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RESUMO

Introducdo: o transtorno do espectro autista (tea) é um transtorno de
desenvolvimento, de etiologia multifatorial e de grande importancia
epidemiolégica, visto que sua incidéncia é de 1% da populacdo mundial e quase
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interferem em vias fisiopatoldgicas diversas da doenca, destacando-se a

dificuldade de sua metabolizacdo. Objetivo: o presente estudo visa reconhecer a

relagdo e a influéncia dos niveis corporais de metais pesados em pacientes

GEORGIA NEME  pedigtricos diagnosticados com tea, a qual ainda ndo estd completamente

elucidada. Materiais e métodos: foi realizada uma revisdo sistemdtica da

literatura que abordou a concentracdo de metais pesados no organismo dos

pacientes pedidtricos com tea. A base de dado medline foi utilizada para

recuperacao total de 180 artigos. Destes, 3 ensaios clinicos controlados
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colhidas. No entanto, todos eles elucidaram o metabolismo ineficiente dos metais

pesados nos pacientes com tea. Conclusdo: apesar da dosagem direta dos metais
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ABSTRACT

Introduction: autistic spectrum disorder (asd) is a developmental disorder with
a multifactorial etiology of great epidemiological importance, as its incidence
is 1% of the world population and has almost doubled in the Tast 10 years. Heavy
metals are indicated as important contributors to their etiology, and damage
may result from both perinatal and postnatal exposure. Studies have shown that
such toxins interfere in pathophysiological pathways other than the disease,
and the difficulty of its metabolization is highlighted. Objective: this study
aims to recognize the relationship and influence of heavy metal body levels in
pediatric patients diagnosed with asd, which has not yet been fully elucidated.
Materials and methods: a systematic review of the Titerature on the concentration
of heavy metals in pediatric patients with asd was carried out. The medline
database was used to retrieve 180 articles. Of these, 3 randomized controlled
clinical trials were selected for qualitative and quantitative analysis.
Results: considering the three studies elected, solely one showed a significant
difference between the values of heavy metals in the samples collected. However,
they all elucidated the inefficient metabolism of heavy metals in patients with
asd. Conclusion: although the direct dosage of heavy metals showed no significant
differences, their participation in the etiology of asd is evident, since they
are expressed in different metabolic pathways indicated by the studies.

Keywords: autistic spectrum disorder; heavy metals; lead; mercury; child.
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0 Transtorno do Espectro Autista (TEA) & um grupo de transtornos de
desenvolvimento, de etiologia multifatorial, cujos primeiros sintomas podem aparecer
dos 12-24 meses de idade, a depender da gravidade do caso. De forma geral, 0s primeiros
sintomas sdo atrasos no desenvolvimento da linguagem e auséncia de interesse social. No
segundo ano de vida o quadro evolui com comportamentos repetitivos, interesses restritos
e déficits comunicativos. Entre outras alteracles podemos citar anormalidades
cognitivas, do aprendizado, atencdo e sensorio. A maioria dos pacientes com TEA tende
a apresentar melhora dos sintomas ao longo dos anos. 4

Atualmente, a prevaléncia de criancas e adultos com autismo é cerca de 1% da
populacdo mundial®. Um estudo conduzido em 2014 em 11 estados americanos determinou uma
prevaléncia de 16,8 casos de TEA a cada 1.000 criangas com oito anos, equivalente a uma
frequéncia de 1:59. Entre 2002-2012, a prevaléncia de TEA quase duplicou, partindo de
um caso em 150 criancas para 1:68. Ao analisar a prevaléncia em relacdo ao sexo, a cada
mil meninos 26,6 foram diagnosticados com TEA e cada mil meninas 6,6 diagnosticadas,
resultando em uma razao de 4:1'.

Apesar de diversos estudos referentes a prevaléncia do TEA, é importante
frisar a dificuldade de estabelecer um valor de prevaléncia Unico®, devido a
heterogeneidade dos sintomas e a auséncia de exames laboratoriais especificos para o
diagnéstico’.

0 diagnéstico do TEA é feito clinicamente a partir da observacdo clinica e
relato de pais e/ou responsaveis, preenchendo os critérios do Manual de Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais 5% edicdo (DSM-5). A crianca deve preencher 5
critérios de A-E, especificados na tabela abaixo referente ao documento F84.0, relativos
a déficits persistentes na comunicacdo e interacdo social, padrbes restritos e
repetitivos de comportamento, presentes precocemente no desenvolvimento, com prejuizo
social, ndo explicadas por deficiéncia intelectual ou atraso global do desenvolvimento®.

//... .-:--.::f\'\—m ,-/
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/ DSM-5: Critérios diagnésticos do Transtornes.do Espectro Autista (F84.0) =
A | Déficits persistentes na comunicagéo social e interagao-social em mdltiplos contextos;
conforme manifestado por tudo que segue, atualmente ou por histéria-prévia:

1. Déficits na reciprocidade socioemocional, variando, por exemplo, de abordagem
social anormal e dificuldade para estabelecer uma conversa normal a
compartilhamento reduzido de interesses, emocdes ou afeto, a dificuldade para
iniciar ou responder a interagbes sociais.

2. Déficits nos comportamentos comunicativos ndo verbais usados para interagéo
social, variando, por exemplo, de comunicacdo verbal e n&o verbal pouco
integrada a anormalidade no contato visual e linguagem corporal ou déficits na
compreensdo e uso de gestos, a auséncia total de expressdes faciais e
comunicagao nao verbal.

3. Déficits para desenvolver, manter e compreender relacionamentos, variando, por
exemplo, de dificuldade em ajustar o comportamento para se adequar a contextos
sociais diversos a dificuldade em compartilhar brincadeiras imaginativas ou em
fazer amigos, a auséncia de interesse por pares.

B | Padrdes restritos e repetitivos de comportamento, interesses ou atividades, conforme
manifestado por pelo menos dois dos seguintes, atualmente ou por histéria prévia:

1. Movimentos motores, uso de objetos ou fala estereotipados ou repetitivos (p. ex.,
estereotipias motoras simples, alinhar brinquedos ou girar objetos, ecolalia, frases
idiossincraticas).

2. Insisténcia nas mesmas coisas, adesao inflexivel a rotinas ou padrdes ritualizados
de comportamento verbal ou ndo verbal (p. ex., sofrimento extremo em relagao a
pequenas mudangas, dificuldade com transi¢des, padrdes rigidos de pensamento,
rituais de saudagdo, necessidade de fazer o mesmo caminho ou ingerir os
mesmos alimentos diariamente).

3. Interesses fixos e altamente restritos que sdo anormais em intensidade ou foco
(p. ex., forte apego a ou preocupagdo com objetos incomuns, interesses
excessivamente circunscritos ou perseverativos).

4. Hiper ou hiporreatividade a estimulos sensoriais ou interesse incomum por
aspectos sensoriais do ambiente (p. ex., indiferenga aparente a dor/temperatura,
reacao contraria a sons ou texturas especificas, cheirar ou tocar objetos de forma
excessiva, fascinacgao visual por luzes ou movimento).

C | Os sintomas devem estar presentes precocemente no periodo do desenvolvimento (mas
podem nao se tornar plenamente manifestos até que as demandas sociais excedam as
capacidades limitadas ou podem ser mascarados por estratégias aprendidas mais tarde
na vida).

D | Os sintomas causam prejuizo clinicamente significativo no funcionamento social,
profissional ou em outras areas importantes da vida do individuo no presente.

E | Essas perturbagdes ndo sdo mais bem explicadas por deficiéncia intelectual (transtorno
do desenvolvimento intelectual) ou por atraso global do desenvolvimento. Deficiéncia
intelectual ou transtorno do espectro autista costumam ser comérbidos; para fazer o
diagnostico da comorbidade de transtorno do espectro autista e deficiéncia intelectual, a
comunicacgédo social deve estar abaixo do esperado para o nivel geral de desenvolvimento.

Evidéncias demonstram que o diagndéstico precoce e a subsequente intervencdo
Tevam a um melhor prognéstico e melhorias na gama de sintomas de pacientes autistas®.
Dessa forma, métodos como a escala Modified Checklist for Autism in Toddlers - M-CHAT
(Robins et al. 2001), sdo valorizados como instrumentos que podem auxiliar no rastreio
de criancas com o transtorno.

0 questiondrio é uma versdo estendida do CHAT (Baron-Cohen et al., 2000),
construido como instrumento de triagem de nivel 1, isto é, diferencia 0s pacientes com
TEA da populacdo geral, para ser aplicado aos pais de criancas com 16 a 30 meses de
idade. E composto por 23 itens em uma escala dicotémica do tipo sim/ndo®.

A versdao revisada (M-CHAT-R/F; Robins, Fein, & Barton, 2009) acompanha uma
Entrevista de Seguimento, disponivel para download. Com base nas respostas do
questionario, estabelece-se um algoritmo que estipula o risco de TEA e a conduta a ser
tomada baseada neste resultado. 0s itens cuja resposta for “NAO” equivalem a um (01)
ponto, exceto os itens 2, 5, e 12, onde a resposta “SIM” é a qual pontua®. Ao final da
soma, 0S pacientes podem ser classificados de acordo com a Tabela 1.
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= Tabela 1 - ATgoritmo_de pontuacdo do M-CHAT-R. —
= Pontuagéo | Risco Conduta s
' 0-2 BAIXO Se a crianga tiver menos de 24 meses; repetiro.M-CHAT-R aos

24 meses. Nao é necessaria qualquer outra medida, a néo ser
que a vigilancia indique risco de TEA

3-7 MODERADO | Administrar a Entrevista de Seguimento (segunda etapa do M-
CHAT-R/F) para obter informagao adicional sobre as respostas
de risco. Se a pontuagao do M-CHAT-R/F continuar a ser igual
ou superior a 2, a crianga pontua positivo na triagem. Medidas
necessarias: encaminhar a crianga para avaliagcdo diagnostica
e para avaliagdo da necessidade de intervencdo. Se a
pontuacdo da Entrevista de Seguimento for 0-1, a crianca
pontua negativo. Nenhuma outra medida é necessaria, a ndo
ser que a vigilancia indique risco de TEA

8-20 ALTO Pode-se prescindir da Entrevista de Seguimento e encaminhar
a crianga para avaliagéo diagndstica e também para avaliagdo
da necessidade de intervengéo

A etiologia do TEA é complexa e pautada na multifatoriedade, embora tais
fatores ainda ndo sejam totalmente compreendidos’. Por se tratar de uma doenca
heterogénea em sua clinica e seus fendtipos, cujo diagndstico é subjetivo e baseado em
um grande ndmero de critérios, hd dificuldades no entendimento preciso de seus
mecanismos®, o que é evidenciado pela inespecificidade dos dados obtidos com os estudos®.
Destacam-se as evidéncias que apontam para a interacdo entre fatores genéticos e
ambientais.

0 fator genético aparece como um fator de risco bem elucidado™. Observa-se
que tracos autistas e fendtipos subclinicos mais amplos de TEA sdo hereditérios e
continuamente distribuidos na populacdo'. Um estudo desenvolvido em gémeos em 2011
demonstra uma concordancia em gémeos monozigdéticos de 76%, reforcando a estreita relacdo
da hereditariedade. Contudo, tal relacdo ainda ndo aborda o espectro por completo,
fortalecendo a sinergia da exposicdo ambiental. Em paralelo, diversos aspectos tém sido
estudados para delimitar quais exposicOes estariam envolvidas na etiologia do TEA, tais
como idade parental avancada, técnicas de reproducdo assistida, fatores nutricionais,
infeccdes maternas, medicacBes e toxinas ambientais, dentre elas os metais pesados®.
Estes dltimos, objeto de estudo deste trabalho, sdo apontados como importantes
contribuintes. Com a tendéncia mundial expressiva de industrializacdo, observa-se
aumento da exposicdo humana a tais xenobidticos®, diminuicdo da permanéncia desses
metais nos minérios, producdo de novos compostos e alteracdo da distribuicdo desses
elementos no planeta®.

Metais pesados sdo elementos naturais que exibem altos pesos atomicos e altas
densidades. Em contato com o organismo, esses metais acabam atraindo para si dois
elementos essenciais do corpo: proteinas e enzimas. Alguns usam dessa atracdo para o
funcionamento de processos metabdlicos, como por exemplo o cobre, que € necessario em
pequena parcela para o melhor aproveitando de Vitamina C e em alta concentracdo torna-
se toxico™. No entanto, uma parte significativa de metais pesados ndo tem papéis
bioldgicos conhecidos, incluindo cadmio, chumbo e mercurio, que ainda exibem alta
toxicidade e propriedades nocivas quando consumidos por animais, incluindo seres
humanos®.

Tais substancias entram na categoria das neurotoxinas e parecem participar em
vias fisiopatolégicas diversas, dentre elas, no desenvolvimento de circuitos neurais e
sinapses, migracdo celular e conectividade®, sendo que os prejuizos podem advir tanto
da exposicdo perinatal quanto pés-natal'?. Diversos estudos tentam identificar de que
forma essas toxinas atuam e se fazem presentes nos pacientes com autismo.

A pesquisa sobre elementos toxicos é amplamente Timitada pelo seu design, mas hd

evidéncias suficientes para a associacdo entre alguns metais pesados - destacando-se o

merctrio inorgdnico e o chumbo - e o TEA®. Foi hipotetizado que dificuldades em sua

desintoxicacdo —podem —causar estresse oxidativo e desregulacdo imune, Tlevando ou

exacerbandoa apresentacdo fenotfpiea=de TEA'. =
-
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=" Baixos niveis de g{LEQE}?;{ghﬁtotalgh(GSH) tem mostrado afetar o sistema

//ﬂ’wﬁnmno1égico de criancas com autismo, como evidenciado—por—menor—atividade celular

y natural killer (NK)Y. A glutationa é o antioxidante central responsdvel pela

desintoxicacdo de causas ambientais e pode ser usada como biomarcador de estresse
oxidativo para avaliar a metilacdo e sulfatacdo de sistemas®.

Tais afirmacOes reforcam o metabolismo de metais pesados do paciente com TEA
como deficiente e de cardter autoimune. As células NK teriam sua acdo atacando o tecido
cerebral, de forma a contribuir para subconectividade entre areas distantes do cérebro
de criancas com autismo®.

Desta forma, torna-se necessdria a organizacdo e sistematizacdo das dltimas
evidéncias sobre a relacdo entre o TEA e a concentracdo de metais pesados na populacdo
infantil, a fim de aprimorar o conhecimento cientifico.

OBJETIVO

0 presente estudo visa reconhecer a relacdo e a influéncia dos niveis
corporais de metais pesados em pacientes pedidtricos diagnosticados com Transtorno do
Espectro Autista, a qual ainda ndo esta completamente elucidada.

MATERIAIS E METODOS
Estratégia de busca

Este estudo consiste em uma revisdo sistemdtica de ensaios clinicos
controlados randomizados avaliando os niveis corporais de metais pesados e sua relacdo
com o TEA na infancia.

Para a selecdo dos artigos foi realizada busca sistemdtica nas bases de dados
primaria MedLine, via Pubmed. Para a base MedLine foi utilizada a da seguinte estratégia
de busca: (Disorder, Autistic OR Disorders, Autistic OR Kanner's Syndrome OR Kanner
Syndrome OR Kanners Syndrome OR Autism, Infantile OR Infantile Autism OR Autism OR
Autism, Early Infantile OR Early Infantile Autism OR Infantile Autism, Early OR Spectrum
Disorders, Autism OR Autism Spectrum Disorders) AND (metals, heavy) AND (infant OR
child).

Critérios de elegibilidade
Foram incluidos na revisdo sistemdtica os seguintes artigos:

a) populacdo estudada de faixa etdria pediatrica;

b)  ensaios clinicos controlados randomizados;

c) cuja metodologia avalia a concentracdo de metais pesados no organismo;
d)  grupo de intervencdo diagnosticados com TEA.

Foram excluidos da revisdo sistemdtica os seguintes artigos:

populacdo estudada de faixa etdria ndo pedidtrica;
estudos observacionais;

revisdes literdrias;

estudos realizados com animais.

O O T 9
— — — —

Selecao dos artigos

Apés a busca sistemdtica na base de dados Medline, baseada na estratégia de )
busca estabelecida, foram-obtidos 180 trabalhados. Foram aplicados os critérios dgﬁ,f//
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1:%lgsaé“e exclusdo do trabaTﬁST‘?eSHlthgo em 9 trabalhos. Publicagdes das

/m;a,-jgo completo estava indisponivel ndo foram comsideradas, deste modo foram-recuperados

7 trabalhos ao total, todos 1idos na fintegra. A busca foi realizada no periodo de
Jjaneiro a fevereiro de 2019.

Ap6s a leitura dos artigos selecionados, 3 artigos foram excluidos da andlise
por consistir em intervencbes terapéuticas e 1 artigo por ndo apresentar grupo controle.
Os 3 trabalhos restantes foram eleitos para esta revisdo sistemdtica.

0 processo de selecdo dos artigos pode ser observado na figura abaixo:

Figura 1- Fluxograma para a selecdo de estudos incluidos na andlise.

Base Medline
(Autism [MeSH Terms]) AND
(metals, heavy) AND (child or

infant)

180 artigos

Y

Aplicado filtro "Ensaio Clinico"

9 artigos
Excluidos 02 estudos cujo
texto completo estava
A 4 indisponivel

Artigos selecionados para
leitura na integra

7 artigos

Excluidos 03 estudos
sobre intervencdes
terapéuticas e 01 estudo
nao controlado

h 4

Estudos selecionados para
esta revisao sistematica

3 artigos

Procedimentos de validacdo de Revisdo Sistemdtica

a) Busca dos estudos por pelo menos dois revisores, de forma independente;

b) Avaliacdo e selecdo dos estudos por pelo menos dois revisores, de forma
independente;

c) Extracdo dos resultados por pelo menos dois revisores, de forma
independente;

d)  Reunides semanais com o grupo de pesquisa para discutir e reformular a
estratégia de busca, avaliar os resultados dos Ensaios Clinicos (EC),
formular e reformular estratégias de avaliacdo;

e) Documentacdo (audit trail) de todos os procedimentos, mudancas nos
procedimentos e resultados.

Avaliacdo de desfechos

Na intencdo de avaliar o impacto de metais pesados (aluminio, chumbo, cobre,
mercurio e zinco) como fator prognéstico no TEA, os trés Ensaios Clinicos Controlados
revisados neste estudo utilizaram-se de critérios e parametros de relevancia estatistica
e clinica para analise dos pacientes pedidtricos.

Para esta revisdo sistematica, o desfecho primario é a concentracdo de metal
pesado na crianca com TEA, dosada nos trés artigos. 0Os desfechos secunddrios sao (1)
porfirinas urinarias, (2) estresse oxidativo e (3) expressdo génica.

e =S
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Estudos selecionados
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Os trés artigos incluidos nesta revisdo sistemdtica sdo ensaios clinicos
controlados que adotaram como grupo de intervencdo criancas com diagnéstico de TEA. 0Os
grupos de controle incluem as criancas sem TEA, com ou sem outros disturbios neuroldgicos
a depender do estudo. Todos os pacientes tiveram amostras séricas colhidas e analisadas
para pesquisa de metais pesados. As faixas etdrias estudadas diferiram em cada estudo,
numa faixa geral de 1-16 anos. As caracteristicas individuais dos estudos estdo expressas

na tabela abaixo.

Tabela 2 - Caracteristicas dos estudos selecionados.

Bibliografia | Macedoni-Luksi¢ et al Hodgson et al. (2014) Tian Y (2009)
(2014)

Desenho Ensaio clinico controlado. Ensaio clinico Ensaio clinico

de estudo controlado. controlado.

Objetivo Comparar os niveis séricos | Quantificar estresse Correlacionar os
de metais pesados e oxidativo e metabolismo | niveis sanguineos
porfirinas na urina de do mercurio através de de expresséo génica
criangas com TEA e controles séricos em de chumbo em
criangas com outros criangas com e sem criangas com e sem
disturbios neuroldgicos. TEA. TEA.

Metal Aluminio, chumbo, cobre, Mercurio. Chumbeo.

avaliado mercurio e zinco.

N grupo 52 27 37

TEA

N grupo 22 27 15

controle

Idade 1-16 anos. 3-5 anos. 2-5 anos.

Conclusédo | Foi determinada elevada Aumento do estresse Nao foi determinada
raz&o sérica cobre/zinco oxidativo, diminuicdo do | diferenga
nas criangas com TEA em | metabolismo do mercurio | significativa nos
relagéo ao grupo controle. | e aumento da niveis séricos de
Nao foram encontradas concentracgéo de chumbo entre os
diferencgas relativas aos mercurio no fio de cabelo | grupos avaliados.
outros metais avaliados. em criangas com TEA.

Analise MANCOVA ANOVA ANCOVA

estatistica

Avaliacdo da qualidade dos artigos

Para o julgamento da qualidade dos ensaios clinicos randomizados incluidos
foi utilizado como base o checklist proposto pelo National Collaborating Centre for
Mental Health (UK)®, com as modificacOes adequadas a este trabalho. Foi utilizado como
pardmetro também a escala de Jadad”. Essas informacGes podem ser observadas na tabela

3.
Tabela 3 - Qualidade dos ensaios clinicos incluidos na Revisdo Sistemdtica.

Bibliografia Macedoni-LuksSi¢ et al | Hodgson et al. Tian Y
(2014) (2014) (2009)

Questao clinica focada e Sim Sim Sim

apropriada

Ensaio clinico controlado Sim Sim Sim

Randomizagao Sim Sim Sim

Desfechos por avaliagao de Sim Sim Sim

metais pesados

Minimizag&o de vieses Sim Sim Sim

Violagé@o do codigo de ética Nao Nao Nao

Pontuacéo na Escala de Jadad 2 2 2

7~

—
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No ensaio clinico realizado por Macedoni-Lukdie et —al (2014)? foram
selecionados 74 pacientes para o estudo. Todos os participantes eram criancas, na faixa
etaria de 1 a 16 anos, e foram alocados em dois grupos. O grupo de intervencdo (52
pacientes, idade média 6,2 = 3 anos) era composto por pacientes com TEA, cujo diagndstico
foi baseado no DSM-IV (Texto Revisado) e estavam em tratamento no Children’s Hospital
Ljubljana. O grupo controle (22 pacientes, idade média 6,6 = 3,7 anos) continha criangas
com outras desordens neuroldgicas, dentre elas: sindrome de Tourette, epilepsia, atraso
de desenvolvimento, transtorno de déficit de atencdo e outras.

Macedoni-Luk3i¢ et al.# avaliou habilidades cognitivas, de acordo com a idade,
baseado nas escalas de Bayley Scales of Infant Development (BSID-II) - Mental Scale,
Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC-III) e Raven’s Colour Progressive
Matrices (CPM). Além disso, utilizou-se das seguintes técnicas para avalicdo de
desfechos:

a) Andlise de Zinco (Zn) e Cobre (Cu) por espectrometria de absorc¢do atomica
com chama;

b)  Andlise de Aluminio (A1) e Chumbo (Pb) pelo sistema atomico método de
espectrometria de absorcdo;

c) Andlise de Mercirio (Hg) pelo método de espectrometria de absorcdo
atdmica por vapor frio;

d)  Andlise de porfirinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Hodgson et al. (2014)% conduziu um estudo controlado com 54 criancas, sendo
metade do grupo de intervencdo (criancas com TEA) e metade do grupo controle (criangas
sem TEA). Neste dltimo, excluiram-se os participantes com disturbios comportamentais e
desordens neuroldgicas. A faixa etdria do estudo foi de 3 a 5 anos.

0 metal analisado neste trabalho foi o mercdrio, dosado em amostras de cabelo
de ambos 0S grupos para posterior comparacdo entre eles. Este desfecho foi analisado
por espectrometria de massa acoplada indutivamente (ICPMS) e a precisdo da metodologia
do ICPMS foi verificada pelo uso apropriado de ensaio em branco. Além disso, elementos
séricos envolvidos no metabolismo do estresse oxidativo também foram observados e
pontuados a partir de:

a) Ti6is séricos, medidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e detecgdo eletroquimica;

b)  N-homocisteinilizacdo das proteinas selecionadas, calculado a partir da
intensidade de quimioluminescéncia.

Por sua vez, Tian Y (2009)* reuniu 52 pacientes na faixa etédria de 2 a b5
anos, dividindo-os em criancas com TEA (grupo de intervencdo) e criancas da populacdo
geral (grupo controle).

Neste estudo, chumbo foi avaliado a partir de amostras de sangue, coletadas
de ambos 0s grupos em tubos vacutainer com dcido etilenodiaminitretraacético (EDTA).
Além de buscar estabelecer uma relacdo entre a expressdo de genes e as amostras de
chumbo obtidas através de isolamento de RNA e processamento de microarray, permitindo
a comparacdo quantitativa dos grupos em estudo.

Avaliacdo estatistica
Macedoni-Luk$i¢ et al.? comparou os grupos por idade a partir de t-test,

seguido da avaliacdo por género e comorbidades a partir de x2 test, Fisher’s exact test
e Mann-Whitney t-test.
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:;/*’//J- Para o cdlculo das d{;;;gaggghaé‘ﬁengentragéo de metais pesados e porfirinas

//wfﬁeurinérias em cada um dos grupos, foi utilizado do método MANCOVA,—seguido de Spearman

2 para avaliacdo da correlacdo entre parametros bioquimicos e o nivel de habilidades

cognitivas gerais. 0 nivel de erro o aceitdvel para todas as andlises estatisticas
realizadas foi de 0,05 (p), tornando o estudo em questdo significativo.

Em Hodgson et al.® o grupo de TEA foi avaliado em comparacdo com dados do
grupo de controle, a partir do agrupamento de individualidades com género e idade. Os
dados agrupados foram inicialmente avaliados por ANOVA, seguida de andlise Post Hoc
para metabolitos individuais utilizando o Stundent’s t-test para avaliar a significancia
com um ponto de corte P <0,05.

Foi realizada andlise de covariancia, a dada por ANCOVA, no ensaio Tian, 2009%*
e as correlacbes parciais foram estimadas entre expressdo génica e niveis de chumbo
transformados por logZ, enquanto os efeitos de idade e sexo foram controlados. A fim de
reduzir falsos positivos, apenas resultados que se sobrepunham a trés modelos de ANCOVA
foram considerados.

Expressdo de metais pesados no quadro do TEA

Os trés estudos possufam como objetivo comum comparar as concentracoes
organicas de metais pesados entre o grupo com TEA e o0 grupo controle, de modo a avaliar
posteriormente sua interferéncia no quadro da doenca em questdo. Os resultados de cada
estudo estdo apresentados na tabela 4 e se referem aos valores encontrados na dosagem
de metais pesados, sendo este desfecho primdrio. Além disso, foram explicitados os
desfechos secunddrios.

Tabela 4 - Avaliacdo dos desfechos primirios e secundarios.

Referéncia Desfecho avaliado \ Grupo TEA | Grupo controle
Macedoni-Luksic¢ et al (2014) Metal pesado dosado (Média + SD)
Cobre (umol/L) 20.57 £3.29 19.87 £4.12
Aluminio (pg/L) 7.05+6.27 8.06 + 9.86
Zinco (umol/L) 10.74 + 1.81 12.10 £ 1.52
Chumbo (ug/L) 30.80 +34.33 | 18.60+7.24
Mercurio (mg/L) 1.90 + 0.97 1.55 £ 0.56
Porfirinas urinarias < >
(Grafico 1)
Hodgson et al. (2014) Metal pesado dosado (Média + SD)
Mercurio (ug/g) 16.93+0.36 | 0.611+0.033
Stress oxidativo (%)
Glutationa (GSH) 29% 100%
Hemocisteina (HCY) 100% 59%
Tian Y (2009) Metal pesado dosado (Média + SD)
Chumbo (ug/dL) 1.30 + 1.01 1.30+0.58
Expressao génica 1589 843
(probe sets)

// -."-:--.”:f\\ﬁg ,---/
Revista UNILUS Ensino e Pesquisa, v. 17, n. 46, jan./mar. 2020; N-2318-2083 (eletrdnico) e-p. 128




g Gtafi-'”lf Concentracdes da CopFBBB??TT+ﬂasgjhfiIII (ug/L) na urina de criangas com TE

comparado com o grupo centrole (n= 19)
Group

ASD group control group

250

200 -

150

100

= = -

T T T T
Coproporphyrin | (ugll)  Coproporphyrin lll (uglL) Coproporphyrin | (ug)  Coproperphyrin Il (ugiL)

Apenas Hodgson et al.? demonstrou uma diferenca significativa entre os grupos
para o desfecho primario, no qual se evidenciou valores elevados de mercirio nas amostras
de cabelo de pacientes com TEA. Em Macedoni-Luk$i¢ et al? e Tian Y* as diferencas foram
discretas.

No entanto, no que diz respeito aos desfechos secundédrios, cada um dos estudos
trouxe parametros importantes que se mostraram bem diferenciados entre os grupos. Em
Macedoni-Luk§i¢ et al?, as porfirinas urindrias mostraram-se diminuidas enquanto a
relacdo Cu/Zn foi elevada. Hodgson et al? demonstrou diferenca em critérios relacionados
ao estresse oxidativo, aumentado no grupo com TEA. J& Tian Y# evidenciou a relevante
participacdo da expressdo génica relacionada ao chumbo.

DISCUSSAO

0 TEA é um distdrbio de neurodesenvolvimento, com participacdo inflamatéria
e autoimune. As manifestacdes neuroldgicas sdao proeminentes e pode-se incluir ainda
sintomas gastrointestinais e condicbes sistémicas. Para tal quadro, considera-se o
envolvimento de metais pesados em sua expressdao, avaliando outras possiveis relacoes
como porfirinas urindrias, estresse oxidativo e expressdo génica.

Em Macedoni-Luk3ic et al® ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significantes nos niveis séricos dos metais avaliados entre o grupo de criancas com TEA
e criancas com outros transtornos neurolégicos. MANCOVA ndo confirmou correlacdo de
grupo, idade ou género para a concentracdo sérica de metais pesados.

As porfirinas foram objeto de estudo em cada grupo, visto que sua presenca
na urina pode ser um indicador de intoxicacdo por metais pesados. Evidéncias na
literatura mostram valores aumentados em criancas com TEA, se comparadas a criangas sem
0 transtorno®. No entanto, a andlise multivariada de covariancia do estado
mostrou correlacdo estatistica entre a menor concentracdo de coproporfirina I e III e
a presenca de TEA. Todavia, deve-se destacar que no estudo em questdo o grupo controle
era composto por criancas com outros disturbios neurolégicos.

Ainda neste estudo, houve uma relacdo de Cu / Zn significativamente elevada, _
principalmente—como resultade—de-diferencas no nivel de Zn. Esta pode ser explicada .~
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_Jpela’féﬁdéncia a reducdo da at{;;SQEEMHBHmEGanjﬁmQ de desintoxicacdo da metatotioneina
//“’w"e/ou Cu/Zn SOD1, resultando em estresse oxidativo excessive—e—danos as células do
2 sistema nervoso. 0 estudo conclui que a dosagem de Cu e Zn é interessante em toda
crianca paciente de TEA para recomendacdo positiva a suplementacdo de Zn, no caso de

sua insuficiéncia.

Alteracbes induzidas pelo estresse oxidativo na metilacdo do DNA podem
contribuir para o comprometimento do neurodesenvolvimento no autismo®. Os achados de
Hodgson et al? refletem uma capacidade comprometida de desintoxicar e excretar o mercirio
derivado de alimentos em criancas com TEA, além da significativa elevacdo nos niveis de
mercuirio e outros metais pesados em amostras de cabelo destes pacientes.

Essa relacdo é de ainda mais importancia em Oman, populacdo estudada, em que
0 consumo de peixe (principal fonte de mercirio alimentar) é maior do que a média
global. A GSH Tiga-se e contribui para a desintoxicacdo do mercurio, corroborando para
0 achado desta reduzida em criancas com TEA, enquanto a deplecdo de tiol pode aumentar
a oportunidade de o merclrio exercer seus efeitos neurotoxicos.

Como resultado de Tian Y#, apesar das diferencas ndo significativas nos niveis
séricos de chumbo entre criancas com TEA e controle, notou-se categérica predominancia
dos genes cuja expressdo se correlaciona com os niveis de chumbo em criancas com TEA
diferente daqueles que se correlacionam com os niveis de chumbo em criancas do grupo
controle. Ou seja, a expressdo génica assume papel determinante para concentracdo e
comportamento do metal pesado no organismo.

A descoberta de que existem correlacdes entre a expressdao de centenas de genes
no sangue e os niveis de chumbo no sangue em ambos 0S grupos apoia a no¢do de que niveis
crescentes de chumbo, mesmo em niveis baixos, estdo associados a diferencas de
transcricdo no sangue. Assim, mesmo baixos niveis de chumbo podem produzir efeitos
bioldgicos em humanos. Se estas sdo respostas toxicoldgicas ou respostas adaptativas /
protetoras podem depender do contexto ambiental e do contexto genético em que elas
ocorrenm.

A disparidade dos métodos de avaliacdo dos metais utilizados entre os estudos
selecionados nesta revisdo, associada ao reduzido nUmero de trabalhos obtidos,
prejudicam a andlise e a consolidacdo dos resultados. Desta forma, fazem-se necessdrios
novos estudos na drea, tendo em vista a padronizacdo das andlises dos metais e o
aprofundamento da maneira como eles interagem com o TEA.

Proposta de seguimento

Dada a importancia do tema elencado neste trabalho e a falta de estudos que
explicitem claramente a relacdo dos metais pesados com o TEA, pode-se levantar questoes
adicionais a serem exploradas posteriormente, incluindo possiveis consideracbes para
elaboracdo de um novo estudo.

Sabe-se que o DSM-5 dispde de uma série de critérios para estabelecer o
diagnéstico, citados anteriormente. No entanto, no quesito identificacdo precoce, 0S
métodos de triagem ganham destaque.

0 M-CHAT-R/F tem como objetivo maximizar a sensibilidade, ou seja, detectar
0 maior nimero possivel de casos de TEA em uma populacdo. Isso ndo significa que todas
as criancas que obtém uma pontuacdo de risco serdo diagnosticadas com TEA, pois a
sensibilidade do teste pressupde uma elevada taxa de falsos positivos. Entretanto, um
nimero significativo de criancas que pontuam positivo no M-CHAT-R/F podem apresentar
risco elevado para outros disturbios do desenvolvimento ou atrasos sendo, portanto,
justificada a avaliacdo e seguimento para qualquer crianca que venha a ter resultados
positivos na triagem. ®

Considerando-se a mais recente revisdo do MCHAT e a evidente importancia para P
triagem das criancas—com—TEA, de encontro aos dados sistematicamente analisados neste_J,»//
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-l tgﬁ@glhe: pode-se propor um novo estuda_que correlacionasse a pontuagdo..no-MCHAT-R/F

_/ﬁﬁe'm a dosagem de metais pesados nos pacienté%“tfiados,_visando estabelecer-uma possivel

" relacdo prognéstica.

: Numa populacdo pediatrica delimitada, aplicar-se-ia o MCHAT-R/F como
instrumento de triagem e, posteriormente, 0s pacientes com pontuac¢des positivas seriam
avaliados para dosagem sérica de metais. Dessa forma, seria possivel analisar se as
concentracbes organicas precoces dos mesmos influenciam na forma de apresentacdo da
doenca e na pontuacdo da triagem.

CONCLUSAO

Os trés estudos selecionados para esta revisdo corroboram com a hipdtese da
metabolizacdo inapropriada de metais pesados em pacientes com TEA. A concentracdo
organica destas toxinas manifesta-se como um possivel contribuinte para a etiologia
multifatorial do transtorno.

Além disso, esta revisdo evidencia outras relevantes maneiras de avaliacdo
indireta dos niveis de metais, ndao somente a dosagem sérica de cada um, possibilitando
uma pesquisa ampliada e explicitando que essa relacdo pode ocorrer de diversas formas.

Dessa forma, sdo necessdrios novos trabalhos para elucidar mais precisamente
a relacdo entre o TEA e a expressdo dos metais pesados, que tem se tornado cada vez
mais relevante nos cendrios brasileiro e mundial nos Gltimos anos.
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