CINTIA CRISTINA FADINI

CORRELACAO ENTRE 6-SULFATOXIMELATONINA, DISTURBIOS DO SONO
E CITOCINAS INFLAMATORIAS EM TRANSTORNO DO ESPECTRO DO

AUTISMO (TEA)

MARILIA

2013



CINTIA CRISTINA FADINI

CORRELACAO ENTRE 6-SULFATOXIMELATONINA, DISTURBIOS DO SONO
E CITOCINAS INFLAMATORIAS EM TRANSTORNO DO ESPECTRO DO

AUTISMO (TEA)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Fonoaudiologia da Faculdade de
Filosofia e Ciéncias, da Universidade Estadual
Paulista — UNESP — Campus de Marilia (SP) para
obtencdo do titulo de Mestre em Fonoaudiologia.
Area de  Concentragio:  Distirbios  da
Comunica¢@o Humana.

Orientadora: Dra. Luciana Pinato

MARILIA

2013



F145c¢

Fadini, Cintia Cristina.

Correlagdo entre 6-sulfatoximelatonina, disttirbios do
sono e citocinas inflamatérias em Transtornos do espectro
do autismo (TEA) / Cintia Cristina Fadini. — Marilia, 2013.

91f.; 30 cm.

Dissertacao (Mestrado em Fonoaudiologia) - Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Filosofia e Ciéncias, 2013.

Bibliografia: f. 78-88.

Orientadora: Luciana Pinato.

1. Autismo. 2. Melatonina. 3. Disturbios do sono. 4.
Comportamento humano. 5. Citocinas. 6. Transtornos do
espectro do autismo. 7. Sistema nervoso central — Inflamacao.
I. Titulo.

CDD 616.8982




FADINI, C. C. Correlagao entre 6-sulfatoximelatonina, distirbios do sono e citocinas
inflamatérias em Transtorno do espectro do autismo (TEA). Dissertacdo de Mestrado
apresentada ao Programa de P6s-graduagdo em Fonoaudiologia da Faculdade de Filosofia e
Ciéncias “Julio de Mesquita” UNESP — Marilia (SP) para obtencdo do titulo de Mestre em

Fonoaudioldgia, drea de concentracgio Distirbios da Comunicagdo Humana.

Aprovada em 29 de abril de 2013.

Banca Examinadora:

Prof. Dra. Luciana Pinato — Faculdade de Filosofia e Ciéncias — FFC/ UNESP

Marilia/SP. Orientadora e Presidente da Banca.

Prof. Dr. Prof. Dr. Pedro Augusto Carlos Magno Fernandes — Universidade de Sao
Paulo — USP - Sao Paulo.

Profa. Dra. Roberta Gongalves da Silva — Faculdade de Filosofia e Ciéncias —

FFC/UNESP - Marilia/SP.

Apoio: Fundac@o de amparo a pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP (proc.
2011/15713-7 - bolsa de mestrado)



Dedico este trabalho aos meus amores,
pacientes incriveis, que me dedicaram seu

autistico amor.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora professora Dra. Luciana Pinato pelas orientagdes e conselhos

durante o processo do Mestrado.

As professoras Dra. Célia Maria Giacheti e Dra. Dionisia Aparecida Cusin

Lamonica que disponibilizaram tempo e sabedoria para contribuir para este trabalho.

Aos membros da banca, Dra. Roberta Gongalves Silva e Dr. Pedro Augusto Carlos
Magno Fernandes, por disponibilizarem seu tempo para colaborar na construcdo desse

trabalho.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Funda¢do de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sdo Paulo — FAPESP. Agradeco esta institui¢do pela bolsa de mestrado
concedida (proc. 2011/15713-7) e pelo projeto Jovem pesquisador (proc. JP2011/51495-

4) concedido a orientadora deste estudo.

Para toda minha familia, especialmente, meu pai Darcy, minha mae Natdlia,

minha irma Vanessa e minha sogra Maria José.

A professora Dra. Agnes Fetti-Conte pelos ensinamentos em palestras e pelas

discussdes sobre o diagnostico no Transtorno do espectro do autismo.
Ao professor Dr. Edson Luiz Maistro por disponibilizar seu laboratério.

A funciondria Larissa Zochio por me ajudar constantemente na manipulacdo dos

materiais coletados. Muito obrigada.

Aos Professores Dra. Larissa Cristina Berti e Dr. Vitor Engrdcia Valenti, um
agradecimento especial, pela colaboragdo na andlise dos dados e o uso de ferramentas

estatisticas.



A psicanalista Heloisa Teixeira, por me ajudar a estar mais proxima de mim

mesma.

As minhas companheiras de barco e amigas, Carla Taxini, Giulia Ganthous,
Natélia Fusco, Aline Schmatz e Denise Cunha pela cumplicidade em momentos de dor e

prazer e por vivenciar comigo a procura por respostas as simples questdes da vida.

Meus amigos Itapevenses que estiveram ao me lado sempre, Rodrigo (Quick),

Taci, Felipe, Vanessa, Murylo (Parca).

AGRADECIMENTO ESPECIAL

Meu agradecimento mais profundo s poderia ser dedicado a uma pessoa: Meu
esposo. O tempo todo ao meu lado, incondicionalmente. Nos momentos mais dificeis, que
ndo foram raros neste ultimo ano, sempre me fazendo acreditar que chegaria ao final

desta dificil, porém gratificante etapa. Obrigada André, meu AMOR.



Autistico amor

Nunca tive seu olhar,
Magia, circulos, tornados,
Brisa, vendaval,
Choros, risos,
Sou seu bambolé,
giro, giro...
Estou préximo a voce...
mas somente meus giros te encantam,
mas nao sinto teu toque,
N3ao tenho teu olhar,
Mesmo assim sigo girando em torno de
VOCE,
Vocé é quem conduz,
bailarina, borboleta, fada...

Sou tudo o que a tua fantasia criar,
Aprendi que esta € tua forma de amar...
Tocar...
olhar...

Aceito, amo...

Entendo...

Teu autistico amor.

Rita Cheruttti



RESUMO

FADINI, C. C. Correlacao entre 6-sulfatoximelatonina, distiirbios do sono e citocinas
inflamatorias em Transtorno do espectro do autismo (TEA). Dissertacdo de Mestrado
apresentada ao Programa de P6s-graduacdo em Fonoaudiologia da Faculdade de Filosofia e
Ciéncias “Julio de Mesquita” UNESP — Marilia (SP) para obtencdo do titulo de Mestre em

Fonoaudiologia, drea de concentracio Distirbios da Comunicagdo Humana.

O Transtorno do espectro do autismo (TEA) é um conjunto de afec¢des do
neurodesenvolvimento que comprometem principalmente a interacdo social, a
comunicacdo e o comportamento. Na sintomatologia do TEA destaca-se a alta
prevaléncia de disttirbios severos no ritmo sono-vigilia. Uma das possiveis causas de
problemas na qualidade do sono em criangas seria o padrdo anormal da producdo de
melatonina, hormonio produzido pela glandula pineal, capaz de modular a qualidade do
sono, gragas a sua fungdo como transdutora da informacao fotoperiddica ambiental, além
disso, esta molécula é controlada por moléculas que sinalizam inflamacdo. O presente
estudo correlaciona o conteido do metabdlito da melatonina, 6-Sulfatoximelatonina
(aMT6s) a disturbios do sono e as citocinas TNF e IL-6 em TEA. Participaram do estudo
36 individuos, de ambos os géneros, idade entre 4-18 anos (média de 9,7 +/- 4,1),
divididos em Grupo pesquisa (GP): 18 individuos com TEA e Grupo controle (GC): 18
individuos controles. Dentre os individuos do GP, quanto ao diagnéstico, 56%
apresentaram autismo, 17% PDD-NOS (Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem
Outra Especificacdo) e 28% sindrome de Asperger. Para a caracterizagdo dos disturbios
do sono e comportamento foi utilizada a Escala de Distirbios do Sono em Criancgas e para

caracteriza¢do do comportamento o inventdrio comportamental Child Behavior Checklist



— CBCL. As quantificacdes dos conteudos de aMT6s e das citocinas TNF e IL-6 foram
realizadas em urina e saliva, respectivamente, ambos por ELISA. Para andlise dos dados
foi utilizado estatistica descritiva, comparagdo entre dois grupos por meio do Mann-
Whitney U test e andlise da relacdo entre as varidveis utilizado o Coeficiente de
Correlacdo linear de Spearman., cujo o valor de significancia adotado foi de 5%. Os
resultados da EDSC mostraram que 44% dos individuos do GP apresentaram pelo menos
um dos distirbios do sono da escala, sendo que o GP apresentou escore maior que o GC
no distirbio de inicio e manutencdo do sono. Na andlise do comportamento, o GP
apresentou maiores escores em comparacdo ao GC para os problemas totais de
comportamento, problemas de retraimento, problemas sociais, problemas de pensamento
e problemas de aten¢do. Na andlise da correlagdo entre os distirbios do sono da EDSC e o
inventdrio comportamental CBCL, verificou-se que os disttirbios do sono influenciaram
negativamente nos problemas do pensamento, internalizantes e totais do comportamento
de individuos do GP. Na comparacdo da aMT6s o GP apresentou menor conteido
noturno que o GC. Na andlise de correlagdo entre os resultados da aMT6s e os disttrrbios
de sono houve correlacdo entre conteido de aMT6s e presenca de distirbios respiratério
do sono. Os valores encontrados no teste de verificacdo de ritmicidade circadiana do
conteido de aMT6s mostraram que dos 18 individuos do GP, 49% apresentaram
ritmicidade circadiana normal, 11% apresentaram ritmicidade invertida com o pico no
periodo diurno e 40% ndo apresentaram ritmicidade. No GC, 100% dos individuos
apresentaram ritmicidade circadiana normal do contetido de aMT6s. Houve correlacao
entre disturbios de sono e o conteido de aMT6s. A andlise dos valores de TNF nao
apontou variacdo de ritmo (dia/noite) nos individuos do GP e GC. Na comparacdo entre

grupos o GP apresentou contetido de TNF noturno maior quando comparado ao GC. Os
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resultados permitem concluir que individuos do GP apresentaram baixos niveis de aMT6s
noturno em comparacdo ao GC, o que representa baixo conteido de melatonina
plasmatica nesta populacdo neste periodo. Embora, ndo tenhamos encontrado correlacio
estatistica, TNF esteve significativamente aumentado nos individuos do GP em
comparacdo a individuos do GC, enquanto a citocina IL-6 apresentou niveis semelhantes
ao controle. Os resultados nos permitem concluir que individuos com TEA apresentam
baixos niveis de aMT6s noturna, esta baixa produg¢do de melatonina influencia na

qualidade do sono e pode ser causada pelos altos niveis de TNF circulante dos mesmos.

Palavras-chave: Autismo. Melatonina. Sono-vigilia. Comportamento. Citocinas.

Neuroinflamagdo. Transtorno do Espectro do Autismo.
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ABSTRACT

The autism spectrum disorder (ASD) is a group of neurodevelopmental disorders that
involve mainly social interaction, communication and behavior. On the symptomatology of
ASD highlights the high prevalence of sleep-wake cycle disturbances. One of the causes of
sleep disturbances in children is the abnormal pattern in the melatonin production by the
pineal gland. This hormone can modulate the quality of sleep due to its function as
transducing photoperiodic information from the environment. Besides being controlled by
the photoperiodic information melatonin synthesis also is controlled by signaling molecules
inflammation. The present study correlates sleep disorders with the contents of aMT6s,
TNF and IL-6 in TEA. 36 individuals, of both genders, aged 4-18 years (mean 9.7 + / -
4.1), were analyzed being 18 individuals with ASD (research group - GP) and 18 control
subjects (control group-GC). In the GP regarding the diagnosis, 56% had autism, 17%
PDD-NOS (Pervasive Developmental Disorder Not Otherwise Specified) and 28%
Asperger syndrome. For the sleep disorders and behavior characterization were used
respectively the Escale of Sleep Disorders in Children (ESDC) and Child Behavior
Checklist - CBCL. The measurements of aMT6s, TNF and IL-6 contents were performed
on urine or saliva by ELISA. For data analysis we used descriptive statistics, Mann-
Whitney U test for comparison between two groups and linear correlation coefficient of
Spearman, the value of significance was 5%. The ESDC showed that 44% of GP
individuals have at least one type of sleep disorder, and the GP has higher scores than the
CG in the disorder of onset and sleep maintenance. Individuals of the GP had higher scores
compared to the GC for total behavior problems, withdrawal problems, social problems,

thought and attention problems. In the analysis of the correlation between sleep disorders
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and behavioral inventory, it was found that sleep disorders influenced negatively the
thinking problems, internalizing and total behavior in the GP. Comparing the contents of
diurnal and nocturnal aMT6s, the GP showed the lowest values. Furthermore 49% of GP
showed normal circadian rhythmicity, 40% didn’t show, and 11% had inverted rhythmicity.
100% of the GC showed normal circadian rhythmicity. The analysis of the values of TNF
showed no diference between day / night in the GP and GC. The highest content of TNF
was in the GP when compared to CG. There was no difference when comparing the
amounts of IL-6 in the individuals of GP and GC. There was correlation between aMT6s
content and the presence of sleep respiratory disorders. The results showed that the GP
individuals had low levels of aMT6s at night compared to the GC. TNF was significantly
increased in individuals of GP compared to individuals of the GC, while the cytokine IL-6

showed similar levels of control.

Keywords: Autism. Melatonin. Sleep-wake. Behavior. Cytokines. Neuroinflammation.

Autism Spectrum Disorder.
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1 INTRODUCAO

Os Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (TID), do inglés Pervasive
Developmental Disorders (PDD), fazem parte de um grupo de doengas neuropsiquidtricas
da infancia (STEINE; GUERREIRO; MARQUES-DE-FARIA, 2003). Sdo condi¢des que
interferem no desenvolvimento neuropsicolégico do individuo, e se caracterizam por
prejuizo grave na capacidade de interacdo social, comunica¢do verbal e ndo verbal e
padrdes estereotipados e repetitivos de comportamentos e interesses (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2002).

Autismo, Sindrome de Asperger, Sindrome de Rett, Transtorno Desintegrativo da
Infancia e Transtorno Invasivo do Desenvolvimento Sem Outra Especificagdo (Pervasive
Developmental Disorders, Not Otheerwise - PDD-NOS) sao diagnésticos que compdem 0s
TID (APA, 2002; STEINE; GUERREIRO; MARQUES-DE-FARIA, 2003).

Devido a dificuldade no diagnéstico diferencial ser maior entre Autismo, Sindrome
de Asperger e PDD-NOS, estas trés condi¢cdes foram incluidas em um subgrupo
denominado Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) (RUTTER, 2005; FETTE-CONTE,
2011), cuja prevaléncia varia de 3 para cada 10.000 nascimentos até 66 para 10.000
nascimentos na populacio em geral dependendo do estudo (AUTISM AND
DEVELOPMENTAL DISABILITIES MONITORING NETWORK, 2009). Sabe-se que
este transtorno afeta 4 vezes mais meninos do que meninas (BAIRD et al., 2006) e sua
susceptibilidade pode ser atribuida a influéncias genéticas heterogéneas em grande parte,
ainda desconhecidas (FOLSTEIN; ROSEN-SHEIDLEY, 2001; WIROJANAN et al., 2009).

Alguns trabalhos sugeriram uma combinacdo entre fatores de risco ambientais, auto-

imunes e inflamatérios no sistema nervoso central que poderiam contribuir para a
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patogénese deste transtorno (NELSON; GRETHER; CROEN, 2001; VARGAS et al., 2005;
ZIMMERMAN et al., 2005; CHEZ et al., 2007).

Na sintomatologia do TEA foram descritos altos niveis plasmdticos de citocinas
inflamatérias como fator de necrose tumoral (TNF), Interferon-gama IFNy Interleucinas 1-
beta (IL-1B) e Interleucina 6 (IL-6) (ZIMMERMAN et al., 2005; MOLLOY et al., 2006;
ASHWOOD; WAKEFIELD, 2006) com ativagdo aumentada de células Th2 e Thl,
essenciais para o estabelecimento da resposta imune (MOLLOY et al., 2006; LI et al.,
2009) o que reforca a hipétese da participagdo de processos inflamatérios nos quadros
clinicos de individuos com TEA. Apesar disto, o processo inflamatério tem sido, até o
momento, pouco explorado como possivel alvo terapéutico em TEA.

Dentre a complexa sintomatologia do TEA destaca-se ainda a alta prevaléncia de
disturbios de sono, acompanhadas de alteracdes comportamentais, instabilidade de humor,
déficits nas fungdes neurocognitivas, incluindo memdria, atencdo, criatividade verbal,
flexibilidade cognitiva e raciocinio abstrato (LEU et al., 2011; GUENOLE et al., 2011;
DOYEN et al., 2011).

Em individuos saudéveis, em condi¢cdes ambientais normais, a sintese e secrecao de
melatonina pela glandula pineal sdo altas durante a noite e baixa durante o dia
(SIMMONEAUX; RIBELAYGA, 2003). Alguns estudos apontaram problemas neste ritmo
de melatonina em TEA, alguns relataram amplitude diminuida a noite ou até mesmo
auséncia de secrecdo noturna e um deles apresenta autistas com niveis de melatonina
elevados durante o dia (RITVO et al., 1993; NIR et al., 1995; JAN; FREEMAN; FAST,
1999; MYAMOTO et al., 1999; RICHDALE, 1999; NIR, 2003; JAN; FREEMAN, 2004).

Considerando que, em condi¢des normais a produ¢do noturna de melatonina comecga

em consonancia com o aumento na propensao ao sono, deficiéncias na consolida¢cdo do
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sono sdo correspondentes a fase circadiana de menor secre¢do de melatonina e que a
melhora na qualidade do sono coincide com os maiores niveis de melatonina
(TZISCHINSKY et al.,, 1993; SCHOCHAT et al.,, 1998), a alteracio no ritmo de
melatonina poderia ser responsdvel pela dificuldade no inicio e manuten¢do do sono em
TEA (PATZOLD; RICHDALE; TONGE, 1998; RICHDALE, 1999).

Na ultima década foi demonstrado que além do controle fotoperiédico sobre a
producdo de melatonina, a sintese deste hormonio pela glandula pineal pode ser suprimida
por padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e por citocinas pro-
inflamatdrias, criando as condi¢des para uma montagem da resposta inflamatéria
apropriada, independente da hora do dia (Markus et al., 2007., Da Silveira Cruz-Machado
et al., 2010, Carvalho-Souza et al., 2011). Neste contexto, a melatonina passa a ser
produzida por células imunocompetentes no local da injiria onde age como molécula
imunomodulatéria Na fase de resolucdo da resposta inflamatéria, mediadores anti-
inflamatérios contribuem para a restauracao da atividade da glandula pineal (Markus et al.,
2007).

Avaliagdes dos conteidos de melatonina ou de seu metabdlito 6-
Sulfatoximelatonina (aMT6s) demonstraram que a producdo de melatonina encontra-se
alterada com baixa producdo de melatonina a noite em individuos com TEA (JAN;
O’DONNEL, 1996; MYAMOTO et al., 1999; LEU et al., 2010). Isto pode ser uma forte
evidéncia de que o processo inflamatério pode estar bloqueando a producdo noturna de
melatonina nestes individuos.

Além disso, a literatura até o momento aponta a melatonina como um tratamento

promissor para disttirbios do sono em TEA, o que pode inclusive levar a melhora sensivel

dos problemas comportamentais (GALLI-CARMINATI; DERIAZ; BERTSCHY, 20009;

20



WIROJANAN et al., 2009). Devemos ainda ressaltar que as pesquisas, até o momento,
exploram apenas a funcdo cronobidtica da melatonina, enquanto as funcdes antioxidante,
anti-inflamatoria e neuroprotetora, além de aprimoramento de estabilidade dendritica da
melatonina (TAMURA et al., 2006; KAUR; LING, 2008; REITER et al., 2009; TAMURA
et al., 2009; LI et al., 2009; CECON et al., 2010), ndo foram ainda consideradas em TEA.

Virios trabalhos tém proposto fun¢do anti-inflamatdria para a melatonina quer seja
exogena (TAN et al.,, 2010; TOMA S-ZAPICO; COTO-MONTES, 2005) ou enddgena
(TAMURA et al.,2006). Além disso, estudos avaliando a adaptacdo da resposta imune
sugeriram que a melatonina secretada pela glandula pineal desempenha um papel na
regulacdo das respostas imunes inatas e adquiridas (DEMAS; NELSON, 2006;
SZCZEPANIK, 2007; BAILLIE; PRENDERGAST, 2008).

Neste estudo investigamos os niveis de melatonina em individuos com TEA e os
correlacionamos a distdrbios do sono e a citocinas inflamatérias com o intuito de
corroborar para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na sintomatologia do

TEA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRANSTORNO DO ESPECTRO DO AUTISMO

O termo “autismo” foi apresentado pela primeira vez pelo psiquiatra suico Eugene
Bleuler em 1911, para designar um grupo de individuos esquizofrénicos com perda de
contato com a realidade e com grande dificuldade ou impossibilidade de comunicagdo
(AJURIAGUERRA, 1977; RAPIN; TUCKMAN, 2009). Posteriormente, Leo Kanner, em
1943, descreveu criangas aparentemente normais, mas com alteragdes comportamentais que
se repetiam e permaneciam inalteradas ao longo do tempo: apego completo as rotinas do
dia-a-dia, isolamento extremo e preferéncia por objetos inanimados em detrimento das
pessoas. Estas criancas apresentavam ainda, alteracdes complexas da linguagem, além da
ecolalia imediata e tardia e a inversdo pronominal. Esse conjunto de sinais e sintomas foi
designado por Kanner (1944) como Autismo Infantil Precoce. No mesmo ano (1944), Hans
Asperger descreveu um grupo de adolescentes ‘‘autistas” com uma série de
comportamentos peculiares, semelhantes as descritas por Kanner, mas que ao contrério,
apresentavam um quadro de desenvolvimento de linguagem preservado.

Wing (1981) comparando os trabalhos de Kanner e Asperger descreveu o autismo
como um transtorno especifico sintomatolégico dependente do comprometimento
cognitivo, o que reforcou a tendéncia de considerar o autismo ndo como uma entidade
Unica, mas sim como um grupo de transtornos, que compdem um “continuum’ autista que
pode abranger, desde os quadros que caracterizam um autismo mais severo, até aqueles

com potencial mais preservado, como o encontrado na sindrome de Asperger.
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Na oitava edicdo da CID (Classificacdo Internacional de Doencgas) o autismo foi
citado como uma forma de esquizofrenia e na nona edig¢do passou a ser classificado como
uma psicose infantil. No DSM-III-R (Manual Diagnodstico e Estatistico de Transtornos
Mentais), o termo TID foi sugerido pela primeira vez e incluido em uma nova classe de
transtornos, os transtornos invasivos do desenvolvimento (TIDs) refletindo o fato de
multiplas dreas cognitivas de funcionamento serem afetadas no autismo e nas condicdes a
ele relacionadas. Esta terminologia também foi adotada na décima revisao CID (CID-10)
(RAPIN; TUCKMAN, 2009).

No DSM-1V, os novos critérios de diagndstico para o autismo, bem como as vdrias
condig¢des candidatas a serem incluidas na categoria TIDs, foram avaliados e caracterizadas
por prejuizos qualitativos nas dreas de comunicacio, interacdo social e padrdes restritos e
repetitivos de comportamentos e interesses. Nos TIDs, ainda foram inclusos a Sindrome de
Rett, a Sindrome de Asperger, o transtorno desintegrativo da infincia e os transtornos
invasivos do desenvolvimento sem outra especificacio (do inglés- Pervasive
Developmental Disorder not otherwise specified - PDDNOS) (APA, 1994). O DSM-IV-TR
ndo trouxe mudangas quanto aos critérios de diagnéstico (ELIAS, 2005).

Na CID-10, o nimero de transtornos agrupados difere do DSM-IV. O termo infantil
¢ mantido ao conceito de autismo e os TIDs (F84) estdo inseridos no diagndstico dos
Transtornos do Desenvolvimento Psicologico (F80-89) e estdo assim caracterizados:
Autismo Infantil (F84.0); Autismo Atipico (F84.1); Sindrome de Rett (F84.2); Outro
Transtorno Desintegrativo da Infincia (F84.3); Transtorno de Hiperatividade Associado ao
Retardo Mental e Movimentos Estereotipados (F84.4); Sindrome de Asperger (F84.5);
Outros Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (F84.8); Transtorno Invasivo do

Desenvolvimento, ndo-especificado (F84.9).
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Atualmente, devido a heterogeneidade dos sintomas existentes entre autismo,
Sindrome de Asperger e PDDNOS tornou-se comum o uso do termo “Transtorno do
espectro do Autismo” (TEA), ou o termo em inglés, “Autism Spectrum Disorders” (ASD)
para se referir a estas trés condicdes de TIDs (VEENSTRA-VANDERWEELE; COOK,
2004). A sindrome de Asperger encontra-se no extremo mais leve de manifestagdes do
TEA e difere das demais categorias principalmente por um atraso leve na comunicacio
verbal e por ndo haver prejuizo significativo do desenvolvimento cognitivo (GILBERG,
1998a). Ja o diagnéstico de PDD-NOS € dado nos casos em que os critérios para a
classificacdo como autismo ndo sdo satisfeitos em vista de seu inicio tardio ou
sintomatologia atipica. A deteccdo do transtorno pode ocorrer geralmente antes dos trés
anos de idade, sendo algumas manifestagdes perceptiveis ja aos seis meses de idade
(FOMBONNE, 2005). O TEA é€ clinicamente definido, ndo existindo exames laboratoriais
comprobatorios que orientem o diagndstico. A tendéncia dos ultimos anos na Psiquiatria
como um todo € a criacdo de instrumentos (questiondrios ou escalas) que, por meio da
observacdo direta ou de perguntas direcionadas, possam estabelecer parametros
mensuraveis e sirvam como ferramentas para orientar o diagnéstico clinico (SATO, 2008).

A etiologia do TEA ainda nido foi esclarecida embora as evidéncias mais recentes
sugiram que fatores genéticos, neuroldgicos, ambientais e imunes estejam envolvidos
(PARDO; EBERHART, 2007). Considera-se a participagdao de vdrios sistemas fisiologicos
e metabodlicos como: altera¢do no sistema imunoldgico, inflamagdo, exposi¢cdes ambientais
toxicas e sistemas regulagdo redox / estresse oxidativo e de geracdo de energia /
mitocOndrial. Neste contexto, o TEA pode surgir de, ou pelo menos, envolver, anomalias
fisiol6gicas sistémicas, que vao além do Sistema Nervoso Central (SNC) (STREIT;

MRAK; GRIFFIN, 2010).
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Dentre as possiveis influéncias ambientais que aumentariam o risco do TEA estao
injurias pré ou perinatais, toxicidade ao mercurio e infecgdes virais persistentes que
poderiam se iniciar in utero, €, em conseqiiéncia, contribuir para alteracoes no SNC e em

outros sistemas em desenvolvimento (WING, POTTER, 2002; LARSSON et al., 2005).

2.2 SISTEMA IMUNE E TEA

O sistema imune € constituido por células e moléculas responsdveis por reconhecer
organismos estranhos invasores, impedir sua disseminacdo e finalmente elimind-los do
corpo (PARHAM, 2001). Atualmente, evidéncias experimentais demonstram que o SNC
interfere na resposta imunoldgica e que essa também exerce influéncia sobre este sistema,
criando-se assim, uma interacdo entre tais sistemas que atuam modulando-se
reciprocamente (BUTTS; STENBERG, 2008).

A inflamacdo é uma destas respostas imunoldgicas desencadeada por lesdes
infecciosas, trauméticas ou toxicas (PERRY et al., 1995) e se caracteriza pela mobilizacao
de células do sistema imune, alteracdes da permeabilidade vascular, sensibilizacdo de
terminagdes nervosas € producdo de moléculas denominadas mediadores inflamatorios
(WILLIANS, 1983). Alguns destes mediadores sdo capazes de estimular células do SNC
como os astrocitos, oligodendrdcitos, neurdnios (CORREALE; VILLA, 2004) e
principalmente a microglia que passa a desempenhar fungdes de fagocitose e liberaciao de
outros mediadores como as interleucinas 1-beta (IL-1p) e interleucina 6 (IL-6) e a citocina
pré-inflamatéria  fator de necrose tumoral (TNF), contribuindo assim para o

desenvolvimento e modulacdo da resposta inflamatéria (LAFRANCE et al., 2010). As
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respostas neuroimunoenddcrinas desencadeadas por este processo resultam em alteracdes
comportamentais como reducdo de atividade e interagdo social, em perda de apetite e em
alteracOes metabolicas e da temperatura corporal (PERRY, 2004).

O mecanismo intracelular pelo qual moléculas que sinalizam ou que promovem a
montagem da resposta inflamatéria como o TNF e IL-6 pode envolver a participagdo do
fator de transcricao NFxB (fator de transcri¢do nuclear kappa B), um importante regulador
de processos fisiolégicos e fisiopatoldgicos (KALTSCHMIDT; KALTSCHMIDT, 2000;
KUMAR et al., 2004; WONG; TERGAONKAR, 2009) como as respostas imunes inata e
adquirida, os processos de proliferacdo celular (BONIZZI; KARIN, 2004; GRAHAM;
GIBSON, 2005), morte celular (SUN; LEY, 2008), neuroprotecdo e neurodegeneracio

(O’NEILL; KALTSCHMIDT, 1997; BHAKAR et al., 2002; FRIDMACHER et al., 2003).

O NFxB ¢ um fator de transcri¢do cuja atividade é regulada pela sua translocacio
citoplasma-nticleo. Em células ndo estimuladas este fator estd retido no citoplasma devido
ao mascaramento da seqiiéncia sinalizadora de localizacdo nuclear (NLS; do inglés:
nuclear localization signal) por proteinas inibitérias conhecidas como IkB (KARIN;
BEN-NERIAH, 2000). A ativagdo das células por fatores injuriantes, tais como citocinas
pro-inflamatdrias, produtos bacterianos e virais, agentes mitogénicos ou estresse
oxidativo leva a ativagdo de proteinas quinases que resulta na fosforilagcdo da IxB. IxkB
fosforilada em um residuo de serina da porcao N-terminal é ubiquitinada e degradada
expondo a seqiiéncia de peptideos NLS que € reconhecida pela maquinaria de importacao
ao nucleo. NFxB € entdo rapidamente transportado para o ntcleo regulando a expressao
de genes dependentes deste fator (O’NEILL; KALTSCHMIDT, 1997). Esta é uma via de

sinalizacdo cldssica na resposta inflamatéria e promove a transcri¢do de um pacote de
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genes necessdrios para a montagem e término deste processo de defesa do organismo.
Assim, na fase inicial sdo ativados mecanismos capazes de combater a injiria e em
seguida o processo deve ser desativado para que nao haja agressdo ao préprio organismo.
Entre as proteinas cuja expressdo € induzida por NFkB pode-se mencionar citocinas pro e
anti-inflamatérias, enzimas como a sintase de oxido nitrico induzida ({INOS),

ciclooxigenase II e o receptor de bradicinina B1 (EL SAYAH et al., 2006).

Ressalta-se que os efeitos intracelulares da IL-6 também sao induzidos
principalmente por meio da ativagcdo da via JAK/STAT, onde o heterodimero IL-6R-GP130
ativa principalmente a janus quinase 2 (JAK?2), que apods ser fosforilada, ativa o transdutor
de sinal e ativador de transcricio STAT-3 (HEIRINCH et al., 1998; LEBRUN VAN
OBBERGHEN, 2008).

Anomalias do sistema imune sdo freqiientemente descritas entre os individuos com
TEA como a presenca de anticorpos reativos contra moléculas do SNC, niimero alterado de
linfécitos T helper, reducdo das concentragdes plasmdticas de imunoglobulinas
(anticorpos), aumento das concentracOes plasmaticas de proteinas do complemento,
diminuicdo do numero de linfécitos, ativacdo de células NK e aumento da resposta de
mondcitos e presenca de quadro inflamatério com alteracdo das concentragdes plasmaticas

de citocinas (ASHWOOD; WAKEFIELD, 2006; LI et al., 2009; ASHWOOD, 2011).

O aumento das citocinas TNF-a, IL-6, interferon-gama (IFN-y) e interleucina 8
(IL-8) ja foi descrito nos encéfalos de individuos com TEA que apresentariam uma
resposta imune exacerbada, provavelmente associada a inflamagdo cronica cerebral
(ZIMMERMAN et al., 2005; MOLLOY et al., 2006; ASHWOOD; WAKEFIELD, 2006,

LI et al., 2009).
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Outra citocina envolvida com o TEA € o fator inibidor de macréfagos (MIF), que €
construtivamente expresso no tecido cerebral e exerce importante influéncia sobre o
sistema neuroenddcrino. Estudos gendmicos demonstraram um polimorfismo na regido
codificadora de MIF em individuos autistas que apresentam altas concentragdes plasmadticas
de MIF, correlacionadas a intensidade das alteracdes comportamentais observadas
(GOINES; VAN DE WATER, 2010).

Além dos dados quantitativos sobre a presenga de elevadas concentragdes de
marcadores inflamatérios no sangue e no liquor (HEIJNEN; KAVELAARS, 2010), a
prépria semelhanca dos sintomas comportamentais presentes durante quadros de doengas
infecciosas com sintomas do TEA, suscitam a hipétese de que as citocinas e mediadores
inflamatdrios estdo envolvidos na fisiopatologia destas doengas e sugerem fortemente que a

modulacdo de tais citocinas pode vir a ser uma ferramenta terapéutica para individuos com

TEA.

2.3 GLANDULA PINEAL E MELATONINA

A glandula pineal, 6rgdo impar presente em todos os vertebrados, é composta
principalmente por pinealdcitos, mas também por astrdcitos e microglia dispersos entre
capilares e axdnios (BURKITT; YOUNG; HEATH, 1994). Parte integrante do sistema de
temporizacdo interna, onde os nicleos supraquiasmaticos do hipotdlamo (NSQ) abrigam o
oscilador central dos ritmos circadianos, a glandula pineal, por outro lado, é responsavel
pela transdugdo da informagao fética ambiental para o corpo. Isto envolve um mecanismo
de inibicdo e de desinibi¢do da via de sintese de seu principal hormonio, a melatonina

(SIMMONEAUX; RIBELAYGA, 2003).
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A sintese de melatonina na glandula pineal se dd a partir da acetilagdo da
serotonina pela ac¢do da enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase (AA-NAT),
originando o precursor N-acetilserotonina (NAS) que é metilado em 5-metoxi-N-
acetiltriptamina (melatonina) pela enzima Hydroxyindole O-methyltransferase (HIOMT)
também conhecida como acetylserotonin O-methyltransferase (ASMT) (GALLI-

CARMINATI et al., 2009; JOHNSON, MALOW, 2008 ).

A informacgdo fética ambiental que desencadeia a produgdo de melatonina é a
mesma que sincroniza os NSQ a alternancia claro-escuro ambiental (KAUR, LING, 2008;
CECON et al., 2010). A informacao fética alcanga os NSQ pelo trato retino-hipotalamico
que segue por uma via polissindptica envolvendo projecdes eferentes do NSQ que
alcancam o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN). Este se conecta com a coluna
intermediolateral da medula, de onde sdo emitidas fibras simpdticas aferentes a pineal que
por meio da liberagdo de noradrenalina induzem a producdo de melatonina. Esta via é
inibida pela luz, de modo que a noite a sintese de melatonina € desencadeada resultando
em um perfil dos niveis plasmaticos deste hormdnio com aumento apds o anoitecer (entre
20:00h e 23:00h), pico de secrecdo no meio da noite (entre 2:00h e 4:00h, 60 a 70 pg/ml)
e queda nas primeiras horas da manha (entre 8:00h e 10:00h). O mesmo perfil pode ser
observado analisando-se os niveis urindrios do principal metabdlito da melatonina, a 6-

Sulfatoximelatonina (aMT6s) (JOHNSON; MALOW, 2008).

A melatonina produzida é distribuida tanto para a corrente sanguinea quanto para
o liquor, marcando o escuro nestes dois importantes compartimentos de distribui¢io
(MOZAFFARI, ABDOLLAHI, 2011). Esta condicio dd a melatonina o status de

marcador do escuro para todos os sistemas do corpo e assim a relaciona diretamente a
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nossa qualidade de sono (REITER et al., 2000; EIKELENBOOM et al., 2002).

Seguindo este raciocinio, baixos niveis plasmdticos de melatonina poderiam
favorecer a ocorréncia de distirbios de sono e isto poderia ser causado por diversos fatores
que possam alterar a via de sintese deste hormonio.

Apesar do controle da sintese de melatonina ser orquestrado pela sincroniza¢do ao
meio externo, recentes evidéncias apontam que esta sintese também € modulada por fatores
internos (WITHYACHUMNARNKUL et al., 1990, 1991; TSAL; MCNULTY, 1999; TSAI
et al., 2001a, b; FERREIRA et al., 2005; FERNANDES et al., 2006; FERNANDES et al.,
2009). Além de polimorfismos nas principais enzimas da via, estudos recentes tém
investigado possiveis fatores e mecanismos que poderiam atuar nessa inibi¢do. Dentre eles,
estdo agentes pré-inflamatérios como citocinas liberadas em situacdes de injuria que
alcangariam a glandula e agindo via receptores desencadeariam uma cascata de eventos que
culminaria na inibi¢do da via de sintese (FERNANDES et al.,, 2006; MARKUS et al.,
2007). A cascata intracelular envolve a participacdo do NFKB, que possui fun¢do central na
resposta inflamatdria e que estd expresso de maneira constitutiva na glandula pineal (DA
SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010; CARVALHO-SOUSA et al., 2011). Neste
contexto, a glandula pineal atuaria como um sensor interno capaz de detectar e responder a
agentes moduladores de processos fisiopatolégicos. Isto teria importancia fundamental na
montagem da resposta inflamatéria, j4 que além da fungdo cronobidtica, a melatonina
possui amplo leque de fungdes, dentre as quais a fun¢do anti-inflamatéria por inibir a
migracdo de leucdcitos. Assim, em doses fisioldgicas, a melatonina poderia impedir a
migracdo de leucdcitos para o local de injiria impedindo a montagem da resposta

inflamatéria (LOTUFO et al., 2001; MARKUS et al., 2007).
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A constatagdo da existéncia desta comunicagdo entre o sistema immune e a
glandula pineal serviu como base para a elaboracdo do conceito de um eixo immune-pineal.
O eixo imune-pineal é uma proposta que surge como uma nova abordagem da interacio
entre o0 sistema imunoldgico e a organizacdo temporal interna, propondo que os dois
sistemas sdo capazes de uma comunicagcdo reciproca. A supressdo da producdo de
melatonina na glandula pineal mediada por moléculas que sinalizam, ou que promovem a
montagem da resposta inflamatoria, seria um fator facilitador da migracdo de leucdcitos
(LOTUFO et al., 2001; MARCOLA et al., 2012). Ap6s migrarem, estas células passariam a
produzir melatonina no local do processo inflamatério (FINOCCHIARO et al., 1988;
CARRILLO-VICO et al., 2004, MARTINS et al., 2004, PONTES et al., 2006). Uma vez
que a sintese extra-pineal de melatonina pode atingir altas concentragdes nos locais de
producdo, esta indolamina seria capaz de exercer seus efeitos antioxidantes/anti-
inflamatérios, contribuindo com a fase de recuperacdo da resposta inflamatéria
(JAWOREK et al., 2005; MARKUS et al.,, 2007). Além disso, o aumento de
glicocorticéides circulantes durante a fase de recuperacdo seria um sinal positivo que
contribuiria para o retorno da sintese de melatonina pela glandula pineal (FERREIRA et al.,

2005; MARKUS et al., 2007; FERNANDES et al., 2009).

2.4 MELATONINA E TEA

No campo das pesquisas em TEA, a melatonina originalmente chamou a atengdo
como possivel contribuinte para a etiologia baseado na hipétese de que sua hipersecrecao
poderia resultar em uma cascata de efeitos de desajustes neurohormonais no eixo

hipotdlamo — hipéfise — adrenal (HHA) (GARSTANG; WALLIS, 2003), entretanto esta
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hipdtese fracassou quando o monitoramento de 24h dos niveis plasmaticos desta molécula
mostrou que individuos com TEA apresentam baixos niveis noturnos de melatonina em
comparacdo a individuos controles (AMIR; STEWART, 1996; MELKE et al., 2008; LI et
al., 2009). Similarmente, o conteido noturno de aMT6s na urina € baixo em relagdo aos
controles (TORDJMAN et al., 2005; 2012). Dois destes trabalhos apresentaram autistas

com niveis de melatonina elevados durante o dia (RITVO et al., 1993; NIR et al., 1995).

A causa dos baixos niveis de melatonina em TEA t€m sido apontada como a baixa
expressdo e atividade da acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT) (TOMA et al.,
2007; JONSSON et al., 2010; PAGAN et al., 2011) devido a muta¢des no gene da ASMT
(JONSSON et al., 2010). Outros diversos genes importantes para a regulacdo dos ritmos
circadianos, como os “clock genes”, tem sido estudados e apontados como possiveis
causas da quebra de ritmicidade circadiana em individuos com TEA (NICHOLAS et al.,
2007; HU et al., 2009). Além disso, resultado surpreendente mostra que niveis de
melatonina em pais ndo afetados de pacientes com TEA estdo alterados, o que também

sugere uma condi¢do genética para esta caracteristica (MELKE et al., 2008).

Essa alteracdo no ritmo de melatonina pode ser responsavel pelos distirbios
cronicos de sono em individuos com TEA, havendo especulacdes de que individuos com
problemas para iniciar a fase de sono podem ter um ritmo de melatonina com pico no
final da noite, enquanto a redu¢do na amplitude do ritmo pode resultar na fragmentacao
do sono e no despertar antes do hordrio normal (JAN; O’DONNEL, 1996; PATZOLD;
RICHDALE; TONGE, 1998; MYAMOTO et al, 1999; RICHDALE, 1999).
Confirmando este fato, varios estudos sugerem que o uso de melatonina é eficaz no

tratamento de distirbios do sono em individuos com patologias neuroldgicas, distirbios
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de desenvolvimento e transtornos neuropsiquidtricos (AKABOSHI et al., 2000;

HAYASHI, 2000; ROSS; DAVIES; WHITEHOUSE, 2002; JAN; FREEMAN, 2004).

A administracdo de melatonina exdgena tem sido usada em pesquisas com TEA
para o tratamento da insdnia, com resultados positivos mostrando diminui¢do da laténcia
do sono (ANDERSEN et al., 2008; PAAVONEN et al., 2009; WIROJANAN et al.,
2009), melhoras significativas na durag@o e qualidade do sono e diminui¢do do despertar
durante a noite (PAAVONEN et al., 2009; GUENOLE; BALEYTE, 2011). Estes
individuos ndo s6 tiveram melhora na qualidade do sono, como consequentemente
melhora durante a vigilia nos aspectos cognitivos, comunicativos e comportamentais
(GALLI-CARMINATI et al., 2009; ROSSIGNOL; FRYE, 2011)

Estudo com criangas com sindrome de Asperger, tratados com melatonina (3mg)
durante 14 dias, mostrou melhora significativa em relacio a medidas comportamentais
durante a vigilia quando a laténcia do sono diminuiu, mesmo sem mudancas na durac¢do do
sono (PAAVONEN et al., 2003; GARSTANG, WALLIS; 2003). Este resultado sugere que
a melhoria no comportamento diurno com a administracdo de melatonina noturna pode
estar relacionada com efeitos da melatonina sobre fases especificas do ciclo sono-vigilia.

Outros estudos clinicos mostram que com a administracdo de melatonina (0,75-
6mg) 60% dos individuos apresentaram melhora significativa do sono e em 25% dos casos,
segundo relatos dos pais, os distirbios do sono desapareceram, 13% dos individuos
criangas nao sofreram alteracdes na sua qualidade de sono e, em 1% dos individuos, o sono
piorou. Estudo duplo-cego, randomizado, cruzado controlado, envolvendo 22 individuos
com diagnéstico de TEA, com insOnia grave tratados durante 3 meses com placebo versus 3

meses de melatonina (dose mixima de 10 mg) mostrou que em todos os individuos que
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completaram o estudo, a melatonina melhorou significativamente a laténcia do sono e
tempo total de sono, mas que ndo influenciou no nimero de despertares noturnos (WRIGHT
et al., 2011). Ainda, estudo com adultos com TEA relatou que a melatonina (3mg ao deitar)
além de ser eficaz na redugdo da laténcia de inicio do sono foi benéfica nos despertares

noturnos e na duracdo de sono (GALLI-CAMINATI et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais a melatonina facilita o sono de individuos com TEA
permanecem desconhecidos. As hipdteses sd@o de que a melatonina sincronizaria os ritmos
bioldgicos ou agiria como ansiolitico ou sedativo, ou ainda poderia atuar de forma nao
especifica como um agente facilitador do sono, com efeitos opostos da adrenalina,
reduzindo o ritmo cardiaco, relaxando a musculatura e diminuindo a temperatura corporal

central JOHNSON; MALOW, 2010).

Todos os estudos citados de uso exdgeno de melatonina em TEA exploram apenas
sua funcdo cronobidtica, sem explorar seu amplo espectro de acdes como as funcgdes
antioxidante, anti-inflamatéria e neuroprotetora, além de aprimoramento de estabilidade
dendritica (TAMURA; SILVA; MARKUS, 2006; KAUR; LING , 2008; REITER et al.,

2009).

Recentemente estudos vém propondo um papel imunomodulador para a
melatonina nas diversas patologias que acometem o SNC, onde esta molécula estimula
uma cascata de eventos que modificam os parametros séricos inflamatérios, melhorando o
curso clinico de doencas com etiologia inflamatéria (MOZAFFARI; ABDOLLAHI,

2011).

Estudos clinicos apontam a melatonina como um tratamento promissor em andxia

(BAGCI et al., 2011), doencas metabdlicas e neurodegenerativas (PANDI-PERUMAL,
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2012), epilepsia (BRIGO, DEL FELICE, 2012) cancer (MILLS et al., 2005), inflamagdes e
envelhecimento (PANDI-PERUMAL, 2012), o que evidéncia sua fun¢ao imunomoduladora
tanto como potente antioxidante na redugdo de radicais livres como por sua atividade anti-

apoptética (GUPTA et al., 2003).

Apesar de individuos com TEA apresentarem indices maiores de estresse
oxidativo com reducdo dos niveis de antioxidantes, quando comparados a individuos
controles, a melatonina ainda nao foi utilizada em TEA como mecanismo de melhora
destas anormalidades fisioldgicas. Da mesma forma, apesar das evidéncias de inflamacao
em alguns individuos com TEA (PARDO, VARGAS, 2005; ASHWOOD et al., 2011;
TOSTES et al., 2012) e do fato de a neuroinflamagao danificar o tecido cerebral por meio
de varios mecanismos, incluindo a formacdo de placas, o crescimento dos neurdonios
anormais, aumento e liberacao de citocinas pré-inflamatérias (GUPTA et al., 2003), ainda

permanece sem avalia¢do o possivel efeito anti-inflamatério da melatonina em TEA.

Este estudo objetivou abordar ambos os aspectos da melatonina em TEA, como
agente cronobidtico correlacionando-a com distirbios do sono e como agente
imunomodulatério correlacionando a com niveis de citocinas pré-inflamatérias. O
estabelecimento destas correlacdes visa contribuir para futuras investigacoes

farmacoldgicas no tratamento do TEA.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Correlacionar o conteido de melatonina, por meio da aMT6s, a distirbios do

sono e a citocinas inflamatorias em TEA.

3.2 Objetivos especificos

Identificar e classificar os distirbios do sono e os problemas do comportamento
em individuos com TEA e seus respectivos controles;

Correlacionar os distirbios do sono aos problemas do comportamento de
individuos com TEA e seus respectivos controles;

Investigar o contetido de aMT6s e o padrdo de ritmicidade em individuos com
TEA e seus respectivos controles;

Investigar o contetddo das citocinas inflamatérias TNF e IL-6 em individuos com

TEA e seus respectivos controles;
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4 MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo clinico transversal, em conformidade com as Normas
Regulamentadoras em Pesquisa em Seres Humanos, aprovado pelo CEP da Faculdade de
Filosofia e Ciéncias de Marilia (Processo 1001/2011), (Anexo 1).

A participag@o dos individuos neste estudo foi vinculado ao aceite e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo 2) pelos pais e/ou
responsdveis, elaborado para fins especificos desta pesquisa, segundo recomendagdes da

Resolugdo CNS 196/96.

4.1 Casuistica

Foram avaliados e entrevistados 56 individuos provenientes das seguintes
institui¢des: Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA), Associacdo de Pais e
Amigos dos Excepcionais de Marilia (APAE-Marilia) Associacdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais de Bauru, (APAE-Bauru) e Associacdo de Pais e Amigos da Crianca
Autista e do Jovem Autista ou com Transtorno do Desenvolvimento (Espaco Potencia-
Marilia -SP) e de clinicas especializadas das cidades de Marilia-SP e Bauru-SP, com
fendtipo comportamental semelhantes ao Transtorno do Espectro do autismo. Destes,
somente 28 individuos se enquadravam ao diagnéstico de TEA, segundo os critérios
propostos pela CID-10 (Classificagdao Internacional de Doenca OMS, 2000) e pelo DSM
IV-TR (Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 4* edi¢do, texto
revisado). Os diagnésticos do TEA foram realizados por médicos psiquidtricas e/ou

neurologistas, fonoaudi6logos e membros de equipes interdisciplinares. Dentre os 28
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individuos contatados, 10 (36%) desistiram de participar do estudo por motivos diversos.

Deste modo, participaram do estudo 18 individuos (GP), 14 (83%) do sexo

masculino e 3 (17%) do sexo feminino, idades de 4 a 18 anos (Média= 10,5; Med=11 +/-

5,1). Quanto ao diagnéstico, 10 (56%) apresentaram autismo, 3 (17%) PDD-NOS e 5

(28%) Sindrome de Asperger.

O quadro 1 apresenta a caracteriza¢do da casuistica quanto a idade (em anos),

género, diagndstico, medicacao utilizada e procedéncia.

Tabela 1. Caracterizacdo do grupo pesquisa quanto a idade (em anos), género, uso
de medicamentos e procedéncia.

Individuos | Idade | Género | Diagndstico Medicamentos Procedéncia
GP-1 10a F Autismo Benzodiazepinicos APAE - Bauru
GP-2 4a M PDD-NOS Nao faz uso AEE — Bauru
GP-3 Sa M Autismo Benzodiazepinicos FOB - USP
GP-4 10a M Autismo Benzodiazepinicos APAE - Bauru
GP-5 18a M Autismo Benzodiazepinicos, cloridrato de | APAE — Marilia
biperideno, Prometazina
GP-6 11a M Autismo Benzodiazepinicos APAE - Bauru
GP-7 S5a M PDD-NOS Benzodiazepinicos APAE - Bauru
GP-8 18a F Autismo Benzodiazepinicos, Prometazina APAE — Marilia
GP-9 15a F Asperger Nio faz uso Clinica — Bauru
GP-10 8a M Asperger Nao faz uso FOB-USP
GP-11 10a M Asperger Prometazina Acido Valpréico, Clinica — Marilia
Clomipramida
GP-12 Ta M Autismo Benzodiazepinicos AEE — Bauru
GP-13 18a M Autismo Cloridrato de Biperideno, APAE-Marilia
Benzodiazepinicos,
GP-14 17a M Asperger Nao faz uso AEE — Bauru
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GP-15 12a F PDD-NOS Metilfenidato,Acido Valpréico e Clinica — Marilia
fluvoxamina
GP-16 15a M Autismo Metilfenidato, Benzodiazepinicos | APAE — Bauru
GP-17 17a M Asperger diprona sédica APAE — Bauru
GP-18 Sa M Autismo Benzodiazepinicos Espaco Potencial
Marilia

Foram utilizadas para critérios diagnésticos, além da avaliagdo clinica, as escalas
ATA (Escala de Tracos Autisticos) e CARS para homogeneizacdo da amostra. A escala
ATA considera como ponto de corte o valor de 15 pontos. Valores iguais ou acima deste
foram considerados com TEA, conforme proposto por Assumpc¢do et al. (1999). A
populacdo estudada apresentou valor médio de 33 + 8,1 nesta escala. A CARS avalia o
comportamento em 14 dominios que geralmente estdo afetados no autismo e mais uma
categoria geral de impressdo do autismo. Os escores de cada dominio variam de 1 (dentro
dos padrdes de normalidade) a 4 (sintomas graves de autismo). A pontuagdo varia de 15 a
60 pontos € o ponto de corte para o autismo € 30, sendo que os escores entre 30 a 36
indicam sintomas leves a moderados e acima de 37 graves, conforme proposto por
Schopler, Reichler e Renner (1988). Nesta escala, os individuos apresentaram valor médio
de 36 + 8,04.

Individuos que apresentaram sinais clinicos sugestivos de doencas genéticas
monogénicas, cromossopatias conhecidas ou doencas multifatoriais, além daqueles com
exposi¢cdo gestacional evidente a acidentes pré ou peri-natais, infec¢cdes e outras sindromes
foram submetidos a exames complementares diversos. Uma vez confirmada a presenca de
uma afec¢do associada ao diagndstico comportamental, os individuos foram excluidos do
estudo. Além disso, foram excluidos do estudo individuos que faziam uso de melatonina ou

de medicamentos que influenciassem a via de sintese e/ou de liberacao de melatonina.
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Grupo Controle (GC): Participaram deste estudo 18 individuos, 14 (78%) do sexo
masculino e 4 (22%) do sexo feminino. As idades variaram de 4 a 18 anos (Média=10,
Med=10 +/- 4,3).

Nao foram incluidos no estudo individuos com evidéncias e/ou queixas de alteracdes
do desenvolvimento motor, cognitivo e de linguagem, histérico de doengas psiquidtricas e
neuroldgicas € como no grupo pesquisa, individuos com uso de medicamentos que
influenciem a via de sintese ou de liberacio de melatonina (SIMONNEAUX e

RIBELAYGA, 2003; DOYEN et al., 2011).

4.2 Instrumentos

4.2.1 Escala de Distirbio do Sono em criancas (EDSC)

A Escala de Disturbios do Sono em Criancas (EDSC) € um instrumento proposto
por Bruni et al. (1996) com 26 itens para a avaliacdo do sono em criancas e adolescentes
com idades entre 3 e 18 anos. Neste estudo, foi utilizada a versdo brasileira publicada por
Ferreira et al. (2009). Cada item é numerado em um escore de 1 (nunca) a 5 (sempre),
pela freqiiéncia nas ultimas 6 semanas. Os escores da escala foram agrupados em seis
fatores, segundo a proposta do instrumento, a saber: Distirbios do sono de inicio e
manutengdo do sono - DIMS (duracio do sono - questdo 1, laténcia do sono - questdo 2,
ir para a cama sem relutdncia - questdo 3, dificuldade em adormecer - questdo 4,
adormecer sem ansiedade - questdo 5, despertares noturnos - questdo 10 e dificuldade em
adormecer - questdo 11; Distiurbios respiratorios do sono — DRS (dificuldades

respiratorias - questdo 13, apnéia do sono - questdo 14 e ronco - questdo 15); Distiirbios
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do despertar - DD (sonambulismo - questdo 17, terror noturno - questdo 20 e pesadelos -
questdo 21; Distiirbios da transicdo sono-vigilia — DTSV (“hypnic jerks” - abalos -
questdo 6, disturbios ritmicos do movimento - questdo 7, alucinagdes hipnagogicas -
questdo 8, movimentacdo noturna - questdo 12, soniléquio - questdo 18 e bruxismo -
questdao 19; Sonoléncia excessiva diurna — SED (dificuldade em acordar - questdo 22,
acordar cansado - questdo 23, paralisia do sono - questdo 24, sonoléncia diurna - questao
25 e; Hiperhidrose do Sono — HS (adormecer suado - questdo 9 e transpirar durante a
noite - questao 16). Na somatodria dos escores foi seguida a seguinte classificagdo minima

para os distirbios:

4.2.2 Caracterizacao Comportamental

Os perfis comportamentais dos individuos com TEA e seus respectivos controles
foram obtidos a partir do inventdrio de comportamento “Child Behavior Checklist for ages
4-18” (CBCL/4-18) (ACHENBACH, 1991), sendo utilizada a versdo brasileira publicada

por Bordin, Paula e Duarte (2001). Este questiondrio € aplicado por meio de entrevista
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direta com o pai ou a mie para levantar informacdes a partir de 113 itens relativos a
problemas de comportamento no qual o informante classifica o comportamento em: falso
ou ausente (escore=0); parcialmente verdadeiro ou as vezes presente (escore=1); e, bastante
verdadeiro ou frequentemente presente (escore=2) levando-se em considerag@o os dltimos 6
meses. O somatério dos escores obtidos permite ao avaliador tracar um perfil
comportamental da crianca ou adolescente, derivado da andlise de oito agrupamentos de
itens: I — Ansiedade e depressdo; II — Retraimento; III — Somadtico; IV — Social; V —
Pensamento; - VI — Aten¢do; VII — Problemas delinquentes; VIII — Agressividade. A
somatéria dos trés primeiros agrupamentos compreende a Escala de Internalizacdo e dos
agrupamentos; VII e VIII a Escala de Externalizacd@o, detectadas e nomeadas desta forma a
partir de vdrias andlises multivariadas de problemas emocionais realizadas pelos autores do
teste (ACHENBACH, 1991).

Nas escalas, o escore para a categoria nao clinica deve ser inferior a 67; para a
categoria limitrofe ser de 67 a 70, inclusive; e, para a categoria clinica, ser maior que 70.
Em relacdo as escalas internalizantes e externalizantes, este indice deve ser inferior a 60
para a categoria ndo clinica; para a categoria limitrofe, ser de 60 a 63, inclusive; e, para a
categoria clinica, ser maior que 63. Para pesquisas, o manual sugere trés niveis: ndo clinico,

limitrofe e clinico.

4.2.3 Coleta de urina para analise do contetido de aMT6s e creatinina

As coletas de urina das criancas foram realizadas pelos pais durante 72 horas
continuas, quer fosse durante a vigilia ou despertares espontdneos durante o sono. Os

individuos e seus pais/responsdveis foram cuidadosamente instruidos para a coleta e
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receberam orientagdes por escrito (Anexo 2). As amostras foram coletadas em recipiente
limpo etiquetados com nome, data e hora, sem acréscimo de conservantes ou inibidores de

protease e ficaram armazenadas a 4°C.

No laboratdrio, as amostras tiveram seu volume aferido e foram centrifugadas na
velocidade de 3900 rpm (rota¢des por minuto) por um periodo de 15 minutos em tubos de
15ml. Em seguida foram produzidas aliquotas de Iml por periodo, misturando-se
proporcionalmente as urinas coletadas nas varias mic¢des de cada periodo: 06:00-12:00,
12:00-18:00, 18:00-24:00 e 00:00-06:00. Os microtubos foram armazenados a -20°C até o

momento da dosagem de aMT6s e de creatinina (para normalizag¢do dos dados).

4.2.4 Coleta de saliva para analise das citocinas

As amostras de salivas foram coletadas pelos responsaveis em 6 hordrios diferentes
do dia (em um unico dia), na fase de claro (8:00h e¢ 12:00h e 18h) e na fase de escuro
(22:00h e 1:00h e 4:00h). As coletas na fase de escuro foram realizadas com uso de
lampada vermelha de baixa intensidade. A saliva foi coletada em roletes de algodao
armazenados em tubos plésticos especificos para este fim, denominados "Salivette®”. Os
tubos foram previamente identificados e marcados com cada hordrio da coleta. Os pais
receberam instru¢des e folheto com orientacdes para a coleta da saliva (Anexo 3). O

material coletado foi mantido a —20°C até o momento das analises.
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4.2.5 Analise laboratorial

Para a quantificagdo do contetido de aMT6s foi utilizado o método ELISA (do
inglés, Enzymelinked immunosorbent assay), utilizando-se kit comercial (IBL, Hamburgo,
Alemanha). Os resultados foram expressos em ng de aMT6s por mg de creatinina.

As quantificagdes das citocinas TNF e IL-6 nas amostras de saliva também foram
realizadas pelo método ELISA utilizando-se kits comerciais (eBioscience, Inc. San Diego,

CA, EUA). Os resultados foram expressos em pg/ml.

4.2.6. Avaliacao do ritmo biolégico de aMT6s

Para identificar ritmicidade de aMT6s, aplicou-se o Cosinor, método de andlise de
ritmos biolégicos que consiste no ajuste da curva cosseno aos dados, o que possibilita
descrever as séries temporais de individuos por meio de pardmetros ritmicos estimados pelo
método dos minimos quadrados, identificando parametros como acrofase e mesor, por
exemplo. O método Cosinor também verifica se a série temporal apresenta algum tipo de

recorréncia periddica, através de um teste de hipéteses (BENEDITO-SILVA, 2003).

4.2.7 Analise dos Resultados

A andlise descritiva foi utilizada para demonstrar a dispersao dos dados a partir da
Média (M), Mediana (Med), Desvio Padrio (DP), valores Minimo (Min.) e Maximo
(Maéx.). Na comparagdo entre dois grupos, com varidvel de natureza continua, foi aplicado
0 Mann-Whitney U test. Na andlise da relacdo entre as varidveis: aMT6s, distirbios do

sono e citocinas TNF e IL-6 foi utilizado o coeficiente de correlagdo linear de Spearman.
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O valor de significincia adotado foi de 5%. Para verificacio de diferencas estatisticas no
decorrer da serie temporal da aMT6s, entre os diferentes turnos (diurno e noturno), foi
realizada andlise de varidncia — ANOVA (LEWIS, 1995). Os testes estatisticos
apropriados para cada andlise foram realizados com os softwares estatisticos Prism 5.0 for

Windows (Graphpad Software, Inc.) e Statistics 17.0 for Windows.
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5. RESULTADOS

Os resultados da EDSC mostram que 44% dos individuos do GP apresentam pelo
menos um distirbio do sono. Dentre os seis distirbios do sono propostos pela escala, os
distdrbios respiratérios (44%), hiperhidrose do sono (17%) e distirbio de inicio e
manutencao do sono (11%) foram os mais referidos por responsdveis pelos individuos do

GP (Figura 1).

Figura 1. Distribui¢do (%) dos portadores de distirbios do sono do grupo pesquisa
(GP) (n=18) e controle (GC) (n=18) segundo a escala EDSC. DIMS - Disttrbios de inicio
e manutencdo do sono; DRS - Distdrbios respiratérios do sono; DD - Distdrbios do
despertar; DTSV - Distiurbios da transi¢do sono-vigilia; SED - Sonoléncia excessiva

diurna; HS - Hiperhidrose do Sono.
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Quanto a classificacdo que determina o escore minimo dos disturbios, tanto o grupo
pesquisa quanto o grupo controle apresentaram escores médios dentro dos niveis aceitaveis

(Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de média, mediana, desvio padrao, minimo, maximo e valor de p
dos individuos dos grupos: controle (GC) e pesquisa (GP) na Escala de distirbios do
sono para Criancas (EDSC)

Disttrbios AC?&?VG] Média Mediana Desvio-Padrao Minimo Madaximo Valor de p
T S B e
S T O I
SOOI B B T
T S O
s G w MO0 smoam e
I I T
S e T W

Legenda: Distirbios de inicio e manutencdo do sono - DIMS; Distirbios respiratérios do
sono — DRS; Disturbios do despertar; Distirbios da transicdo sono-vigilia — DTSV;
Sonoléncia excessiva diurna — SED; Hiperhidrose do Sono — HS, *p < 0.05.

Na comparacdo entre os escores de cada distirbio de sono da EDSC, o GP
apresentou maiores valores que o GC no distirbio de inicio e manutencdo do sono
(p=0,0195) (Tabela 2, Figura 2A). Nas demais escalas da EDSC nao houve diferenca

estatistica significante entre os grupos (Tabela 2, Figura 2B-F).
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Figura 2. Andlise comparativa entre a média + EPM dos valores alcangados em
cada classificac¢do de distirbios do sono da EDSC (A-F) entre os grupos pesquisa (GP) e

controle (GC), n=18 (GP) e n=18 (GC); *p < 0.05.

Na comparacdo entre as medias dos valores encontrados no inventdrio
comportamental (CBCL), quanto as escalas individuais e do total de problemas
comportamentais, 0os maiores escores foram encontrados para o GP com significancia
para os problemas totais de comportamento (p=0,028), problemas de retraimento
(p=0,001), problemas sociais (p=0,049), de pensamento (p=0,0002) e problemas de
atencdo (p=0,008) (Tabela 3, Figura 3B, D, E, F e K). A média do GP pode ser
classificada na categoria clinica nas escalas: problemas com pensamento, problemas de
atencdo e problemas internalizantes e na categoria limitrofe na escala: problemas totais de
comportamento (Tabela 3). J4& o GC apresentou a categoria clinica em problemas
internalizantes (Tabela 3). Nas demais classificagcdes de problemas de comportamento

nao houve diferenca estatistica entre as médias dos grupos (Tabela 3, Figura 3A, C, G, H,
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Iel).

Tabela 3 — Valores de média, mediana, desvio padrao, minimo, maximo e valor de p
dos individuos dos grupos: controle (GC) e pesquisa (GP) na escala CBCL, *p <

0,05.
Escalas Média Mediana Desvio Minimo Maximo Valor de
Padrao p
GP 62,94 62,50 6,74 51,00 78,00
ANSIEDADE 0,6608
GC 61,50 62,00 8,84 51,00 76,00
GP 65,89 66,00 8,07 50,00 85,00 0,0012*
RETRAIMENTO
GC 56,72 56,00 5,24 50,00 70,00
. GP 58,56 59,50 7,17 50,00 74,00 0,2790
SOMATICO
GC 60,00 60,50 6,36 50,00 68,00
GP 66,00 68,50 7,79 52,00 81,00 0,0490*
SOCIAL
GC 59,22 58,50 8,54 50,00 77,00
GP 75,22 77,00 9,09 57,00 88,00  0,0002*
P. PENSAMENTO
GC 55,72 51,50 9,24 50,00 77,00
~ GP 70,39 69,00 10,56 52,00 90,00 0,0082 *
P. ATENCAO
GC 55,72 51,00 9,24 50,00 77,00
GP 55,78 52,50 6,63 50,00 72,00 0,5472
P. DELIQUENTES
GC 56,06 53,00 7,49 50,00 72,00
GP 63,61 63,50 10,91 50,00 81,00 0,7351
AGRESSIVIDADE
GC 63,72 63,50 13,86 50,00 92,00
GP 64,33 65,00 5,83 53,00 76,00 0,8422
INTERNALIZANTES
GC 63,39 65,00 8,79 50,00 99,00
GP 60,78 66,00 10,47 40,00 74,00 0,7960
EXTERNALIZANTES
GC 60,83 66,00 12,32 34,00 77,00
PROBLEMAS "
TOTAIS GP 68,72 71,00 68,72 57,00 77,00 0,0288
GC 59,11 59,00 11,32 38,00 78,00
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Figura 3. Anédlise comparativa entre a média + EPM dos escores dos escores de cada
escala do comportamento encontrados no inventario comportamental CBCL (A-F) entre o

grupo pesquisa (GP) e controle (GC), n=18 (GP) e n=18 (GC), *p < 0.05.
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Figura 4. Numero de individuos do GP e GC caracterizados como clinicos ou
limitrofes nos problemas comportamentais nas escalas do CBCL nos grupos pesquisa (GP)

e controle (GC), n=18 para cada grupo.
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Os problemas de retraimento, problemas sociais, problemas de pensamento,
problemas de atencdo, problemas de agressividade, problemas internalizantes e problemas
totais do comportamento foram clinicamente mais frequentes no GP (Figura
4B,C,D.E,F,H,ILK). No GC foram encontrados problemas de ansiedade e depressio, estes
dois sendo inclusive mais frequentes que no GP. Além disso, os problemas internalizantes

e externalizantes estiveram presentes em numero expressivo no GC (Figura 4A, 1, J).

Na andlise da correlagdo entre os distirbios do sono da EDSC e o inventario
comportamental CBCL, verificou-se que os distirbios do sono influenciaram
negativamente nos problemas do pensamento (p=0,002), internalizantes (p= 0,013) e
totais do comportamento (p=0,032) de individuos do GP (Figura 5G, O, S). Nos demais
problemas de comportamento ndo houve correlacdo entre as varidveis (Figura 5A, C, E, I,
K, M, Q). No grupo controle os escores totais do EDSC nao influenciaram nos problemas

do comportamento (Figura 5B, D, F, H, J, L, N, P, R, T).
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Figura 5. Correlacdo entre os escores totais do EDSC e os problemas do
comportamento no grupo pesquisa (GP) (A, C, E, G, [, K, M, O, Q, S) e no grupo controle
(GC)B,D,F,H,J, L, N, P, R, T). EDSC x problemas de ansiedade e depressdo GP (p=
0,1858, r=0,3267), EDSC x problemas de ansiedade e depressio GC (p= 0,06325,
r=0,1844), EDSC x problemas de retraimento GP (p=0,7994, r=0,06448), EDSC x
problemas de retraimento GC (p=0,8998, r=0,032), EDSC x problemas somaticos GP
(p=0,1609, r=0,3450), EDSC x problemas somaticos GC (p=0,9207, r=-0,02526), EDSC x
problemas de pensamento GP (p= 0,032, r=0,6549), EDSC x problemas de pensamento
GC (p= 0,3245, r= 0,5342), EDSC x problemas de atencao GP (p= 0,273, r=0,2706),
EDSC x problemas de atengdo GC (p= 0,2333, r=0,2674), EDSC x problemas
delinqiientes GP (p= 0,7606, r=0,5823), EDSC x problemas delinqiientes GC (p= 0,3435,
r=0,2371), EDSC x problemas de agressividade GP (p= 0,5213, r=0,2234), EDSC x
problemas de agressividade GC (p= 0,1426, r= 0,3598), EDSC x problemas internalizantes
GP (p= 0,013, r=0,6581), EDSC x problemas internalizantes GC (p= 0,089, r=0,3115),
EDSC x problemas externalizante GP (p= 0,2562, r= 0,2824), EDSC x problemas
externalizantes GP (p= 0,2712, r=0,2740), EDSC x problemas totais do comportamento
GP (p= 0,2712, r=0,2740), EDSC x problemas totais do comportamento GC (p= 0,052), *

p <0.05.
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Na comparacdo entre o conteido de aMT6s houve diferenca estatistica entre os
grupos GP e GC durante o periodo noturno (p=0,007) (Figura 6A). Na andlise do contetido
de aMTo6s acumulada em 24h, os individuos do GP apresentaram valores estatisticamente

maiores (p= 0,0272) quando comparadas a individuos do GC (Figura 6B).

Figura 6. Em A, andlise comparativa entre a média + EPM do contetido de aMT6s
diurno e noturno observados no grupo pesquisa (GP) e do grupo controle (GC). Em B,
Andlise comparativa entre a média + EPM do conteido de aMT6s acumulado em 24h
observado no grupo pesquisa (GP) e do grupo controle (GC). Em A, *p < 0.05 dia # noite;

# p < 0.05 noite (GC) # noite (GP). Em B, *p < 0.05 dia # noite.

Nao foi encontrado diferencga estatistica entre o contetido de aMT6s entre o GP e o
GC quando comparado os dois grupos em cada intervalo de 6 horas, nota-se apenas uma
tendéncia de menores conteudos no GP no periodo de 24:00h a 06:00h. O maior pico de

conteido de aMT6s em ambos os grupos também foi verificado neste periodo.
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Figura 7. Contetido de aMT6s (ng aMT6s / mg de creatinina) em intervalos de 6h

(6:00h-12:00h, 12:00-18:00, 18:00-24:00, 24:00-06:00 h) em GP (n=18) e do GC (n=18).

Na tabela 4 estdo expressos os valores encontrados no Cosinor dos 18 individuos do
GP, sendo que destes 49% apresentaram ritmicidade circadiana normal no contetido de
aMT6s; 40% dos individuos do GP nao apresentaram variacao ritmica e 11% apresentaram
ritmo invertido com o conteido de aMT6s a noite menor que o conteido durante o dia. No

GC, 100 % dos individuos apresentaram ritmo normal (Figura 8).
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Tabela 4. Parametros obtidos por meio do COSINOR para o conteido de aMT6s
utilizando-se 72 horas de coleta.

Periodo Mesor Amplitude Acrofase %ve TOTAL Valor de p

Individuos

GP1 1440 22,750 24,380 525,890 644,193 0,102
GP2 1440 45417 47,325 264,208 45,239 0,317
GP3 1440 158,250 186,292 218,523 86,340  0,000%*
GP4 1440 37,000 49,356 213,396 75,637  0,017*
GP5 1440 19,917 3,670 1417,890 59,964 0,895
GP6 1440 115,167 102,739 564,211 99,799 4,187
GP7 1440 105,185 139,391 304,471 88,302  0,002*
GP8 1440 27,833 31,203 256,063 91,957  0,001*
GP9 1440 33,667 41,446 135,483 91,686  0,000*
GP10 1440 84,000 90,282 223,441 80,939  0,015*%
GP11 1440 20,250 22914 274,327 88,507  0,000%*
GP12 1440 56,630 56,152 357,862 72,602 0,096
GP13 1440 23,333 14,269 236,794 95,317  0,000*
GP14 1440 7,666 5,270 253,740 90,269  0,010*
GP15 1440 31,667 30,108 322,151 92,154  0,001*
GP16 1440 22,705 30,572 294,127 93,815  0,000*
GP17 1440 31,917 37,750 686,974 53,833 0,268
GP18 1440 16,200 23,643 191,643 72,682 0,063

*p<0,0005;
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Figura 8. Distribui¢do (%) do padrdo de variacdo circadiana do contetdo de aMT6s
nos individuos do GP (n=18) e do GC (n=18). Sendo: sem variagdo, invertido (pico durante

o dia) e normal (pico durante a noite).

A andlise dos valores de TNF durante o periodo noturno, o grupo GP apresentou
conteddo de TNF maior que o GC (p=0,035) (Figura 8). Nao houve diferenga estatistica na

variagdo de ritmo (dia/noite) nos individuos do GP e GC.
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Figura 8. Andlise comparativa entre as médias + EPM do conteudo salivar de TNF
(pg/ml) do grupo pesquisa (GP) e do grupo controle (GC) dia e noite .# p < 0.05, GP noite

# GC noite. n=18.

A andlise dos valores de IL-6 ndao mostrou diferenca estatistica entre os contetidos

dia e noite e também na comparagdo entre os individuos do GP e GC (Figura 9).

Figura 9. Andlise comparativa entre as médias + EPM do contetdo salivar de IL-6

(pg/ml) do grupo pesquisa (GP) e do grupo controle (GC) dia e noite. n=18.

Na andlise de correlagdo entre aMT6s e os distirbios do sono, houve influéncia
para os distirbios respiratérios do sono (p=0,013) nos individuos do GP (Figura 10C),
nos demais distirbios o contetido de aMT6s ndo apresentou correlagdo com os distirbios

de sono (Figura 10 A, B, D-N).
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Figura 10. Correlacdo entre aMT6s e os distirbios do sono no GP (10A, C, E, G, |,
K,M)e GC (B,D, F, H, J, L, N), aMT6s x disttrbio de inicio € manutengdao do sono no
GP (p=0,208), aMT6s x distirbio de inicio e manuten¢do do sono no GC (p= 0,7208,
r= -0,09058), aMT6s x distirbio respiratério do sono no GP (p=0,013, r-= -0,3046),
aMT6s x distdrbio respiratério do sono no GC (p= 0,0233, r= -0,5313), aMT6s x
distdrbio do despertar no GP (p= 0,7984, r= -0,06478), aMT6s x disturbio do despertar
no GC (p=0,9158, r= -0,7846), aMT6s x distirbio de transi¢do sono vigilia no GP (p=
0,9934, r= -0,0028), aMT6s x distirbio de transi¢do sono vigilia no GC (p= 0,1321, r=-
5,438), aMT6s x sonoléncia Excessiva no GP (p= 0,9901, r= 0,0031), aMTé6s x
sonoléncia Excessiva no GP (p= 0,1558, r=4327), aMT6s x hiperhidrose do sono no GP
(p= 0,0542, r=0,7542), aMT6s x hiperhidrose do sono no GP (p= 0,5678, r= -0,1443)

n=18
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Na correlacdo entre aMT6s e TNF, ndao houve diferenca estatistica entre as

varidveis (Figura 11).

Figura 11. Correlagdo entre aMT6s e TNF no grupo pesquisa (GP), em (A) aMT6s
e TNF diurnos, em (C) aMT6s e TNF noturnos e grupo controle (GC) em (B) aMT6s e
TNF diurnos, em (D) aMT6s e TNF noturnos. aMT6s x TNF diurno no GP (p=0,1772, r=
-0,3328), aMT6s x TNF diurno no GC (p=0,1119, r=-0,3998), aMT6s x TNF noturno no

GP (p=0,5420, r=0,1539), aMT6s x TNF diurno no GC (p=0,9738, r=0,0086), n=18.
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Na andlise da correlacdo entre aMT6s e IL-6, ndo houve correlagdo entre as

varidveis (Figura 12).

Figura 12. Correlag@o entre aMT6s e IL-6 no GP (11A,C) e GC (B,D). aMT6s x
IL-6 diurno no GP (p=0,4327, r= 0,1259), aMT6s x IL-6 diurno no GC (p=0,1232,
r=0,2141), aMT6s x IL-6 noturno no GP (p=0,0565, r=0,2141), aMT6s x IL-6 diurno no

GC (p=0,1738, r=0,3219), n=18.

66



6 DISCUSSAO

Nesse estudo sdo discutidos: A caracteriza¢do dos distirbios do sono e a influéncia
destes no comportamento; os niveis de melatonina por meio da quantificagdo de aMT6s e
os niveis das citocinas TNF e IL-6. A relacdo entre os conteidos de aMT6s, TNF, IL-6 e os

distirbios do sono em individuos com TEA e em individuos controles.

6. 1 Caracterizacao dos distirbios do sono e a influéncia destes no comportamento de

individuos com TEA (GP) e controle (GC)

Nossos resultados mostraram que 44% do GP apresentou pelo menos um distirbio
do sono, o que corrobora com a prevaléncia relatada na literatura internacional que estima
44 a 83% de presenca de distirbios de sono em individuos com TEA (COTTON,
RICHDALE, 2006; GIANNOTTI et al., 2006).

Dentre os seis distirbios do sono propostos pela escala EDSC, as dificuldades
relacionadas com os distirbios respiratorios, hiperhidrose do sono e de manutencdo do
sono foram as mais referidas nos individuos com TEA, sendo freqiientes as queixas de
roncos, transpiracdo noturna, maior frequéncia e longos periodos de acordares noturno o
que também estd em concordancia com dados da literatura (WILLIAMS, SEARS,
ALLARD, 2004; COTTON, RICHDALE, 2006; GIANNOTTI et al., 2006; TAYLOR,
SCHRECK, MULICK, 2012).

Dentre os valores da escala de distirbios de sono, apenas os disturbios de

manutencdo e inicio do sono apresentaram diferenca estatistica na comparagdo entre os
grupos com maior prevaléncia no GP. Ainda que as estatisticas descritivas mostrem uma

tendéncia a diferencas entre 0 GP e o GC nos outros disturbios, estes ndo apresentaram
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significdncia. Tal fato pode dever-se ao perfil do grupo de individuos com TEA que
apresentou padrdes variados de sono e comportamento. A ampliacio da amostra poderia
influenciar e alterar os valores de significancia dos testes estatisticos resultando em um
ntimero maior de distiirbios descritos para esta populacio (MOURAO, 2009).

Ao analisar o percentual de distirbios de sono no grupo com TEA, devemos
considerar que a escala questiondrio sobre sono-vigilia utilizada ¢ uma fonte de dados
subjetiva preenchida pelos pais. Entre os inconvenientes deste tipo de instrumento, estd o
fato de que a percepcao dos pais de individuos com TEA em relagdo aos problemas de sono
dos seus filhos pode nem sempre refletir os reais problemas de sono que os individuos
manifestam (HERING et al., 1999). Eles poderiam assim subestimar, desvalorizar, ou

desconhecer os habitos de sono dos seus filhos.

Outro fator que devemos considerar € a utilizacdo de medicamentos pela maioria
da populagcdo com TEA. Na nossa amostra, a maioria dos individuos do GP (77%) relatou
usar medicamentos que podem ocasionar reagdes adversas que interferem no sono. O
tratamento medicamentoso das crises comportamentais, da ansiedade, entre outros, sao
contidos com a ajuda de medicamentos que podem conter efeitos colaterais como
sedacdo, sonoléncia ou insdonia (ROTTA, 2002; LEITE; PRADO, 2004). Ao induzir
farmacologicamente o sono sabemos que nem sempre estes medicamentos propiciam
qualidade e conseqiiente melhora nas atividades de vigilia, mas eles s@o capazes de
mascarar o diagnéstico e a prevaléncia dos distirbios do sono (RICHDALE, 1999;

WIGGS, STORES, 2004).

Quanto a influéncia que os distirbios do sono encontrados possam ter no

comportamento, em uma primeira etapa deste estudo foi realizada a caracterizacdo do
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perfil comportamental no qual individuos do GP foram identificados por seus responsdveis
como tendo problemas comportamentais do tipo de pensamento e de atencdo semelhantes
aos encontrados na literatura (KOBAYASHI, MURATA, 1998; BOLTE, DICKHUT,
POUSTKA, 1999; PERISSINOTO et al., 2011). Quando comparados a individuos
controles, estes tiveram diferencas significativas para os problemas sociais e de
retraimento que vao ao encontro com as caracteristicas que o DSM IVTR (APA, 2002) e a
CID 10 (OMS, 1993) colocam para o TEA.

Posteriormente, no presente estudo, foi verificado por meio de testes de correlacao
que os distirbios do sono presentes nos individuos do GP tiveram efeito negativo para os
problemas comportamentais do tipo pensamento, internalizantes e problemas totais do
comportamento. H4 relatos de que os problemas de sono podem realmente agravar
algumas das caracteristicas intrinsecas ao diagnostico de TEA, principalmente no que se
refere a4 cognicdo e ao comportamento (ELIA et al, 2000; TAYLOR,
SCHRECK, MULICK, 2012; SCHWICHTENBERG et al., 2013). Por outro lado, no grupo
controle, os distirbios do sono presentes ndo influenciaram nos problemas
comportamentais, o que pode ser devido ao baixo percentual (6%) de distirbios de sono
nesta populagdo.

A ocorréncia de correlacdo entre distirbios do sono e o comportamento nos
individuos com TEA encontrada em nosso estudo, ndo determina causalidade, mas ha
indicios de que a melhora da qualidade do sono influencia positivamente no quadro
comportamental (VRIEND et al., 2011). Novos estudos que investiguem individuos com
TEA, e avaliem o comportamento, antes e depois do tratamento para melhoria do padrio

de sono, ainda sdo necessarios para esclarecer esta correlagao.
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6.2 Quantificacao do contetido de aMT6s e citocinas (TNF e IL-6) nos individuos com

TEA (GP) e controle (GC).

Nossos resultados mostraram que os conteudos noturno de aMT6s foram
estatisticamente menores em individuos do GP, quando comparados ao GC. O baixo
conteddo de aMT6s em criancas e adolescentes com TEA ja foi relatado em estudos
anteriores (TORDJMAN et al., 2005; TORDJMAN et al., 2012) e contrasta com estudo que
relatou conteddo elevado em adultos com TEA durante o periodo diurno e contetido
noturno semelhante ao controle (RITVO et al., 1993), tal diferenca pode estar relacionada a
diferencas de faixa etdria na populagdo e no protocolo entre os estudos.

Quando o conteido de melatonina é analisado diretamente por meio dos niveis
sanguineos em individuos com TEA nota-se a redu¢@o do contetido de melatonina noturna
quando comparado ao controle (KULMAN et al., 2000; NIR et al., 1995), assim como a
auséncia do aumento fisioldégico do conteido noturno de melatonina (KULMAN et al.,
2000). Isso demonstra que tanto pela quantificagdo direta de melatonina no sangue quanto
de forma indireta por quantificacdo de aMT6s urindria os resultados sdo conclusivos para
uma menor producdo de melatonina noturna em um grande percentual de individuos com

TEA (ARENDT et al., 1985; MARKEY et al., 1985).

Em nosso estudo além de analisar os conteidos diurno e noturno e compara-los
com individuos controles, foi analisada também a existéncia de ritmicidade circadiana no
conteido de aMT6s, por meio de teste estatistico para este fim, e ficou demonstrado que
60% dos individuos do GP apresentaram ritmicidade do contetido de aMT6s, sendo que,
destes, 11% apresentaram conteido maior durante o dia do que a noite, ou seja

apresentam um ritmo invertido de aMT6s. Neste caso, € preciso salientar que, estes
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individuos ndo apresentam uma grande producdo de melatonina durante o dia, mas sim
que o conteudo dos periodos noturnos de aMT6s nestes individuos com TEA foi tdo
pequeno que acabou por ressaltar a diferenga com o conteido dos periodos diurnos que
por sua vez ndo diferiram do controle. No GC 100% dos individuos apresentaram
ritmicidade normal com conteido de aMT6s maior durante a noite. A hipdtese da
auséncia de um ritmo circadiano de melatonina e de outras fun¢des neuroenddcrinas em
individuos com TEA foi investigada anteriormente (KULMAN et al., 2000), e foi
demonstrado falta de ritmicidade normal em 72% dos individuos e ritmicidade invertida
em 38%. Nos estudos de Tordjman et al. (2012) dos 43 individuos estudados com TEA,
70% apresentaram ritmicidade normal, 8% ritmicidade invertida, e 22% ndo apresentaram

ritmicidade.

O fato dos estudos que referem ritmicidade de melatonina em individuos com TEA
apresentarem, assim como O nosso, resultados sempre muito varidveis dentro da
populacdo estudada, ou seja, alguns individuos com ritmicidade normal, outros invertidos
e outros individuos ainda sem variacdo, pode ser devido a heterogeneidade das
manifestacoes clinicas nesta populagdo (TORDIJMAN et al., 2005; TORDJMAN et al.,

2012; CORTESI et al., 2011)

A melatonina quantificada no plasma e na saliva, ou de forma indireta através da
aMT6s na urina € considerado o melhor indicador periférico de temporizacdo circadiana
humana (ARENDT et al., 2006). Alteracdes em sua ritmicidade geralmente se refletem em
alteracdes de outras varidveis ritmicas e vice-versa (BOURGERON, 2007). Assim, o fato

de evidenciarmos altera¢Oes ritmicas no padrdo de aMT6s em TEA pode significar que
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isto seja acompanhado por alteracdes em outras varidveis circadianas nesta populacdo
(GABRIELS et al., 2013), mas esta hipdtese ainda deve ser investigada.

Quanto as fungdes deste hormdnio e conseqiiéncias de seu déficit hd evidéncias
crescentes de que a melatonina também estd criticamente envolvida no inicio do
desenvolvimento por meio de seus efeitos diretos sobre a placenta, neurdnios e células da
glia, e na ontogenética com estabelecimento dos ritmos didrios (NILES et al., 2004;
IWASAKI et al., 2005). Boucher (2000) sugere que problemas de temporiza¢do no reldgio
bioldgico poderiam ter consequéncias fisioldgicas e psicolégicas envolvidas na patogénese

de individuos com TEA.

As causas para o baixo conteido noturno e diurno de melatonina e consequente
alteracdo na ritmicidade deste hormonio em individuos com TEA foram pouco elucidadas
nesta populacdio. Em estudo que usou de uma combinacdo de genética e técnicas
bioquimicas, sugeriu-se que a deficiéncia no conteido de melatonina ndo foi uma
conseqiiéncia, mas uma caracteristica primdria causada por uma deficiéncia na enzima
HIOMT (MELKE et al., 2008). Outro estudo sugere que a expressdo significativamente
reduzida do gene que codifica a AA-NAT nos individuos com TEA poderia explicar o

baixo contetido de melatonina nesses individuos (HU et al., 2009).

Outra possibilidade que deve ser levantada é a de que estes individuos podem
sofrer um bloqueio na produgcdo de melatonina causado pela elevacdo dos niveis de
citocinas inflamatorias. Em algumas situacOes de injuria agentes pro-inflamatérios como
citocinas, principalmente a citocina pré-inflamatéria TNF, podem suprimir a producgdo de
melatonina pela glandula pineal, deixando o organismo nestes casos de ser informado da

existéncia do escuro JAWOREK; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2005; MARKUS et
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al., 2007).

Os nossos resultados mostraram que a concentracdo noturna de TNF foi
significativamente aumentada nos individuos do GP em compara¢do a individuos do GC.
Estes resultados estdo concordantes com resultados anteriores (JYONOUCHI, LE, 2000;
ASHWOQOD et al., 2011), que também mostraram diferencas entre grupos, mas que com
a média dos valores elevados quando comparados ao nosso estudo, que apresentamos
valores médios noturno de TNF de 4,2 (variando de 0,2 a 6,2 pg/ml) em individuos do GP
comparados a 1,8 pg/ml (variando de 1,8 a 2,0 pg/ml) do GC e diurno 2,2 pg/ml
(variando de 0,1 a 3,0 pg/ml ) para o GP e 1,7 ( variando de 0,3 a 1,7 pg/ml) para o GC, e
contraria um estudo que ndo apresentou diferencas entre o conteido de TNF entre
individuos com TEA e controles (VIJENDRA, SINGH, 1995). Esses estudos,
diferentemente no nosso, quantificaram o TNF por meio do plasma e nao diferenciaram

os periodos (diurno e noturno) para dosagem desta citocina.

Jyonouchi, Le (2000) relataram em individuos com TEA (idade entre 2 a 14 anos)
valores médios para TNF de 71.9 pg/ml (variando de 3.9 a 765.4 pg/ml) e de < 3,9
(variando de 3.39 a 154.7 pg/ml) para individuos controles. Os valores médios de TNF
encontrados por Ashwood et al. (2011) em individuos com TEA, estiveram em 81.8
pg/ml (variando de 34.5 a 204.7 pg/ml) e de 63.9 pg/ml ( variando de 20.7 a 128.1 pg/ml)
para individuos controles. No estudo de Vijendra, Singh (1995) individuos com TEA e

controles apresentaram valores abaixo de 1 pg/ml.

Quanto a citocina IL-6, nossos resultados ndo mostraram diferengas significativas
no contetdo salivar desta citocina entre individuos do GP e GC em nenhum dos periodos

estudados, o que contraria os dados apresentados por ASHWOOD et al. (2011a, 2011b),
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que a quantificaram no plasma e encontraram valores superiores quando comparados a
individuos controles e vai de encontro aos resultados apresentados por Sorrentino et al.

(2012).

Tais citocinas inflamatérias também foram encontras no coértex cerebral
(VARGAS et al., 2005, GRIGORENKO et al., 2008, VOINEAGU et al., 2011; ZIATS,
RENNERT, 2011) e no tracto gastrointestinal (DEFELICE et al., 2003; ASHWOOD et
al., 2004) de individuos com TEA. Além disso, estudos sugerem que desequilibrios em
diversas citocinas durante o desenvolvimento e/ou ao longo da vida podem afetar a
atividade neural e mediar os aspectos comportamentais destes individuos (ASHWOOD et

al., 2004, LEE et al., 2010).

Os mediadores inflamatdrios, citocinas e seus receptores, estdo presentes no SNC
de individuos sauddveis durante a diferenciacdo neuronal e plasticidade. A citocina pré
inflamatéria TNF tem sido associada com toxicidade de oligodendrdcitos, crescimento de
neuritos e regulacdo da plasticidade sindptica homeostitica no hipocampo (BARKER et
al., 2001;. CACCI et al., 2008;. MUNOZ-FERNANDEZ, FRESNO, 1998). Assim, quando
ha um desequilibrio dessa citocina podem surgir efeitos biologicos sobre o
desenvolvimento neuronal e atividade que afetam negativamente o comportamento (LEE

etal., 2010).
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6.3 Influéncia do conteiido de aMT6s nos distirbios do sono e nas citocinas TNF e IL-

6 em individuos com TEA (GP) e controle (GC).

Na investigacdo sobre a influéncia do contetido de aMT6s nos distirbios do sono,
nossos resultados mostraram que o conteido de aMT6s influenciou negativamente nos
distdrbios respiratérios do sono no GP o que vai de encontro com resultados anteriores que
mostram que quanto maior a aMT6s, melhor é a qualidade de sono em individuos com
TEA (LEU et al, 2009). A alteracio na sintese de melatonina foi sugerida como
responsavel pela dificuldade no inicio e manutencido do sono em TEA, havendo hipdteses
de que individuos com problemas para iniciar a fase de sono podem ter um ritmo de
melatonina com pico no final da noite, enquanto a redu¢c@o na amplitude do ritmo pode
resultar na fragmentacdo do sono e no despertar antes do hordrio normal
(ROSSIGNOL, FRYE, 2011). Tordjman et al. (2005) em seus estudos, apesar de nao
terem investigado a correlacdo entre o contetido de aMT6s com a presenca de distirbio do
sono, mostraram que estes estiveram negativamente relacionados a a severidade dos
sintomas clinicos nas TEA.

As andlises de correlagdo entre aMTo6s e citocinas mostraram que o conteido de

TNF ndo influenciou nas concentragdes de aMT6s e vice versa. Embora os dados de
correlagdo ndo tenham alcangado significincia estatistica, o conteido de TNF noturno
esteve significativamente maior em individuos do GP. Nenhum outro estudo correlacionou
estas varidveis nesta populagcdo, no entanto ha um conceito bem estabelecido de que esta
citocina em altas concentracdes pode causar uma inibi¢do na sintese de melatonina pela
glandula pineal (FERREIRA et al., 2005; FERNANDES et al., 2006). O TNF inibe

transientemente a transcricdo do gene que codifica a enzima AA-NAT e também a
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produgdo do precursor da melatonina, a N-acetilserotonina, em glandulas pineais de ratos
em cultura (FERNANDES et al., 2006). Mulheres com mastite, um processo inflamatério
ndo-infeccioso, apresentam altos niveis de TNF e tém supressdo do ritmo de melatonina
(PONTES et al., 2006). No mesmo contexto de uma resposta pro-inflamatodria, a injecao de
LPS promove a redugdo dos niveis plasmdticos de melatonina em ratos (TAMURA et al.,
2010) e inibicdo da producdo de N-acetilserotonina e melatonina induzida por
noradrenalina em pineais em cultura (DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010).
Observou-se ainda que em quadros de infec¢do generalizada, caracterizada por altos niveis
de TNF, ha supressao do ritmo de melatonina (MUNDIGLER et al., 2002). Desta forma a

existéncia desta condi¢do em TEA nido deve ser desconsiderada.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo obtivemos um conjunto de resultados que indicam que:

Em relacdo ao controle individuos com TEA apresentaram conteido de aMT6s
menor durante o periodo noturno e acumulado e este influenciou negativamente

nos disturbios respiratérios do sono.

Dentre os individuos com TEA, 49 % apresentaram ritmicidade circadiana

normal, 11% ritmo invertido e 40% nao apresentaram ritmicidade.

O TNF esteve significativamente aumentado nos individuos com TEA em
comparacdo a individuos controles, enquanto a citocina IL-6 apresentou niveis

semelhantes ao controle.

Os disturbios de sono mais freqiientes nos individuos com TEA foram:
distirbio de inicio e manutengcdo do sono, distirbio respiratério de sono e a
hiperhidrose do sono, além destes, estes individuos apresentaram problemas de
SOno como roncos, transpiracdo noturna, seguidas por longos periodos de

acordares noturno e de maior frequéncia desses acordares do que os controles.

Os individuos com TEA apresentaram problemas comportamentais do tipo
pensamento, aten¢do e internalizantes. Quando comparados aos controles, estes
tiveram diferenca para os problemas do pensamento, atencdo, retraimento,

atencdo e problemas totais do comportamento.

Os disttirbios do sono influenciaram negativamente nos problemas do
comportamento do tipo de pensamento, internalizante e totais do

comportamento.
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Anexo 2. Termo de consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos estamos convidando seu filho a participar do projeto de pesquisa intitulado “Correlagdes entre
producdo de melatonina, sono-vigilia e citocinas pré-inflamatérias em doencas do espectro autistico” do
Departamento de Fonoaudiologia da Faculdade de Filosofia e Ciéncias de Marilia — UNESP, cujos
responsaveis sao Fga. Cintia Cristina Fadini e Prof. Dra. Luciana Pinato.

Participar deste projeto é uma opcao de sua, podendo decidir participar ou nao;

A qualquer momento vocé terd a liberdade de buscar junto aos responsaveis pelo projeto,
esclarecimentos de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia de trabalho.

Vocé receberd uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O presente trabalho tem por objetivos:

a) Caracterizar o comportamento € o sono em criangas do espectro autistico e seus
respectivos

controles;

b) Analisar os niveis de melatonina e citocinas pré-inflamatérias (proteinas que sinalizam

inflamag¢@o) em criangas do espectro autistico e seus respectivos controles;

Esperam-se obter os seguintes beneficios decorrentes da presente pesquisa: ampliar o conhecimento
sobre as Doengas do Espectro Autistico e se possivel um novo agente farmacolégico;

Se vocé decidir participar gostarfamos de informar-lhes que:

a) Os instrumentos de registro utilizados neste estudo incluem: Questiondrio do Sono e
Comportamento, coleta de urina e amostra de 3ml de saliva (1 colher de sopa), sendo
realizada a coleta em casa.

b) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para a populacio
estudada.

¢) O material biolégico serd armazenado em nossos bancos de estoque.

d) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos;

e) Assim que existam resultados, estes serdo apresentados a vocé pelos responsaveis.

f) Os resultados deverdo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os
profissionais da saide que tenham interesse nesta area.

g) Sempre que ocorrerem publicacdes cientificas a sua identidade serd mantida em sigilo.

h) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, nao
sendo permitido o acesso aos dados por terceiros.

Eu, portador(a) do RG responsdvel por
concordo em participar do referido

projeto de pesquisa.
Declaro estar ciente sobre os itens acima mencionados e ter recebido as devidas explicacdes sobre o referido
projeto, sendo a minha participac¢io voluntaria.

Responsavel
Cintia Cristina Fadini — e mail cinfadini @ gmail.com (14) 8§822-2012

Profa. Dra. Luciana Pinato- e mail lpinato @marilia.unesp.br
Av. Hygino Muzzy Fillho 737 - Dept. Fonoaudiologia UNESP/Marilia — SP (14) 3402-1324
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Anexo 3. Orientacao de Coleta
Urina e Saliva

Vocé esta participando do projeto de pesquisa intitulado: “Correlag@o entre melatonina, sono-vigilia
e citocinas pré-inflamatérias em Doencas do Espectro Autistico”.

A seguir serdo apresentadas as instrugdes de coleta para o estudo, lembrando que é muito importante
que estas sejam realizadas exatamente conforme indicado.

1. COLETA DE URINA

a) No primeiro dia (segunda-feira), quando a crianga acordar, ela deverd fazer xixi (esvaziar a
bexiga) normalmente pela manha e esta urina ndo serd usada, serd descartada.

b) A partir deste momento toda a urina produzida e liberada nos préximos 3 dias (segunda-feira,
terca-feira, quarta-feira e quinta-feira) deverd ser coletada em frascos com etiquetas dadas pelas
pesquisadoras que identificardo o nome da crianga, dia e o hordrio da coleta. Para cada urina um frasco.

¢) Terminard a coleta com a primeira urina da quinta-feira.

c) Caso seja necessdrio a coleta de urina no periodo da noite (para criancas que costumam
espontaneamente urinar neste periodo) a coleta de urina deverd ser realizada com o menor uso de luz, no
escuro, se possivel.

2. COLETA DE SALIVA

a) As coletas de saliva serdo realizadas na quarta-feira em 6 hordrios diferentes do dia (em um tnico
dia), sendo na fase de claro (8:00h e 12:00h e 18h) e na fase de escuro (22:00h e 1:00h e 4:00h).

b) As coletas na fase escuro deverao ser realizada com o menor uso de luz, no escuro se possivel.

¢) Os materiais utilizados serdo tubos plésticos com algoddo especifico para a coleta de saliva
chamado de "Salivette®”. Este dispositivo permite uma coleta ficil e limpa. Os "Salivette®” serdo
fornecidos pelas pesquisadoras e os procedimentos para a coleta serdo:

1. Por um periodo de 1 hora antes da coleta ndo ingerir nenhum alimento ou bebida (com
exce¢do de dgua).

2. Jejum ndo é necessdrio apos dieta leve, ou 2 horas apds as principais refeicdes (almoco ou
jantar).

3. No periodo de coletando € permitido ingestdo de 4gua, alimento ou qualquer tipo de
liquido,
Sera necessario o uso de luvas, fornecidas pelas pesquisadoras.

5. Remova a tampa superior do tubo,

6. Coloque o algoddo presente no interior do "Salivette®”, em baixo da lingua e aguarde por
um periodo de 2 a 3 minutos. Se o paciente preferir, pode mastigi-lo gentilmente para
estimular o fluxo salivar, por um periodo de 2 a 3 minutos.

7. Quando notar que a esponja estd bem embebida de saliva (normalmente ao fim de dois ou
trés minutos) volte a colocd-la no tubo pequeno e tampe bem. Indicar na etiqueta o
correspondente a hora da coleta

8. Se possivel, pedir para a crianga ainda cuspir por cima do algoddo, fechando com a tampa
logo a seguir e levando ao congelador.
9. E necessdrio congelar apés a coleta.
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