em serina pela enzima serina — hidroximetil - transferase.
Essa enzima usa N5, N10 - metileno - tetra - hidrofolato (N5, N10 - metileno -
THF) como um doador de carbono. O grupo metileno dos cofatores N5, N10
- metileno - THF é obtido de uma segunda glicina, que é catalisada pelo
sistema de clivagem da glicina. Essa enzima € um complexo multiproteico
gue se parece com a piruvato - desidrogenase. O sistema de clivagem da
glicina é o mediador mais importante da via de degradacédo da glicina em
tecidos de mamiferos. Uma deficiéncia hereditaria nesse sistema causa a
doenca hiperglicinemia ndo cetotica, caracterizada por deficiéncia mental e

acumulo de glicina em fluidos corporais (Voet, Voet, Pratt, 2014).

Durante a vida intrauterina e pds-natal o cérebro humano sofre
dois periodos de mudancas. O primeiro periodo ocorre no inicio da
gravidez e é caracterizado pela proliferacdo consideravel de neuroblastos.
O segundo periodo comeca durante o ultimo periodo de gestacdo e
permanece até o periodo pds-natal. Esse periodo € determinado pela
expansao do tecido glial, da rede dendritica e das sinapses (Herschkowitz,
1988). H& evidéncias de que a transmissao glicinérgica modula a
maturacdo dos dendritos durante o desenvolvimento (Sanes & Choski,
1992).

Um segundo aspecto que deve ser ressaltado é que os receptores
de neurotransmissores passam por um desenvolvimento funcional durante
a vida fetal e pos-natal, o que torna o cérebro seletivamente imaturo e
vulneravel a superestimulacdo dos receptores de neurotransmissores
(Johnston, 1995). Dessa forma, um aumento da concentracdo de glicina no

cérebro pode influenciar o desenvolvimento durante o periodo perinatal
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(Boehm et al., 1998). Outro fator importante que reforca essa hipotese é
que a glicina em conjunto com GABA despolarizam o0s potenciais de
membrana e atuam como neurotransmissores excitatorios durante o inicio
do desenvolvimento. Eles passam de neurotransmissores excitatorios para

inibidores apds nascimento e durante a maturacéo (Zheng et al., 2017).

Comparado com grupo controle de individuos saudéaveis, o nivel de
glicina no plasma e soro de sujeitos com TEA foi relatado como inalterado
(Shinohe et al., 2006; Tirouvanziam et al., 2012). O resultado de nossa
pesquisa é semelhante aos obtidos por Nadal-Desbarats et al. (2014) e Noto
et al. (2014) que identificaram elevada concentragéo de glicina em amostras
de urina de individuos com TEA quando comparadas com amostras de

grupo controle.

A treonina é um aminoacido essencial para seres humanos,
desempenha funcdo de importante residuo para formacdo de diversas
proteinas, como esmalte dentério, colageno e elastina. Ele & abundante no
plasma humano, principalmente em recém-nascidos (Braverman, Pfeiffer,
Blum, 2003; Rydon, 2016).

Esse aminoacido também desempenha funcéo de imunoestimulante,
promove o crescimento do timo e desempenha papel importante na defesa
imunoldgica celular do intestino (Braverman, Pfeiffer, Blum, 2003). A treonina
€ um componente da producdo de mucina intestinal e da y-globulina
plasmatica em animais (Kim et al., 2007). Através da sintese de proteinas e
mecanismos de sinalizacdo celular, a adicdo de treonina em meios de
cultura previne a apoptose, estimula o crescimento celular e promove a
producdo de anticorpos em linfocitos B (Duval et al., 1991). Estudos de
alimentacdo animal indicam que mudancas nos componentes do sistema
imunoldgico sdo sensiveis a ingestao dietética de treonina (Li et al., 1999;
Dong et al., 2017). A treonina também participa do metabolismo da porfirina
e da gordura como também previne o acumulo de gordura no figado (Singh,
Swaroop, Misra, 1979; Rydon, 2016; Jiang et al., 2017)



104

A treonina pode ser convertida diretamente em glicina. Essa reagao
€ catalisada pela enzima serina - hidroximetil-transferase, a mesma enzima
que adiciona um grupo hodroximetila a glicina para produzir serina. Na
reagdo glicina — serina, a ligagdo C, —H do aminoé&cido é clivada, e a
ligacdo C,4 - Cg € formada. Diferentemente, a degradagdo da treonina a
glicina pela serina - hidroximetil - transferase atua no sentido inverso,

comegando com a clivagem da ligagéo Cq4 - Cg (Voet, Voet, Pratt, 2014).

O excesso de treonina na dieta resulta em niveis aumentados de
varios amino&cidos ndo essenciais, especialmente glicina e serina, devido a
estreita relacdo de seu metabolismo com a treonina (Block & Harper, 1991,
Castagné et al., 1993). Teoricamente, elevadas concentracdes plasmaticas
de treonina podem diminuir a entrada de outros aminoacidos neutros
através da competicdo por meio dos sistemas de transporte na barreira
hematoencefalica (Christensen, 1990; Smith, 1988). O catabolismo de
treonina em mamiferos parece ser devido principalmente (70-80%) a
atividade da treonina desidrogenase (EC 1.1.1.103) que oxida a treonina
para 2-amino-3-oxobutirato, que forma glicina e acetil CoA, enquanto a
treonina desidratase ( EC 4.2.1.16) que cataboliza a treonina em 2-
oxobutirato e amonia, € significativamente menos ativa (Hammer, Rogers,
Freeland, 1996) .

A correlacdo positiva entre as concentracdes de treonina e glicina
no cérebro indica uma conversdo de treonina em glicina. Concentracdes
elevadas de treonina plasmatica devem, portanto, exercer efeitos sobre o
sistema neurotransmissor glicinérgico do cérebro. Em estudos nédo foi
identificada correlacdo entre a concentracdo de treonina e glicina no
figado, musculo ou plasma, o que pode indicar um metabolismo de
treonina diferente e / ou uma utilizacdo diferente de glicina no cérebro em

comparagao com 0s outros tecidos periféricos (Boehm et al., 1998).

A deficiéncia grave de treonina causa disfuncdo neuroldgica e

claudicagdo em animais experimentais. Este aminoacido tem sido til no
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tratamento de distarbios de espasticidade genética e esclerose multipla (Lee
et al., 1990; Hauser et al., 1992).

Pesquisas anteriores obtiveram resultados diferentes do nosso
trabalho, Tirouvanziam et al. (2011) e Bala et al. (2016) observaram baixa
concentracdo de treonina em plasma de individuos com TEA e Evans et al.
(2008) relataram baixa concentracdo desse aminoacido em urina de pessoas
com TEA. A discrepancia dos resultados pode estar relacionada ao fato de
gue nos estudos citados os grupos de participantes eram compostos por
individuos do sexo feminino e masculino com faixa etaria que contemplavam
idades em diferentes estagios do desenvolvimento. Nossa pesquisa teve
maior controle sobre os grupos de participantes. Foi definida a participacao
apenas de individuos do sexo masculino pelo motivo de que o TEA se
expressa de forma diferente entre os sexos como também foram recrutados
apenas participantes com até dez anos devido as mudancas neurologicas

gue ocorrem na puberdade.

A leucina desenvolve dois papéis importantes no SNC: participa na
regulacdo da sinalizacdo dos receptores de rapamicina de mamiferos
(mTOR) e alostericamente regula a atividade de algumas enzimas. Ela pode
contribuir para a producao de glutamato e glutamina doando grupo amino na
reacdo de transaminacdo. Em adicdo exerce funcdo regulatéria no
metabolismo do glutamato. Em elevada concentracdo, a leucina
alostericamente ativa as duas isoformas de glutamato desidrogenase
expressas no cérebro humano. A glutamato desidrogenase 1 (GLDH1) e
glutamato desidrogenase 2 (GLDH2), contudo a leucina apresenta maior
influéncia sobre a isoforma GLDH2 (Murin & Hamprecht, 2008, 2009). A
GLDH1 é amplamente expressa no cérebro humano, enquanto a GLDH2
esta confinada aos astrécitos. A expressdao de GLDH2 em astrocitos
aumenta potencialmente a oxidac&o do glutamato e suporta o ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) durante processos que demandam energia, como a
sinalizacdo glutamatérgica de alta intensidade (Plaitakis, Metaxari,
Shashidharan, 2000; Plaitakis et al., 2003, Nissen et al., 2017).
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lgualmente a baixa concentragdo de leucina, atua sinergicamente
com ADP na ativacdo da glutamato desidrogenase. Por consequéncia, a
ativacdo alostérica pode ser fisiologicamente relevante. Como um sinal
abrangente para ampla disponibilidade de material combustivel, a leucina,
por ativacdo da glutamato desidrogenase, eleva o nivel de 2-oxoglutarato,
um membro do ciclo do acido citrico. Isso pode acelerar o ciclo, aumentando

a capacidade de producéo de energia (Murin & Hamprecht, 2008, 2009).

Ao contrario dos demais aminoacidos BCAA, a leucina pode ser
nomeada como um importante mensageiro molecular que reflete o estado
nutricional do organismo, pois regula o consumo de alimentos. De fato, em
elevada concentracdo, a leucina ativa nos neurdnios hipotalamicos a cascata
de sinalizacdo do mTOR que controla o apetite. A proteina mTOR é ativada
por atividade do receptor NMDA, receptor tirosina quinase (TrK), receptor
metabotropico de glutamato (mGIuR) e receptores dopaminérgicos (D1 e D2)
(Hoeffer & Klann, 2010). A proteina mTOR é capaz de fosforilar proteinas
em residuos de serina e treonina. A mTOR regula o nivel de traducédo e
fosforilacdo de alvos intracelulares, incluindo a proteina ribossomal S6 e
proteina 1 ligante do fator de iniciacdo eucariético 4E (4E-BP1). No SNC,
essa proteina quinase é crucial para plasticidade sinaptica, aprendizado e
formacdo de memdéria (Raught, Gingras, Sonenberg, 2001; Carroll, Dyer,
Sossin, 2006; Hoeffer & Klann, 2010).

Em pesquisas foram observadas baixa concentracdo de leucina em
plasma, liquido cefalorraquidiano de portadores de TEA quando comparados
com grupo controle (Perry et al., 1978; Arnold et al., 2003; Tirouvanziam et
al., 2011; Tu et al.,, 2012). Apesar das limitacbes metodoldgicas citadas
anteriormente, Evans et al. (2008) também observaram baixa concentracdo
de leucina em amostras de urina de individuos com TEA quando

comparados com amostras do grupo controle.

A concentracdo dos aminoacidos acido aspartico, alanina, histidina e

tirosina foi inferior em amostras de urina do grupo de criangas com TEA



107

quando comparadas com amostra de urina do grupo de criangas

neurotipicas.

O acido aspartico (C4 H; NO4) € um acido a-amino, o qual é
conhecido por existir em duas isoformas, acido L-aspartico (L- Asp) e o acido
D-aspartico (D-Asp). Ele é sintetizado no figado a partir da acdo da enzima
aspartato aminotransferase que, como o nome indica, transfere um grupo
amina do glutamato para o oxaloacetato para formar aspartato (Braverman,
Pfeiffer, Blum, 2003). Esse aminoacido possui efeitos excitatérios sobre o
SNC, sendo particularmente concentrado no hipocampo e hipotalamo. Ele
esta presente no cérebro de mamiferos e participa da regulacdo da
plasticidade sinaptica (Braverman, Pfeiffer, Blum, 2003; Errico et al., 2008
a,b). A concentracdo de acido aspartico é elevada em todo o cérebro
durante os periodos embrionario e perinatal e diminui fortemente durante a
idade adulta (Curtis, Phillis, Watkins, 1960; Schell, Cooper, Snyder, 1997;
Sakai, 1998; Wolosker, D'Aniello, Snyder, 2000; Errico et al., 2008 a,b).

O acido D-asp est& presente em altas concentracdes nas vesiculas
sinapticas dos terminais axonicos; a sintese deste aminoacido ocorre nos
neurénios por conversdo de L-Asp em D-Asp através da racemase de D-
aspartato; a despolarizacdo das terminagdes nervosas com ions K evoca
uma liberacdo imediata de D-Asp de maneira dependente de Ca*";
receptores especificos para D-Asp estdo presentes na membrana pos-
sinaptica. A D-aspartato oxidase, a enzima especifica que oxida D-Asp, esta
presente nas membranas poés-sinapticas; e a estimulacdo das terminacdes
nervosas com D-Asp desencadeia a transdug¢do de sinal, aumentando o
segundo mensageiro adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP). Tomados
em conjunto, estes dados demonstram que D-Asp preenche todos os
critérios necessarios para ser considerado um neurotransmissor endégeno
(D'Aniello et al., 2011).

O resultado de nosso trabalho corrobora com trabalhos anteriores

qgue identificaram em urina e plaquetas de individuos com TEA baixa
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concentracdo de acido aspartico quando comparados com grupo controle
(Rolf et al., 1993; Evans et al., 2008)

A alanina ndo ultrapassa facilmente a barreira hematoencefalica,
mas é formada dentro no SNC, particularmente nos astrécitos, por meio da
reacdo de transaminacdo do piruvato catalisada pela enzima alanina
transaminase. O ciclo do glutamato / glutamina que € importante para o
funcionamento do cérebro é incompleto sem o retorno de aménia as células
gliais. A alanina participa desse ciclo como um transportador importante para
a transferéncia de amoénia. A captacdo de alanina em astrécitos é
amplamente mediada pela isoforma LAT2 do sistema L, enquanto a
captacdo de alanina nos neurbnios é mediada por transportadores
dependentes de Na* (Broer et al., 2007).

A alanina como o glutamato e glutamina, pode ser utilizada como um
substrato da gluconeogénese e sintese de glicogénio em cultura de
astrocitos e tecidos de cérebro. A infusdo de alanina in vivo pode causar
aumento da concentracdo de aménia no cérebro, e prejudicar a funcao
cerebral. A infusdo de alanina inibe a cadeia respiratéria da mitocondria em
cérebros de ratos, mas a infusdo de alanina durante periodo de hipoglicemia

auxilia parcialmente o desempenho cognitivo de humanos (Roberts, 2007).

A baixa concentracdo do aminoacido alanina em amostras de urina
de criancas com TEA quando compradas com amostras de criangcas
neurotipicas identificada em nosso trabalho também foi observada no
trabalho de Evans et al. (2008) e Ming et al. (2012).

O aminoécido histidina é precursor da histamina. A conversdo de
histidina em histamina ocorre pela acdo da enzima histidina descarboxilase
(HDC). A histamina é liberada por mastécitos, basofilos e neurdnios
(Bekkers, 1993; Parsons & Ganellin, 2006; Haas, Sergeeva, Selbach, 2008;
Saras et al., 2008; Bianchi, Clark, Fisher, 2011; Kletke et al., 2013).

A histamina desempenha funcdes distintas: secrecdo acida gastrica,

imunomodulacgdo, contragdo da musculatura lisa (brénquica), vasodilatagéo
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(vascular), bem como controle da barreira epitelial e endotelial. Essas a¢gdes
tém importantes implicacdes para as funcdes gastrointestinal, imunoldgica,

cardiovascular, reprodutiva e neurolégica (Haas, Sergeeva, Selbach, 2008).

Os neurdnios histaminérgicos se originam do ndcleo tuberomamilar
do hipotalamo posterior e enviam projecdes para a maior parte do cérebro. O
sistema central de histamina esta envolvido em muitas fungbes cerebrais,
tais como excitacdo, controle da secrecdo de horménios hipofisarios,
supressdo de coma e funcdes cognitivas (Parsons & Ganellin, 2006). Os
efeitos da histamina neuronal s&o mediados pelos 4 subtipos de receptores
(H1, H2, H3 e H4) acoplados a proteina G (Tashiro & Yanai, 2007).

Varios dos papéis fisioldégicos da histamina estéo relacionados a sua
capacidade de aumentar a excitabilidade dos neurénios do SNC. De fato, no
cérebro, a histamina tem sido sugerida como um regulador da atividade do
"cérebro inteiro" (Wada et al., 1991). Todas as evidéncias disponiveis de
varias espécies mostram que 0s neurdnios histaminérgicos, quando
ativados, aumentam a vigilia e induzem a excitagdo eletrogréafica. O receptor
H 1 no hipotalamo ventrolateral € um sitio importante para esse efeito (Lin et
al., 1990). O inicio do sono tem sido atribuido a células que estdo presentes
na &area pré-Optica ventral do hipotalamo, que, quando ativadas,
supostamente desligam as células histaminérgicas no nucleo tuberomamilar.
Assim, a histamina é um importante regulador dos ciclos de sono - vigilia e
provavelmente contribui também para outras func¢des cerebrais (Hough,
1999).

A histamina é um poderoso regulador de muitas funcdes
hipotalamicas. As respostas neuroenddécrinas, especialmente a liberacdo de
vasopressina, sao fisiologicamente reguladas pelos neurdnios
histaminérgicos (Kjaer et al.,, 1994; Hatton & Yang, 1996). A histamina
hipotalamica também pode participar da regulacao fisiologica da ocitocina,
prolactina, horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e liberagdo de B-endorfina.

A regulacéo dos dois ultimos ocorre por alteracdes na liberacdo do hormonio
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liberador de corticotrofina e da vasopressina (Knigge & Warberg, 1991,
Knigge et al., 1998).

A histamina neuronal também € um modulador eficaz da ingestédo de
alimentos e agua (Onodera et al.,, 1994; Sakata & Yoshimatsu, 1995). A
histamina e compostos que aumentam as concentracbes de histamina
extracelular sdo poderosos inibidores da ingestdo de alimentos. Uma acéo
sobre o receptor H 1 no hipotalamo ventromedial parece ser responsavel por
esses efeitos (Ookuma et al., 1993). Mdultiplos mecanismos hormonais e
neuronais também podem contribuir para esse efeito (Kraly et al., 1996).
Outros papéis sugeridos para a histamina na regulacdo das funcbes
vegetativas incluem termorregulacéo, regulacdo do metabolismo de glicose e

lipidios e controle da presséo arterial (Phillipu, 1993; Sakata et al., 1994).

Estudos revelaram que alteracées no sistema histaminérgico estao
presentes em doencas neuroldgicas e psiquiatricas (Langlais et al., 1994;
Onodera et al., 1994). Os niveis de histamina cerebral estdo reduzidos em
pacientes com doenca de Alzheimer, inversamente concentragdes elevadas
sdo encontradas nos cérebro de individuos com Parkinson e pacientes
esquizofrénicos. A capacidade da histamina de aumentar a transmisséo
excitatoria nos receptores NMDA pode explicar suas acdes neurotdxicas
(Langlais et al., 1994). No entanto, a histamina neuronal nem sempre
aumenta o dano cerebral;, parece exercer um efeito protetor em alguns
modelos de isquemia cerebral (Tashiro & Yanai, 2007; Nuutinen & Panula,
2010). A histamina neuronal também esta envolvida na percepcao da dor. As
drogas que aumentam a concentracdo de histamina no cérebro e medula
espinhal tém propriedades antinociceptivas (Gogas &Hough, 1989; Hough,
1998).

Varios outros sistemas transmissores podem interagir com o0s
neurdnios histaminérgicos. O receptor H 3 funciona como um heteroreceptor
inibitério. Assim, a ativacdo dos receptores H 3 do cérebro diminui a
liberacdo de acetilcolina, dopamina, norepinefrina, serotonina e certos

peptideos. No entanto, a histamina também pode aumentar a atividade de
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alguns desses sistemas através dos receptores H1 e/ ou H 2 . A ativacao
de receptores NMDA, p opioide, dopamina D2 e alguns receptores de
serotonina podem aumentar a liberacdo de histamina neuronal, enquanto
outros receptores parecem diminuir a liberacdo (Hough, 1999; Tashiro &
Yanai, 2007).

A baixa concentragdo de histamina em amostras de urina de
criancas com TEA identificada em nosso trabalho também foi relatada no
trabalho de Evans et al. (2008), Ming et al. (2012) e Nadal-Desbarats et al.
(2014).

A tirosina € substrato para a producdo das catecolaminas
(dopamina, norepinefrina, epinefrina) (Gibson, 1986; During, Acworth,
Wurtman, 1988; McTavish, Cowen, Sharp, 1999; Fernstrom, 2005). Estudos
indicam que a baixa concentragdo de tirosina conduz a menor
disponibilidade de neurotransmissores e decréscimos no desempenho
cognitivo e de comportamento (Muly, Szigeti, Goldman-Rakic, 1998;
Goldman-Rakic, Muly, Willians, 2000; Fernstrom, 2005). A concentragéo
desse aminoacido no cérebro € influenciada diretamente pela proteina
ingerida ndo apenas em uma Unica refeicdo, mas também ¢é afetada pelo
perfil do conteudo proteico da dieta durante varios dias (Fernstrom & Faller,
1978; Peters & Harper, 1985; Fernstrom, Volk, Fernstrom, 1986; Gustafson
et al., 1986; Fernstrom & Fernstrom, 1987; 1995).

Os niveis plasmaticos de tirosina atingem o pico entre uma e duas
horas apds o consumo e podem permanecer significativamente elevados até
oito horas (Glaeser et al, 1979). Uma vez passada a barreira
hematoencefédlica € absorvida pelas células cerebrais apropriadas, em
seguida a tirosina € convertida em -DOPA por meio de enzima chamada
tirosina-hidroxilase (TH) (Daubner et al., 2011).

A atividade da TH aumenta inicialmente com o consumo de tirosina,
mas é regulada pela inibicdo do produto final, impedindo grandes aumentos

na liberacéo de catecolaminas (Nagatsu & Levitt, 1964; Spector et al., 1967;
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Kaufman & Kaufman, 1985; Tam et al., 1990; Daubner, Le, Wang, 2011). A
.-DOPA é convertida em dopamina, resultando em um aumento no nivel de
dopamina. Por sua vez, a dopamina pode ser convertida em norepinefrina
através da enzima dopamina beta-hidroxilase (Kaufman & Friedman, 1965).
E importante ressaltar que estudos demonstraram que a ac¢&o da tirosina em
aumentar a sintese de neurotransmissores ocorre apenas em neurdnios de
disparo ativo (Lehnert et al., 1984; Tam et al., 1990; Fernstrom & Fernstrom,
2007). Isso sugere que a tirosina pode reverter um processo chamado de
deplecdo de neurotransmissores, no qual o aumento da atividade cerebral
leva a niveis reduzidos de dopamina e norepinefrina, acarretando o declinio

dos niveis de desempenho comportamental.

O resultado de nosso trabalho se soma aos resultados observados
em literatura. Tirouvanziam et al. (2011), Tu, Chen, He (2012) e Naushad et
al. (2013) identificaram baixa concentragdo de tirosina em plasma de
individuos com TEA. Evans et al. (2008) também observaram baixa

concentracdo de tirosina em urina de criancas com TEA.

Podemos levantar a hipétese de que disfuncées do metabolismo de
aminoéacidos podem atuar de diversas formas na fisiopatologia do TEA como
também contribuir para intensificacdo de sintomas centrais do transtorno e
comorbidades. Os aminoacidos identificados com concentracbes alteradas
em amostras de urina de criangcas com TEA participam de varias etapas da
neurogénese e maturacdo do SNC como os aminoacidos acido aspatrtico,
leucina, alanina. Estudos post - mortem e de neuroimagem demonstraram
desregulacdo da neurogénese, migracdo e maturacdo neuronal em
individuos com TEA (Lyall, Schmidt, Hertz-Picciotto, 2014).

Alguns sintomas presentes em individuos com TEA estdo
associados a  desregulagdo da  producdo de  monoaminas
neurotransmissoras (dopamina, norepinefrina e serotonina). A producéo
desses neurotransmissores depende da disponibilidade de aminoacidos,
principalmente do triptofano. As monoaminas estdo relacionadas com a

regulacdo de certos comportamentos e estados emocionais, funcdes
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motoras, cognitivas, atencdo, aprendizagem e resposta aos estressores,
funcdes evidentemente alteradas em pacientes com TEA (Schwartzman,
2011).

O ciclo glutamato/glutamina se resume no armazenamento do
glutamato na forma de glutamina em astrécitos até que seja transferido para
terminais pré-singpticos e convertido de volta a glutamato. Alguns
aminoacidos que se encontram com concentracao alterada nas amostras de
urina de criancas com TEA participam dessa via metabdlica. A disfuncdo da

mesma pode afetar a plasticidade neuronal e a cognigao.

AlteracOes do trato digestério e do sistema imunologico apresentam
elevada frequéncia em individuos com TEA (Onore, Careaga, Ashwood,
2013; Hsiao, 2014). Um dos fatores que podem contribuir sdo as alteracdes
metabdlicas dos aminodcidos arginina, treonina, histidina que estéo

intimamente ligados ao funcionamento desses sistemas.

A figura 26 ilustra o resumo das atividades fisiologicas
desempenhadas pelos aminoacidos com concentracdes alteradas em

amostras de urina de criangas com TEA identificados em nosso trabalho.



Gliconeogése e
sintese de
glicogénio

!

Alanina

Neurogénese e
neurodesenvolvimento

|
Acido aspartico

Leucina
Alanina
Glicina

Histidina

Trato _ -

Digestério Sistema Imunolégico
! l

Treonina Arginina

Arginina Treonina

Histidina

Metabolismo de
Porfirinas

l

Treonina

Ciclo
gutamato/glutamina

l

Alanina
Leucina

Histidina

114

Producéo de
neurotransmissores

l

Tirosina

Histidina

Funcdes Neurolégicas
A
Leucina

Histidina
Triptofano
Glicina
Tirosina

Metabolismo da glicose
e producdo de insulina

!
Arginina

Histidina
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Inicialmente em pesquisas sobre a composi¢éo da urina de autistas
a creatinina era utilizada apenas como um meio de corrigir a concentragcao
de compostos em urina, mas com a identificacdo de erros metabdlicos
associados a creatina em autistas ocorreu a necessidade de investigar a

concentragéo da creatinina nos fluidos corporeos.

Nos grupos avaliados n&o foi observada diferenca significativa entre
as medianas da concentracdo de creatinina em amostras de urina. A
concentracdo de creatinina em urina pode ndo ser um bom candidato a
biomarcador para o TEA. Nataf et al. (2008) nao identificaram diferencas
significativas nos niveis de creatinina na urina de criangas com TEA (n =
217) e controles (n = 23), mesmo depois da normalizacdo das variaveis
idade e sexo. Outro fato a ser observado € que a prevaléncia real dos erros
metabolicos relacionados a creatina em individuos com TEA ndo é
conhecida. Schulze et al. (2016) relataram uma baixa prevaléncia de CDS
em criancas com TEA. Nesse trabalho os autores ndo observaram

correlacdo entre mutaces dos genes patogénicos de CDS e TEA.

Na literatura o excesso de solutos urinarios foi descrito em 10-60%
de individuos com TEA, dependendo da etnia (Reichelt et al.,1997; Yap et
al., 2010). Solutos urinarios representam um conjunto quimicamente
heterogéneo de pequenas moléculas, aparentemente capaz de produzir

diagnéstico util a partir de padrbes metabdlicos (Emond et al., 2013).

Em pessoas com TEA foram identificados compostos originarios de
bactérias intestinais e subsequente metabdlitos hepaticos, tais como p-cresol
e p-cresil sulfato respectivamente, como também, compostos relacionados
aos processos inflamatorios e alteracbes do TGl (Yap et al., 2010; Altieri et
al.,, 2011; Yang et al, 2016). Sacco et al. (2010) relataram que
coletivamente, o excesso de solutos urinarios pode representar um

endofendtipo associado ao autismo e familiares.

A andlise de eletroforese SDS-PAGE identificou uma tendéncia

inversa, as amostras de urina de criancas com TEA apresentaram maior
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frequéncia de compostos de elevado peso molecular do que o grupo de

criancas neurotipicas.

Na pesquisa de literatura nao foi identificado proteina ou composto
com peso molecular de 10 kDa associado ao TEA. De acordo com estudos
que analisaram a composicao proteica de amostras de urina por método de
cromatografia liquida de fase reversa (RP- HPLC), esse fluido corpéreo é
composto por uma grande concentracdo de albumina com peso molecular
de 10 kDa. Pesquisas que utilizaram técnicas de espectrometria de massa
em tandem acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS) e espectrometria
de massa MALDI-TOF concluiram que a composi¢do proteica da urina de
individuos sem alterac6es metabdlicas é constituida por diversos peptideos,
fragmentos e proteinas inteiras que sao originarias do plasma e dos rins que
estdo entre a faixa de peso molecular 1 kDa a 10 kDa (Thongboonkerd et al.,
2007).

A glicoproteina FN que foi identificada em literatura como possivel
composto de peso molecular de 250 kDa , com maior frequéncia na urina de
criancas com TEA, forma um dimero e cada subunidade possui uma porcéo
amino-terminal e uma porcao carboxi-terminal. Pontes dissulfeto ligam uma
subunidade a outra, préximo a porcao carboxi-terminal de cada uma delas. A
FN possui sitios de interacdo com varias moléculas (Manabe et al., 1997;
Nardin, 2006).

As isoformas da FN séo codificadas por um Unico gene, que possui
50 éxons aproximadamente, e codifica trés tipos de subunidades homodlogas
repetitivas chamadas de tipo I, Il e Ill (Nardin, 2006). Os médulos séo
classificados de acordo com o tipo e numerados em ordem crescente da
porcdo amino-terminal para a porcao carboxi-terminal. Os mondmeros séo
compostos por doze repeticdes do tipo |, duas do tipo Il e quinze a
dezessete do tipo Il (Gravina, 2010). O RNA mensageiro que codifica a FN
tem duas formas de juncao, dando origem a FN celular e a FN plasmatica.
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A forma celular da FN é uma proteina insollvel existente na matriz
extracelular com aproximadamente 550 kDa. A FN plasmatica € uma
proteina soltvel de 250 kDa. Ela se liga a fibrina, auxiliando na estabilizacao
do codgulo, que preenche as lacunas criadas por lesbes e atua como
substrato para deposicdo de matriz extracelular e formacdo de matriz
provisoria durante a recuperacao das lesdes. As propriedades estruturais e
funcionais sdo semelhantes entre as duas formas, que tém funcdo de
adeséao, diferenciacdo celular e migracdo (Armstrong & Armstrong, 2000;
Kierszenbaum & Tres, 2012).

As proteinas da FN plasmética também estdo envolvidas na via
classica da resposta imunolégica. A isoforma da fibronectina 1 (FN1)
participa da migracdo celular, sinalizando adeséo as células, apoptose e no
sistema complemento. A FN1 liga um grande numero de moléculas,
incluindo, complemento, proteoglicanos, células e bactérias. Uma das
funcbes da FN1 é a adesdo de células a materiais extracelulares.
Especificamente, a FN1 liga-se a C1q, estando envolvida na depuracédo de
material revestido com C1g, como complexos imunes, agentes infecciosos e

detritos celulares (Bing et al., 1982).

Corbett et al. (2007) identificaram elevada concentracdo de FN1 em
amostras de soro de criangas com TEA quando comparadas com amostras
de criancas neurotipicas. A elevada excrecdo de FN em urina foi relatada em
algumas patologias renais e na sindrome de Bardet-Biedl que € definida
como uma desordem genética, de carater autossbmico recessivo,
caracterizada por distrofia retiniana, polidactilia, obesidade, atraso mental e

hipogenitalismo (Caterino et al., 2018).

Na andlise de espectrometria de massa por método MALDI-TOF foi
observada maior frequéncia de diferentes espectros de massa nas amostras
de urina de criangcas com TEA do que nas amostras do grupo de criancas

neurotipicas.
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O espectro de peso molecular 654 Da foi identificado no banco de
dados como coproporfirinas Il e IV. Esses compostos sdo isbmeros que
constituem apenas 1% a 2% de todas as coproporfirinas. As coproporfirinas
sdo produtos finais da oxidacdo espontanea das pontes de metileno do
coproporfirinogénio, decorrente da sintese do heme e sdo secretados nas
fezes como também na urina (Jacob et al., 1989; HMDB, 2018). Os metais
pesados podem inibir as enzimas uroporfirina descarboxilase e
coproporfirinogénio oxidase (Woods & Kardish, 1983; Woods et al., 2005). A
elevacdo subsequente de coproporfirina e pentacarboxiporfirina pode ser
detectada na urina como marcador de niveis elevados de metais pesados.
Concentracdes elevadas de porfirinas sdo encontradas na urina de animais
de laborat6rio, como também de humanos expostos a metais pesados
(Bowers et al., 1992). Estudos indicam maior concentragdo de porfirinas
remanescentes, especificamente hexacarboxil, pentacarboxil e
coproporfirinas em urina de individuos com TEA do que em individuos

neurotipicos (Woods et al., 2010).

A frequéncia elevada de porfirinas em amostras de urina,
principalmente em criancas neurotipicas, poderia ser explicada por
exposicao a metais pesados, mas é apenas uma especulacédo para analises
futuras, pois ndo foram levantados os indices de exposicdo anterior ao
mercurio, como também andlise de identificacdo e quantificacdo de metais
pesados em fluidos corpéreos dos participantes (Woods, Bowers, Davis,
1991; Woods et al., 1993).

O espectro de 1911 Da, mais frequente nas amostras de urina de
criancas com TEA foi identificado nos bancos de dados como gangliosideo
GT2 (d18:0/14:0). Os gangliosideos séo glicoesfingolipideos (ceramida +
oligossacarideo) compostos por um ou mais acidos sidlicos ligados as
cadeias de acucar. Até o momento, 188 gangliosideos com diferentes
estruturas de carboidratos foram identificados em vertebrados. Eles sé&o
encontrados em tecidos e fluidos corporais e sdo mais abundantemente

expressos no SNC e podem chegar a 6% do peso total de seus lipideos. Nas
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células, eles sao principalmente, localizados nos folhetos externos das
membranas plasmaticas (Yu et al., 2011, Kolter, 2012; HMDB, 2018).

Até presente data estudos que tinham como objetivo estabelecer
uma relacdo entre producdo de gangliosideos e autismo, ndo analisaram

urina, apenas liquido cefalorraquidiano e soro.

No trabalho Lekman et al. (1995) foi avaliada a concentragcdo dos
quatro principais gangliosideos cerebrais, GM1, GDla, GDIb e GTlb, em
amostras de liquido cefalorraquidiano de criancas com TEA e comparadas
com amostras de grupo controle formado por criancas neurotipicas e
criancas com diferentes formas de disturbios neurolégicos ndo progressivos,
sem caracteristicas clinicas de TEA. Os gangliosideos GM1, GDla, GDIb e
GTIb foram significativamente aumentados em pacientes com TEA em
comparacdo aos grupos controles. Mostafa e Ly (2011) identificaram
elevados niveis séricos de anticorpos anti-gangliosideos M1 em criancas
com TEA.

A andlise protedbmica nao identificou o espectro de 654 Da, mas
detectou o0 espectro de 1911 Da. Apesar da identificacdo de um mesmo
espectro, a analise divergiu da natureza do mesmo. Segundo essa andlise o
espectro corresponde ao fragmento da glicoproteina uromodulina. Diferentes
fragmentos desse composto foram identificados com maior frequéncia nas

amostras de criangas com TEA.

A uromodulina, também conhecida como proteina de Tamm-Horsfall,
€ uma glicoproteina de 105 kDa expressa exclusivamente nos rins por
células epiteliais que revestem o ramo ascendente espesso (TAL - thick
ascending limb) da alca de Henle. E uma proteina ancorada em
glicosilfosfatidilinositol localizada principalmente na membrana plasméatica
apical de células epiteliais TAL. A uromodulina é secretada no tabulo renal
através de uma clivagem proteolitica conservada (Santambrogio et al.,

2008). Na urina, constitui a proteina mais abundante sob condigbes
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fisiolégicas normais e é principalmente encontrada como polimeros de alto

peso molecular (Serafini-Cessi et al., 2003).

A funcdo biolégica da uromodulina é complexa e apenas
parcialmente compreendida. Estudos experimentais com camundongos
demonstraram que esse composto protege contra infec¢gbes do trato urinario
e formacdo de calculos renais (Bates et al., 2004; Liu et al.,, 2010).
Pesquisas também relataram a funcdo da uromodulina em modular a
atividade das células da imunidade inata via sinalizacédo do receptor Toll-like
4 (Saemann et al., 2005) ou via de ativagéo do inflamassoma ( Darisipudi et
al., 2012) e regular a granulopoese e a homeostase sistémica dos neutréfilos
(Micanovic et al., 2015). Finalmente, esta envolvido na regulacdo do
transporte de NaCl nas células epiteliais TAL, baseado no seu papel na
promocao da expressao superficial do canal renal de potassi (ROMK2) e do
cotransportador de sodio-potassio-cloreto (NKCC2) (Mutig et al.,, 2011;
Renigunta et al., 2011). AlteracGes na excrecdo desse composto ou de seus
fragmentos estdo relacionadas as condicbes fisioldgicas como doencas

renais, doencgas cardiovasculares, transplantes de rins.

Rosen, Yoshida, Croen (2007) em um estudo de caso-controle
identificaram maior frequéncia de diagnéstico de infec¢des geniturinarias nos
primeiros dois anos de vida em criangas com TEA quando comparadas com
criancas neurotipicas. Ramsey et al. (2013) relataram elevada concentracéo
de uromodulina em amostras de plasma de criancas com TEA quando

comparados com amostras de plasma de irméos neurotipicos.

Apesar do resultado da analise de protebmica divergir da andlise de
espectrometria de massa em relacdo a natureza dos compostos
identificados, ndo pode ser excluida a possibilidade da existéncia de todos
0s possiveis compostos identificados nas amostras de urina. Para confirmar
a presenca desses compostos € necessario o desenvolvimento de

metodologia de identificacdo especifica para cada metabalito.
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Em nosso trabalho ndo foram identificados em amostras de urina
dos grupos de voluntarios observados peptideos de origem alimentar,
derivados do gluten ou caseina, bem como compostos associados as
alteracdes da microbiota intestinal. De acordo com literatura a frequéncia de
peptideos opioides de origem alimentar em urina de autistas € baixa. A 3
casomorfina 1-7 é detectada em apenas 5% a 10% dos portadores de TEA
(Reichelt et al., 2012). A razdo para nao termos identificado compostos
derivados de alteragcdes na composicao da microbiota intestinal pode estar
relacionada ao fato de que os métodos empregados ndo sejam adequados,
pois diferem dos observados em literatura. A maioria das pesquisas utilizou
meétodologia especifica para esses compostos e também empregaram
difentes técnicas como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (GC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo
por fluorescéncia (HPLC-FLD) (Anderson et al., 2002; Altieri et al., 2011;
Gabriele et al., 2014; Xiong et al., 2016).
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Conclusoes

A
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6- Conclusodes

1. A concentracdo de proteina em urina se mostrou um bom marcador

bioldgico para o TEA.

2. Os aminoacidos urinarios sao fortes candidatos a biomarcadores de

diversas doencas incluindo o TEA.

3. A concentracdo de creatinina em urina ndo constitui um marcador

adequado para o TEA.

4. A andlise de eletroforese SDS-PAGE permitiu a identificacdo de

composto de 250 kDa com elevada frequéncia em criangas com TEA.

5. O espectro de peso molecular 654 Da e 1911 Da foram identificados
em banco de dados como coproporfirinas (Il e IV) e gangliosideo GT2
(d18:0/14:0) respectivamente.

6. A andlise prote6mica identificou fragmentos com diferentes pesos

moleculares da glicoproteina uromodulina.

7. Apesar do resultado da andlise de protebmica divergir da analise de
espectrometria de massa em relacdo a natureza dos compostos
identificados, ndo pode ser excluida a possibilidade da existéncia dos

mesmos em urina de criangas com TEA.

8. Nao obstante, um grande nimero de estudos sobre os metabdlitos
urinarios no TEA ser publicado, atualmente ndo ha fortes evidéncias
de que um Unico metabdlito pode ser significativo para a deteccdo do
TEA ou ser conclusivo para a identificacdo da etiologia ou
fisiopatologia do TEA. Vérios metabdlitos urinarios séo
potencialmente Uteis, mas exigem estudos com maior numero de

amostras e bem controlados para validacgéo.
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INSTITUTO BUTANTAN
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Relacdo entre sindrome do espectro
autista e consumo de proteinas

2. PESQUISADOR Responsavel: Prof. Dr. lvo Lebrun
CARGO/FUNCAO: Diretor da Divisdo de Desenvolvimento Cientifico
INSTITUICAO RESPONSAVEL: Instituto Butantan

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO K RISCO MEDIO 0
RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR 0

4. DURACAO DA PESQUISA : 45 meses



Viemos por este pedir seu consentimento para que a crianga com da sindrome
do espectro autista que esta sob sua responsabilidade participe da pesquisa “Relacdo
entre habito alimentar e sindrome do espectro autista”.

O autista que esta sob sua responsabilidade foi escolhido por ser portador da
sindrome do espectro autista e estar na faixa etaria entre 3 a 10 anos. A participacéo
do autista ndo é obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir e retirar seu
consentimento para que ele participe. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo ao
autista e tdo quanto, sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo. O
tratamento na clinica em hipdtese alguma sera prejudicado ou suspenso.

O objetivo desse estudo é estabelecer uma relacdo entre o consumo de
alimentos que contém as proteinas gluten e caseina e quadro clinico do autismo.

A participacdo do autista nesta pesquisa consistira em fazer exame de urina,
avaliacdo psicoldgica, levantamento de habito alimentar e avaliacdo do estado
nutricional.

Para a andlise de cetonas, urobilinogénio, bilirrubina, densidade especifica,
hemoglobina, pH, leucdcitos, nitrito, proteinas e glicose a primeira urina do dia
devera ser coletada em coletor universal estéril e depois ser colocada em um
recipiente com gelo. Logo em seguida devera ser entregue na clinica onde o autista
faz o tratamento. Nesse local a pesquisadora fara o teste com a fita de reagente
imediatamente ap6s o recebimento. Na segunda coleta de urina, a primeira urina do
dia seré coletada em coletor universal estéril em seguida devera ser colocado em saco
plastico e guardado no congelador da geladeira da casa do participante. No mesmo
dia a pesquisadora ird buscar a urina congelada nas casas. As amostras serdo
colocadas em uma caixa de isopor com gelo seco e serdo levadas para o laboratorio
de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan onde serdo feitas as analises de
peptideos opioides, compostos de origem proteica, neopterina e biopterina. Os pais
ou responsavel fardo as duas coletas de urina e para que sejam feitas de forma
adequada receberéo treinamento.

A avaliacéo psicoldgica sera por método CARS (Childhood Autism Rating
Scale). Ela seréa feita por psicologo da clinica onde fazem o tratamento. Este teste é

baseado em observagéo do comportamento do autista.



O levantamento de habito alimentar sera feito através de questionario que sera
respondido por pais ou responsaveis dos autistas. Nele terdo perguntas sobre quais
alimentos sdo consumidos pelos autistas e também a frequéncia.

Para a avaliagdo do estado nutricional dos autistas serdo medidos peso e
altura e também seré feita a bioimpedéncia. O exame de bioimpedancia tem como
objetivo avaliar a quantidade de massa muscular e tecido gorduroso do corpo. O
autista sera colocado em uma maca, deitado com a barriga para cima, em seguida
serdo colocados eletrodos nas articulagdes e dedos médios do brago e perna direita.
Em seguida os eletrodos serdo conectados ao aparelho para a realizacdo da avaliagéo.
Para o exame ser feito ndo serdo utilizados medicamentos, agulhas ou instrumentos
cortantes.

A coleta de urina serd feita duas vezes. A avaliacdo psicoldgica, o
levantamento de habito alimentar e avaliacdo do estado nutricional serdo feitos
apenas uma vez.

A pesquisa ndo apresenta risco aos participantes, pois todos os exames e
avaliacdes ndo sdo procedimentos invasivos.

Como medida preventiva o autista que ird participar do projeto recebera
atencdo especial na clinica, pois a coleta de urina e 0 exame de bioimpedancia podem
mudar a rotina do autista.

O projeto tera a disposicdo a equipe do centro de tratamento que é formada
por terapeuta ocupacional, psicélogo, fonoaudidlogo, pedagogo, professor de
educacdo fisica, assistente social e monitoras.

O beneficio com a participacdo do autista que esta sob sua responsabilidade é
a possibilidade de identificar fatores relacionados a dieta que possam contribuir para
0 agravamento dos sintomas comportamentais e a partir desta constatacdo criar um
tratamento complementar baseado em uma dieta adequada para o autismo.

A familia do autista ndo tera nenhuma despesa para participar da pesquisa,
todos os exames serdo pagos pelo projeto.

As informacOes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e

asseguramos o sigilo sobre a participacdo do autista.



Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar a identificacdo do
autista. Todas as informacdes serdo registradas em prontudrios que serdo guardados
pelos pesquisadores e somente eles terdo acesso as informacoes.

Vocé receberd uma copia deste termo em qualquer etapa do estudo, vocé tera
acesso aos profissionais envolvidos na pesquisa para esclarecimento de eventuais
duvidas. O principal investigador é o Dr. Ivo Lebrun, que pode ser encontrado no
Instituto Butantan. Av: Vital Brazil n°® 1500, Cep: 05503-900 Séo Paulo-SP-Brasil.
Telefone (11) 37267222 ramal: 2103. VVocé também podera entrar em contato com a
pesquisadora Ms. Né&dia Isaac da Silva, e-mail: dii_isaac@yahoo.com.br. Telefone
(19) 30386962/992954025.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou diavida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da USP.
Av. Dr. Arnaldo, n. 251 - 21° andar — sala 36, bairro Cerqueira César - Sdo Paulo -
SP - CEP: 01246-000. Telefones: 3893-4401/3893-4407, e-mail: cep.fm@usp.br

onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal, podendo tirar suas

duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Relagdo entre sindrome do
espectro autista e consumo de proteinas”.

Eu discuti com o Dr. Ivo Lebrun e Ms. Néadia Isaac da Silva sobre a decisao
de permitir a participacdo do autista que estd sob minha responsabilidade nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a participacdo do autista que
esta sob minha responsabilidade é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em
permitir a participacdo do autista que estd sob minha responsabilidade neste estudo e
poderei retirar 0 consentimento da participacdo a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que o

autista possa ter adquirido, ou no atendimento na clinica que ele recebe tratamento.



Assinatura do paciente/representante legal Data [/

Assinatura da testemunha Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [/



Anexo Il

INSTITUTO BUTANTAN

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO TCLE

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA E RESPONSAVEL

LEGAL
L NOME .ottt ettt ettt re et e enenrenre e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: M1 F
[IDATA NASCIMENTO: ...... [weann [
ENDERECO: ... NO i, APTO: .............
BAIRRO: ..o, CIDADE ...
(0] =1 TELEFONE: DDD (........... ) IS
2. RESPONSAVEL LEGAL .....cvoviviiiiiiiseisss e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador etC.) .......cccccvevevieieeiieieesiece e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccocoiiiiiiieieeee e SEXO: M [ F
"IDATA NASCIMENTO: ...... e oo
ENDEREGCO: ..o NO e, APTO: .............
BAIRRO: ..., CIDADE: ...
(1 =1 =N TELEFONE: DDD (............ )T
DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Relacdo entre sindrome do espectro
autista e consumo de proteina

2. PESQUISADOR Responsavel: Prof. Dr. Ivo Lebrun
CARGO/FUNCAO: Diretor da Divisio de Desenvolvimento Cientifico
INSTITUICAO RESPONSAVEL: Instituto Butantan

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO 0
RISCO BAIXO  [J RISCO MAIOR 0

4. DURACAO DA PESQUISA : 45 meses



Viemos por este pedir seu consentimento para que a crianga que esta sob sua
responsabilidade participe da pesquisa “Relacédo entre habito alimentar e sindrome
do espectro autista”.

A crianca foi escolhida para participar da pesquisa por apresentar
desenvolvimento tipico (normal) e também ser do mesmo sexo e estar na faixa etaria
de um autista que ira participar deste projeto. A participacdo da crianga ndo €
obrigatdria e qualquer momento vocé pode desistir e retirar seu consentimento para
que ela participe. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo ao autista e tdo quanto, sua
relagdo com o pesquisador ou com a instituigéo.

O objetivo desse estudo é estabelecer uma relacdo entre o consumo de
alimentos que contém as proteinas gluten e caseina e quadro clinico do autismo.

A participacdo da crianca consistird em fazer o exame de urina, levantamento
de hébito alimentar e avaliagcdo do estado nutricional.

Para a andlise de cetonas, urobilinogénio, bilirrubina, eritrocitos, hemoglobina,
pH, leucdcitos, nitrito, aloumina e glicose a primeira urina do dia devera ser coletada
em coletor universal estéril e depois ser colocada em um recipiente com gelo. Logo
em seguida deverd ser entregue na escola onde a crianca estuda. Nesse local a
pesquisadora fard o teste com a fita de reagente imediatamente ap0s o recebimento.
Na segunda coleta de urina, a primeira urina do dia sera coletada em coletor
universal estéril em seguida deverd ser colocado em saco plastico e guardado no
congelador da geladeira da casa do participante. No mesmo dia a pesquisadora ird
buscar a urina congelada nas casas. As amostras serdo colocadas em uma caixa de
isopor com gelo seco e serdo levadas para o laboratério de Bioquimica e Biofisica do
Instituto Butantan onde serdo feitas as analises de peptideos opioides, compostos de
origem proteica, neopterina e biopterina. Os pais ou responsavel fardo as duas
coletas de urina e para que sejam feitas de forma adequada receberdo treinamento.

O levantamento de habito alimentar sera feito através de questionario que sera
respondido por pais ou responsaveis das criangas participantes. Nele terdo perguntas
sobre quais alimentos sdo consumidos e também a frequéncia.

Para a avaliagdo do estado nutricional serdo medidos peso e altura e também sera
feita a bioimpedancia. O exame de bioimpedancia tem como objetivo avaliar a

guantidade de massa muscular e tecido gorduroso do corpo. O participante sera



colocado em uma maca, deitado com a barriga para cima, em seguida seréo
colocados eletrodos nas articulacGes e dedos médios do brago e perna direita. Em
seguida os eletrodos serdo conectados ao aparelho para a realizacdo da avaliacao.
Para o exame ser feito ndo serdo utilizados medicamentos, agulhas ou instrumentos
cortantes.

A coleta de urina serd feita duas vezes. A avaliagdo psicologica, o
levantamento de habito alimentar e avaliacdo do estado nutricional serdo feitos
apenas uma vez.

A pesquisa ndo apresenta risco aos participantes, pois 0 exame ndo € um
procedimento invasivo.

Os beneficios com a participacdo da crianca que esta sob sua responsabilidade
é a possibilidade de auxiliar na identificacdo de fatores relacionados a dieta ou
processos inflamatérios que possam contribuir para o agravamento dos sintomas
comportamentais e a partir desta constatacdo criar um tratamento complementar
baseado em uma dieta adequada para o autismo.

A familia da crianca ndo tera nenhuma despesa para participar da pesquisa,
todos os exames serdo pagos pelo projeto.

Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar a identificacdo da
crianca. Todas as informacg6es serdo registradas em prontuario que serdo guardados
pelos pesquisadores e somente eles terdo acesso as informacoes.

Vocé receberd uma copia deste termo em qualquer etapa do estudo, voceé tera
acesso aos profissionais envolvidos na pesquisa para esclarecimento de eventuais
duvidas. O principal investigador é o Dr. Ivo Lebrun, que pode ser encontrado no
Intituto Butantan USP/SP. Av: Vital Brazil n° 1500, Cep: 05503-900 Sao Paulo-SP-
Brasil. Telefone (11) 37267222 ramal: 2103. VVocé também podera entrar em contato
com a pesquisadora Ms. Nadia Isaac da Silva, e-mail: dii_isaac@yahoo.com.br.
Telefone (19) 30386962.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da USP.
Av. Dr. Arnaldo, n. 251 - 21° andar — sala 36, bairro Cerqueira César - Sdo Paulo -
SP - CEP: 01246-000. Telefones: 3893-4401/3893-4407, e-mail: cep.fm@usp.br




onde consta o telefone e o endere¢o do pesquisador principal, podendo tirar suas
duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Relacdo entre sindrome do
espectro autista e consumo de proteinas”.

Eu discuti com o Dr. Ivo Lebrun e Ms. Né&dia Isaac da Silva sobre a deciséo
de permitir a participacdo da crianca que estd sob minha responsabilidade nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a participacdo da crianca €
isenta de despesas. Concordo voluntariamente em permitir a participacdo da crianca
que estd sob minha responsabilidade neste estudo e poderei retirar o consentimento
da participacdo a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou

prejuizo ou perda.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [/



Anexo IV

Materiais

Equipamentos

- Centrifuga (Sorvall Super speed RC2-B)

- Banho-seco (Accu block Digital Dry Bath, Labnet)

- Espectrofotdmetro SpectraMax M2 (Molecular Devices®)

- Sistema de Cromatégrafia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) (LC-20AT
Shimadzu®)

- Coluna C15250mm x 4.6.7um

- Coluna C18 (Discovery C18, 5 ym, 50 mm x 2.1 mm)

- Espectrébmetro de Massas do tipo lonizacédo e Dessorcao a Laser
Assistida por Matriz (MALDI — TOF/TOF) (Axima Performance,
Shimadzu®)

- Sistema UFLC binario (20A Prominence, Shimadzu Co., Japan)

- Espectrébmetro de Massas do tipo Electrospray - lon Trap - Time of
Flight (ESI-IT-TOF) (Shimadzu Co., Japao).

Lista de insumos e reagentes

- Agua de alta pureza (18,2MQ.cm) purificada com sistema de filtragdo
Milli-Q (Millipore®)

- kit comercial Creatinine (Laborlab Ltda®)
- kit BioRad protein assay (BioRad®)

- Soroalbumina bovina (Sigma Aldrich®)



Tampéo de amostra

350 mM de Tris/HCI

e 10% de SDS

e 30% de glicerol

e 1,2 mg de azul de bromofenol

e 9,3% de 2-mercaptoetanol
Azul de Coomassie R-250
Solugéo &cido acético

e 4cido aceético 10%

e metanol 10%

Padrdo de massa molecular (10-250 kDa) Precision Plus Protein
Unstained Protein Standards (Bio-Rad®)

Acido acético glacial 100%
Solucéo de EDTA (pH 8,0)
solucéo derivatizante

e etanol 70%

e Trietilamina 10%

¢ Fenilisotiocianato 10%
Solucéo tampéao

e Acetato de sédio 19 gr

e Agua Milli-Q 1000 mL

e Trietilamina 0,5 mL

e Solucdo de EDTA 200uL (pH 8,0)
Acetonitrila — ACN

Acido trifluoroacético — TFA



Filtro de PVDF 45 um (Millipore®)
Ponteira do tipo Zip Tip C1s (Millipore®)
Acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), matriz

kit MALDI TOFMIX TM (LaserBio Labs®)



